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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada pelo acumulo de proteina 3 amiloide (ARB)
e aumento da resposta inflamatoria mediada por microglia e astrécitos, que uma vez
ativados, liberam citocinas pré-inflamatérias, como IL1B, favorecendo a
neurodegeneracdo. Este estudo avaliou o potencial neuroprotetor e anti-inflamatério
do flavonoide apigenina em modelos in vitro de neuroinflamacéao induzida por LPS,
IL1B ou AB. Co-culturas de células gliais e neurdnios, cultivadas a partir do cértex de
ratos Wistar, foram expostas durante 24 h ao LPS (1 pg/mL) ou IL13 (10 ng/mL), ou
durante 4 h aos oligdbmeros AB (500 nM) e entdo tratadas com apigenina (1 yM) por
24 h. Observou-se através de marcacdo com Fluoro Jade B e caspase 3, que a
apigenina ndo foi neurotdxica e apresenta efeito neuroprotetor frente ao dano
inflamatorio. A andlise por imunocitoquimica revelou que a apigenina reduziu a
ativacao inflamatéria e proliferagcdo microglial, através da reducdo dos marcadores
CD68 e BrdU, respectivamente, assim como favoreceu a preservacao da integridade
de neurdnios e astrdcitos e modulou o padrdo morfolégico microglial, determinado
pelos marcadores ftubulina Ill, GFAP e Iba1, respectivamente. O efeito
imunomodulador da apigenina, avaliado por gRT-PCR demonstrou que a apigenina
nao induziu alteracées na expresséao de IL-6, IL-18 e CCL5, porém induziu aumento
da expressédo de BDNF. O dano com IL-1B induziu aumento nos niveis de IL-6, IL-13
e CCL5, e diminuicdo na expressao de IL10 e BDNF. Entretanto, apos inducéo de
dano, a apigenina induziu reducao da expressao de IL-6 e CCL5 e aumento dos niveis
de IL-10 e BDNF. Estes dados sugerem que a apigenina tem potencial neuroprotector
e anti-inflamatoério.

Palavras-chave: Neuroinflamacdo; Doenca de Alzheimer; Neuroprotecdo; Anti-
inflamatdrio; Flavonoide.



ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) is characterized by accumulation of the B amyloid protein
(AB) and increase of inflammatory response mediated by microglia and astrocytes,
which once activated, release pro-inflammatory cytokines such as IL1[, resulting in
neurodegeneration. This study evaluated the neuroprotective and anti-inflammatory
potential of flavonoid apigenin in vitro models of neuroinflammation induced by LPS,
IL1B or AB. Co-cultures of neurons and glial cells were cultivated from the cortex of
Wistar rats. Cells were exposed for 24 h to LPS (1pug/mL) or IL13 (10ng/mL) or for 4 h
to oligomers AB (500 nM) and then treated with apigenin (1uM) for more 24 h. It was
observed by Fluoro Jade B and caspase 3 immunostaining that apigenin was not
neurotoxic and has a neuroprotector effect against inflammatory damage. The
immunofluorescence analysis revealed that apigenin reduced microglial inflammatory
activation and proliferation through decrease of staining for CD68 and BrdU markers,
respectively, and preserved neuronal and astrocytic of cellular integrity, also
modulating the microglial morphological pattern, determined by staining for Btubulin 1,
GFAP and Ibal proteins, respectively. The immunomodulatory effect of apigenin,
evaluated by gPCR demonstrated that apigenin did not induce changes on expression
of IL-6, IL-1B and CCL5 and induced increase the expression of BDNF. IL-13 damage
induced increase in the levels of IL-1[, IL-6, and CCL5, and decrease the expression
the IL10 and BDNF. However, association of apigenin to IL- induced decrease in the
expression of IL-6 and CCL5 and increase the expression of IL-10 and BDNF. These
data suggest that apigenin presents neuroprotective and anti-inflammatory potential.

Keywords: Neuroinflammation; Alzheimer Disease; Neuroprotection; Anti-
inflammatory; Flavonoids.
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1 INTRODUCAO

Disturbios neurodegenerativos sao considerados um grave problema de saude
publica que afeta o envelhecimento populacional. A neurodegeneracdo esta
associada a perda de neurdnios no cérebro ou medula espinhal. Apesar das novas
abordagens terapéuticas desenvolvidas ao longo dos ultimos anos, os tratamentos
contra as desordens neurodegenerativas ainda sado limitados e as abordagens
convencionais tratam principalmente os sintomas (CAPRNDA et al., 2017).

A medida que a populacdo em geral envelhece progressivamente, a
prevaléncia de distarbios neurodegenerativos continua a aumentar. O envelhecimento
cerebral é acompanhado de alteracbes metabodlicas, morfolégicas e mudancas
neurofisiolégicas, muitas vezes associadas a uma deficiéncia na aprendizagem e
memaoria com consequente perda de sinapses (PROCACCINI et al., 2016).

Os disturbios neurodegenerativos estdo geralmente associados a deposicao
dependente da idade de proteinas agregadas e mal enoveladas, que cursam com
distarbios cognitivos, disfuncdo locomotora e perda neuronal. Muitos estudos
demonstram que as doencas neurodegenerativas tém um fenétipo inflamatério
dominante, e o papel da neuroinflamacéo e ativacdo imune no SNC nos estagios
iniciais da doenca. Ndo obstante, a populacdo de macréfagos residentes no SNC, a
microglia, € a uma classe de células que esta presente de forma ativa em quase todos
os disturbios neurodegenerativos. Além da microglia, astrocitos ativados e monécitos
ou linfocitos periféricos podem ser detectados no SNC afetado (DOTY et al., 2015)

Vérios estressores fisiologicos e celulares, incluindo o envelhecimento e a
hipdxia, podem "estimular" a exacerbacéo da neuroinflamacéo pela microglia e incitar
o dano neurotoéxico (PIIRAINEN et al., 2017). Embora a ativacao de células microgliais
seja uma resposta importante contra praticamente todos os insultos do SNC, a
ativacdo cronica da microglia, como ocorre em praticamente todas as doengas
neurodegenerativas, poderia eventualmente levar a lesfes neuronais devido a
producado persistente de mediadores inflamatorios toxicos como citocinas, espécies
reativas de oxigénio (EROs) e 6xido nitrico (NO) (VAN HORSSEN et al., 2017).

A doenca de Alzheimer (DA), a mais frequente desordem neurodegenerativa
no mundo, é caracterizada pelo acumulo de proteina B-amiléide (AB) no parénquima

cerebral, formacdo de emaranhados neurofibrilares, ativagdo glial e consequente
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producdo de mediadores inflamatérios como NO e citocinas pro-inflamatérias como
interleucina 1B (IL-1PB), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), que
eventualmente contribuem para toxicidade neuronal (SUTINEN et al., 2012; ZOTOVA
et al., 2013). Apesar dos medicamentos comercializados auxiliarem na melhoria da
qualidade de vida dos pacientes, ainda n&o existe um tratamento efetivo que atue de
forma a retardar a progressao da doenca (COLOVIC et al., 2013)

Os flavonoides, compostos derivados do metabolismo secundario das plantas,
estdo amplamente distribuidos no reino vegetal (AGATI et al., 2011). Vérios efeitos
biolégicos sao atribuidos a este grupo de substancias, bem como atividades
antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais e anti-inflamatorias (COELHO, P. L. C. et
al., 2016; HUANG et al., 2017; KIM et al., 2017; SROKA et al., 2015)

A apigenina (4,5,7 — trihidroxiflavona) € um flavonoide da classe das flavonas
(PATEL et al., 2007). Dentre as suas atividades biolégicas, encontram-se atividades
antioxidante (HAN et al., 2012), antitumoral (COELHO, P. L. et al., 2016),
proestrogénica (SOUZA et al.,, 2015), anti-inflamatoria (LEE et al., 2015) e
neuroprotetora (BALEZ et al., 2016).

Neste contexto, a apigenina, por apresentar propriedades neuroprotetoras,
anti-inflamatorias, antioxidantes, antiapGptoticas e imunomoduladoras, pode ser uma
alternativa como agente terapéutico para processos oxidativos e inflamatérios do
SNC, em especial os envolvidos na DA. Embora estudos in vivo tenham sido
desenvolvidos, o papel da apigenina no modelo in vitro de neuroinflamacao induzida
por IL1B3, correlacionando com a DA, ainda n&o esta bem estabelecido. Por isso a
investigacdo de possiveis farmacos neuroprotetores cujo mecanismo de acao baseie-
se em atividades anti-inflamatérias, antioxidantes, antiapdptoticas e
imunomoduladoras constituem-se provavelmente como importantes estratégias
objetivando-se o estabelecimento de terapéuticas para processos neurodegenerativos
como a DA. Assim, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o
efeito neuroprotetor e anti-inflamatério da apigenina frente a diferentes estimulos

inflamatorios em co-cultura de neurdnios e células gliais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CELULAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC) ENVOLVIDAS NA
NEUROINFLAMACAO .

As interacbes entre neurdnios e ceélulas gliais sdo essenciais para 0
desenvolvimento do sistema nervoso. Elas contribuem para a formacéo e funcéo da
Barreira Hematoencefalica (BHE), proliferacdo e migracao neuronal, diferenciacéo
celular, orientacdo axonal, formacdo e adaptacdo de redes neurais. Baseado na
morfologia, funcéo e localizacdo no sistema nervoso central (SNC), existem varios
tipos de células gliais, como os astrocitos, células NG2, oligodendrdécitos e microglias
(ALLEN & BARRES, 2009; BANERJEE & BHAT, 2007; NADKARNI et al., 2008).

Os astrocitos, assim denominados pela morfologia estrelada, sdo responsaveis
pela homeostasia do SNC, através da manutencdo dos niveis ibnicos do meio
extracelular e pela regulacdo do metabolismo do neurotransmissor excitatorio
glutamato (SCHOUSBOE et al., 2014). S&o responsaveis pela detoxificacdo cerebral
dependente de glutationa (DRINGEN et al., 2015) e pela nutricao, por absorver glicose
dos vasos sanguineos e fornecer metabdlitos energéticos para 0s neurdnios
(SOFRONIEW & VINTERS, 2010). Ademais, sdo integrantes das sinapses tripartites,
capazes de modular as atividades neuronais (COMBES et al., 2012; GOMES et al.,
2013). Embora os astrocitos possuam papel protetor no SNC, um outro fenétipo é
comumente encontrado nas desordens neurodegenerativas, o qual € caracterizado
pela proliferacdo, aumento em numero e tamanho dos prolongamentos que se
estendem a partir do soma, aumento da expressdo da proteina glial fibrilar acida
(GFAP) e producédo de mediadores proinflamatorios como TNF-a, IL-13 e espécies
reativas, estado denominado astrogliose reativa (SOFRONIEW & VINTERS, 2010).

As células NG2, assim nomeadas por expressarem o proteoglicano NG2,
caracterizam-se por serem progenitoras de oligodendrécitos (BUTT et al., 1997; HALL
et al., 1996; NISHIYAMA et al., 1999). Os oligodendrécitos sao responsaveis pela
formacado da bainha de mielina dos ax6nios neuronais, possibilitando maior eficiéncia
e rapidez na condugdo do impulso nervoso (BRADL & LASSMANN, 2010;
FUNFSCHILLING et al., 2012; SIMONS & NAVE, 2015).
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As microglias representam as células imunoefetoras do SNC, as quais
possuem atividades semelhantes as dos macro6fagos em outros érgaos, incluindo a
apresentacao de antigenos, fagocitose e inducéo a inflamacéo, constituindo, dessa
maneira, a primeira linha de defesa contra agentes infecciosos e danos no SNC
(ALOISI, 2001). Essas células podem suprimir a inflamacéo através do aumento da
expressao de citocinas regulatérias como interleucina 10 (IL10) e fator de crescimento
transformador B (TGF-), além de contribuir para neurogénese, através da producéo
de fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), capaz de inibir a apoptose e
aumentar a proliferacdo e diferenciacdo de células tronco neurais (ALOISI, 2001; DE
LUCIA et al., 2016; NAYAK et al., 2014; THORED et al., 2009; TSUNEKAWA et al.,
2017; VILHARDT, 2005; WAKE et al., 2011) (Figura 1).
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Figura 1: Interag6es neurdnio-glia.

Diferentes tipos de células gliais interagem com neurfnios e vasos sanguineos adjacentes. Os
astrécitos estendem processos que envolvem 0s vasos sanguineos e as sinapses, sendo responsaveis
pela formacdo da BHE e detoxificacdo do excedente de neurotransmissores acumulados nas fendas
sindpticas. Os oligodendrécitos sédo responséaveis pela producdo de mielina, envolvem os axénios do
SNC a fim de acelerar a conducdo do impulso nervoso. As microglias atuam como células
imunoefetoras do SNC e contribuem para a sobrevivéncia neuronal.

Fonte: Adaptado de ALLEN & BARRES (2009).

O perfil de ativacdo microglial é usualmente classificado em perfil M1 (pro-
inflamatorio), caracterizado pelo aumento da expressdo do marcador CD68
(glicoproteina transmembranar lisossomal) (BOCHE et al., 2013), producdo de
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mediadores proinflamatérios como IL-13, IL-6, TNF-a, EROs, NO, proteina
quimiotéatica de mondcitos 1 (CCL2/MCP1) (NAKAGAWA & CHIBA, 2015). Entretanto,
no perfil de ativacdo alternativa M2 (anti-inflamatério/neuroprotetor) ha aumento da
expressdo do marcador CD206 (receptor de reconhecimento de padréao: receptor
manose 1 lectina tipo C), produgcdo de citocinas regulatorias, expressao do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e IGF-1 (NAKAGAWA & CHIBA, 2015). Além
disso, ha aumento da expressdo da enzima arginase-1. Sabe-se que os produtos
gerados do metabolismo da arginina, contribuem para o reparo tecidual. Ademais, a
arginase-1 compete com a enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) pelo mesmo
substrato, levando a supress&o de NO (TANG & LE, 2016). E importante salientar que
o desequilibro entre os perfis M1/M2, tem um papel crucial na inflamacdo no SNC
(CHEN et al., 2017; NAKAGAWA & CHIBA, 2015; SHAN et al., 2017; SONG et al.,
2017) (Figura 2).

A reatividade microglial é marcada pelo aumento do corpo celular,
espessamento e retracdo dos processos citoplasmaticos, aumento da expressao da
proteina adaptadora da ligacdo de calcio ionizado 1 (Iba-1), bem como aumento
expressdo de citocinas pro-inflamatorias como interleucina la (IL-1a), interferon y
(IFNy) e TNFa (SZNEJDER-PACHOLEK et al., 2017).

Embora a glia reativa possa desempenhar um papel protetor no SNC, a
ativacdo sustentada exacerba o dano neuronal e acelera a progressao de doencas
neurodegenerativas (ANSARI & SCHEFF, 2010; DIAS et al., 2013; KEMPURAJ et al.,
2016; PARPURA et al., 2012).
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Figura 2: Polarizagdo do perfil microglial M1/M2 e func¢des imunoregulatérias.

Na presenca de estimulo inflamatério (IFNy), as microglias polarizam para o perfil M1 e liberam
mediadores proinflamatérios como IL-1B, IL-6, TNF-a, CCL2, espécies reativas e NO, responsaveis
pelo dano neuronal. Em contraste, na presenca de citocinas regulatorias, a exemplo interleucina 4 (IL-
4), polarizam para o perfil de ativacdo alternativa (M2) que regula negativamente as funcfes M1 através
de citocinas regulatérias como IL-10. Ademais, a microglia com perfil M2 marcada pelo aumento da
expressdo de CD206 e Arginase 1, é capaz de remodelar o tecido através da producédo de fatores
neurotréficos IGF-1 e BDNF.

Fonte: Adaptado, NAKAGAWA & CHIBA, (2015).

2.2 DOENCA DE ALZHEIMER

O envelhecimento progressivo da populacdo mundial em decorréncia da
melhoria na qualidade de vida tem causado um aumento da incidéncia e prevaléncia
de doengas neurodegenerativas, sendo a doenca de Alzheimer (DA) o subtipo de
deméncia mais comum. Atualmente, estima-se haver cerca de 35,5 milhdes de
pessoas com deméncia no mundo e este numero praticamente ira dobrar a cada 20
anos, chegando a 65,7 milhdes em 2030 e a 115,4 milhdes em 2050, segundo dados
do relatério da Organizagcdo Mundial da Saude (2012).
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A doenca foi originalmente descrita em 1906 por Alois Alzheimer, um
neuropatologista aleméao que, ao acompanhar um quadro de deméncia da paciente
August Deter, que faleceu com danos cognitivos severos, observou, durante a
autopsia, atrofia do cértex com alargamento dos sulcos, alteracdes histopatolégicas
como a presenga de placas amiloides no parénquima cerebral, emaranhados
neurofibrilares e anomalias vasculares, que caracterizaram a doenca conhecida até
entdo como pré-senil (SANABRIA-CASTRO et al.,, 2017; SHAMPO et al., 2013;
WILLIAMS et al., 2011).

A DA é desordem neurodegenerativa progressiva caracterizada por sintomas
cognitivos e ndo cognitivos, que estao associados a atrofia cerebral. S4o comumente
encontrados como principais aspectos clinicos, alteracdes das funcdes cognitivas,
como a deficiéncia da memodria recente, dificuldade de atencédo e deficiéncia na
linguagem. Além disso, s&o observados distarbios comportamentais como depressao,
agressividade e alucinagdes (SERENIKI & VITAL, 2008).

Em 1985, como consequéncia de estudos realizados por pesquisadores no
intuito de caracterizar os constituintes das lesdes na DA, (MASTERS et al., 1985)
identificaram a proteina 3-amiloide (AB), isolada anteriormente a partir de depdsitos
ao redor de vasos sanguineos meningeais de cérebro de paciente com sindrome de
Down (GLENNER & WONG, 1984). Posteriormente, foi descoberto o gene que
codificava esta proteina, demonstrando que esse peptideo é derivado de uma proteina
integral de membrana chamada de precursora amiloide (PPA), codificada no
cromossomo 21 humano (DA ROCHA et al., 2011).

Os fatores genéticos estdo correlacionados a instalacdo e progressédo da DA,
0s quais incluem mutacdes na PPA e na presenilina 1 e 2 (proteinas transmembrana
que constituem a subunidade catalitica do complexo y-secretase) (LANOISELEE et
al., 2017; WEGGEN & BEHER, 2012). Essa enfermidade também esta associada a
reducdo dos niveis de acetilcolina no processo sinaptico, que culmina com a
diminuicdo da neurotransmissao colinérgica cortical (VIEGAS JUNIOR et al., 2004).
As sinapses colinérgicas sado particularmente afetadas pela neurotoxicidade dos
oligbmeros AP, assim a perda sinaptica esta associada com o comprometimento
cognitivo (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016). Recentemente demonstraram em modelo
experimental de DA utilizando camundongos transgénicos (Tg2576) que

superexpressam PPA humana mutada, disfuncdo do sistema dopaminérgico.



26

Sugerindo que a perda de neurdnios dopaminérgicos também contribui para os déficits
de memoria (NOBILI et al., 2017).

Histopatologicamente, a DA é caracterizada pela perda sinaptica e morte
neuronal na regido do cortex cerebral, hipocampo, cértex entorrinal e no estriado
ventral, regides responsaveis pelas fung¢des cognitivas (SELKOE, 2001). Sua
fisiopatologia est4 associada a atrofia do cortex cerebral com acumulo de peptideo
AB, que é derivado da clivagem proteolitica anormal da PPA, uma glicoproteina
transmembra encontrada em quase todas as células de mamiferos, inclusive presente
em concentracao elevada nos neurdnios e parece estar envolvida na sinaptogénese,
neuritogénese, na regulacéo da adesao, migragao e sinalizacao neuronal (GRALLE &
FERREIRA, 2007).

O processamento amiloidogénico da PPA é evento chave na patogénese da
DA, que se inicia com a clivagem da PPA pela enzima (-secretase, sendo entao
formado um fragmento soluvel (sPPAB) e outro fragmento de 99 aminoéacidos C
terminal que fica retido na membrana (C-99). Posteriormente, 0 complexo enziméatico
y-secretase cliva o peptideo C99 originando o peptideo AB na porgao extracelular da
membrana (ZHANG et al., 2012). No entanto, apesar da clivagem do AB ser um
processo normal, em alguns individuos essa condicdo fisiolégica parece estar
modificada. Assim, uma vez liberado no meio extracelular, o ApB tende a agregar de
forma patolégica. O tamanho desses agregados pode variar desde oligbmeros
soluveis até fibras insoltveis (SNYDER et al., 1994).

Apesar das analises histopatoldgicas post-mortem de individuos portadores da
DA revelarem acumulo de placas amiloides (SABRI et al., 2015), o declinio cognitivo
de pacientes correlaciona-se melhor com os niveis de oligbmeros AB no liquido
cefalorraquidiano (SANTOS et al., 2012). Essa observacdo neuropatolégica apoia a
no¢cdo de que os oligdmeros sdo neurotdxicos mesmo na auséncia de placas
amiloides, aléem de serem responsaveis pela disfuncdo sinaptica observada na DA
(LOURENCO et al., 2013; MUCKE et al., 2000). Ademais, a disfuncéo sinaptica e a
morte neuronal parecem estar relacionadas a superestimulagdo de receptores
excitatorios de N-metil-D-aspartato (NMDA) pelos oligdmeros AB, com o aumento do
influxo de calcio citoplasmatico que por sua vez desencadeia a ativacdo de vias
associadas a hiperfosforilagdo da proteina tau, ativacdo de caspases, disfuncdo

mitocondrial e estresse oxidativo (TU et al., 2014).
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Outras caracteristicas patoldgicas sdo observadas na DA, como emaranhados
neurofibrilares que sdo constituidos por filamentos de proteina tau hiperfosforilada,
nesta condicdo apresentam mudancas conformacionais e perdem a funcao fisiologica
de estabilizacdo dos microtdbulos. A agregacdo patologicada proteina tau
hiperfosforilada no interior dos neurdnios leva a desorganizacao do citoesqueleto e
alteracdes no transporte axonal, que afeta inclusive o transporte de mitocondrias para
as extremidades axonais, evento responsavel pela degeneracao distal em funcéo da
diminuicdo do metabolismo (KOLAROVA et al., 2012). Além das caracteristicas
previamente citadas, existem evidéncias de que a ativagéo glial e a neuroinflamacéao
sao fatores comuns na patogénese dessa desordem (YIN et al., 2017; ZOTOVA et al.,
2013).

2.2.1 Neuroinflamacéao e resposta glial

A neuroinflamac¢éo no SNC aparece como um evento central na fisiopatologia
da DA. Recentemente Zhu e colaboradores (2017) evidenciaram em modelo de DA
utilizando camundongos duplo trangénico para doenca de Alzheimer (2xTg-DA), a
relacdo direta entre o processo neuroinflamatério e o declinio cognitivo. Os mesmos
autores observaram a presenca de microglias ativadas no cortex e hipocampo desses
animais e revelaram que essas células estavam intimamente associadas com as
placas amildides, sugerindo que a ativagdo microglial € um evento inicial em resposta
ao AB.

A neurotoxicidade induzida pelos oligdmeros de AR esta associada a ativagao
microglial sustentada, que culmina com o aumento da producdo de mediadores
proinflamatérios como o NO (MAEZAWA et al., 2011). Em andlises do plasma de
pacientes com DA foi observado elevados niveis de citocinas como IL-6, TNF-a, IL-13
e interleucina 18 (IL-18), evidenciando que a DA é acompanhada por uma resposta
inflamatoéria (SWARDFAGER et al., 2010). Em outro estudo utilizando linhagem de
microglia BV2, pré-tratadas com TGF-B1 e posteriormente expostas ao AB25-35, foi
demonstrado que o TGF-B1 reduziu a quimiotaxia de microgliais para areas com
agregados de AB e que esse efeito envolve, pelo menos em parte a baixa regulagao
da CCL5 (HUANG et al., 2010) (Figura 3).
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O mecanismo pelo qual o AB soluvel inicia a resposta inflamatéria mediada pela
microglia, requer a ativacéo de inflamassoma NLRP3 (familia NLR, contendo dominio
pirina 3) (HALLE et al., 2008). De inicio, a endocitose do AB via receptor
scavenger classe B (CD36) pela microglia (GUILLOT-SESTIER & TOWN, 2013;
SHEEDY et al., 2013) provoca danos a membrana lisossomal e extravasamento da
protease catepsina B para o citosol. Os produtos gerados pela atividade proteolitica
da catepsina B podem ativar o complexo multiprotéico NLRP3, formado pelo receptor
semelhante a NOD (NLR), pela proteina adaptadora associada a apoptose (ASC) e
pela enzima efetora procaspase-1. O NLR € uma classe de receptor de
reconhecimento de padrao citosélico que responde a padrées moleculares associados
a patdgenos (PAMPSs) e padrbes moleculares associados ao dano (DAMPS). Quando
esse receptor € estimulado, forma o complexo NLRP3 através da combinacdo com
proteina ASC e isto estimula a autoclivagem da procaspase-1 na sua forma ativa,
caspase-1. Posteriormente, a caspase-1 converte a pro-IL-1B inativa na sua forma
ativa, IL-1B. A produgéo de pro-IL-1B requer a ativagdo da via NF-kB (fator nuclear
kB) mediada pelos receptores semelhante a Toll (TLR4/TLR6), vias importantes na
propagacéao da resposta inflamatéria (WALTER et al., 2007; ZHOU et al., 2016).

A endocitose do AP desencadeia a sinalizacdo do complexo heterotrimérico
CD36/TLR4/TLR6 em microglia, que resulta na transcricdo da pro-IL1B, ativacédo de
inflamassoma e secrecao de IL-1B3, NO e EROs, mediadores inflamatdrios implicados
nos efeitos neurotéxicos na DA (SHEEDY et al., 2013; STEWART et al., 2010).
Ademias, o papel fundamental da inflamacdo mediada por NLRP3 e caspase-1 no
declinico cognitivo e progressao da DA foi descrito por Heneka e colaboradores
(2013), que utilizaram como modelo experimental camundongos 2xTg-DA com
bloqueio da expresséo dos genes NLRP3 ou caspase 1. Esses autores demonstraram
gue a delecao desses genes conferiu protecdo contra os deficits de memaria espacial
e perda da plasticidade sinaptica no hipocampo. Além disso, observaram modulagéo
do perfil microglial, do fenotipo M1 para M2, reducao da ativacdo de caspase-1 e da
producado de IL1B, demonstrando o mecanismo molecular comum subjacente a
ativacdo da microglia e disfuncéo neuronal na DA.

Entre as citocinas inflamatérias associadas a DA, a IL-13 tem sido implicada
em desempenhar importante papel na progresséo da DA. Kitazawa e colaboradores
(2011) observaram em camundongos triplo trangénico para doenca de Alzheimer

(3xTg-DA) que receberam anticorpo bloqueador do receptor de IL-1B via
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intraperitoneal, reducéo da ativacdo de NF-xB. Além disso, o bloqueio da sinalizacéao
de IL-18 foi capaz de reduzir espécies de AP fibrilar e oligomérica no cérebro desses
animais, reduzir os niveis de IL-1B e TNFa e restaurar o déficits cognitivos. Os mesmo
autores demonstraram que o bloqueio da sinalizacdo de IL-18 em astrocitos de
camundongos 3xTg-AD suprimiu significativamente a produgao de S100p (protéina de
ligagéo ao calcio B). Estudo anterior, revelou em modelo experimental de DA utilizando
camundongos transgénicos Tg2567, que a superexpressédo da S1003 nesses animais
favoreceu a progressdo da DA, por induzir reatividade glial e producéo citocinas
proinflamatdrias, além de exacerbar a amiloidose cerebral por promover o aumento
da clivagem de PPA como consequéncia do aumento da atividade da enzima [3-
secretase (MORI et al., 2010).

O processo neuroinflamatoério na DA é caracterizado também pela ativacdo de
astrocitos, segundo Carrero e colaboradores (2012) a injecdo de formas oligoméricas
de AB no cértex de ratos foi capaz de induzir ativagao significativa de astrocitos,
demonstrada pela ativacao de NF-kB e expressado de mediadores inflamat6rios como
TNF-a, Ciclooxigenase-2 (COX-2) e IL-1B (Figura 3). Ademais, levando em
consideracdo que a excitotoxicidade por glutamato esta envolvida na patogénese da
DA, Matos e colaboradores (2008) demonstraram que o AB1-40 foi capaz de diminuir
a expressao e atividade do transportador de glutamato/aspartato (GLAST) e diminuir
a captacdo de glutamato mediada pelo transportador de glutamato 1 (GLT-1) em
cultura de astrocitos.

Em geral, estes eventos desencadeiam um ciclo vicioso que leva a
neurodegeneracdo mediada por ativacdo glial e subsequente producdo de
mediadores proinflamatérios.
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Figura 3: O processo neuroinflamatorio.

Ao detectar sinais de injaria/AB, as microglias e os astrécitos sdo ativados, apresentam alteracdes
morfolégicas e secretam mediadores pré-inflamatdrios. Assim, a exposi¢cao constante da glia ao AB e
a producéo exacerbada de mediadores inflamatoérios, levam a um processo neuroinflamatorio crénico

que eventualmente desencadeia a morte neuronal.

2.2.2 Principais abordagens terapéuticas

Atualmente o tratamento farmacologico preconizado para a DA é realizado
principalmente através do uso de anticolinesterasicos. Esses farmacos promovem
aumento da neurotransmissao colinérgica, através do aumento dos niveis de
acetilcolina (MOTA et al.,, 2012). Muitos estudos clinicos comprovam os efeitos
benéficos dos inibidores da acetilcolinesterase (AChE) na cognicdo e no
comportamento (MASSOUD & LEGER, 2011; WALLIN et al., 2011). Entretanto, os
agentes anticolinesterasicos comumente usados (tacrina, donepezila, galantamina e

rivastigmina) (COLOVIC et al., 2013) possuem limitagdes devido a meia-vida curta e
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aos efeitos indesejaveis. Os mais comuns incluem problemas gastrointestinais, como
nauseas, vomitos e hepatotoxicidade (MOTA et al., 2012). Dentre os efeitos adversos
secundarios menos frequentes, destacam-se a bradicardia, cédibras musculares,
diminuicao do apetite e perda de peso, assim como o aumento da producéo de acido
gastrico (GUPTA et al., 2011).

Tendo em vista o limitado arsenal de farmacos inibidores da AChE e a auséncia
de um tratamento que seja eficaz em retardar a progressao da doenca, torna-se um
desafio a busca por novas abordagens terapéuticas. Neste sentido, diversas
substancias tém sido estudadas visando o tratamento da DA, dentre elas estdo os
compostos flavonoides.

2.3 FLAVONOIDES E O SNC

Os flavonoides formam uma classe de compostos polifendlicos derivados de
plantas. Sdo encontrados em frutas, sementes, graos, vegetais, flores, vinhos e chas,
sendo entdo incluidos de maneira significativa na dieta humana. Sdo metabdlitos
secundarios sintetizados em resposta ao estresse como, infeccées microbianas e
radiacdo ultravioleta. Ademais, sdo essenciais para o crescimento e reproducao das
plantas, além de combater o estresse oxidativo (AGATI et al., 2011; WINKEL-
SHIRLEY, 2002).

Estas substancias séo tipicamente classificadas em oito subgrupos: flavonas,
flavonois, flavanonas, flavanois, antocianidinas, isoflavonas, chalconas e flavanonois
(DE VILLIERS et al., 2016). A estrutura basica dos flavonoides consiste em trés anéis,
dos quais dois sdo anéis aromaticos ligados através de um anel heterociclico
oxigenado (Figura 4). A presenca ou auséncia de insaturacdo do anel heterociclico
central, o grau de metilacdo e glicosilagéo caracterizam diferentes flavonoides numa
mesma classe (HAVSTEEN, 2002).

O grau de metilacdo e glicosilacdo sdo caracteristicas que influenciam na
solubilidade dos flavonoides. Além disso, a variagdo no numero e posicao de
grupamentos hidroxila medeiam o efeito antioxidante através do aprisionamento de
espécies reativas (KUMAR & PANDEY, 2013).
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Geralmente os flavonoides sdo encontrados na forma glicosilada sendo
necesséria a hidrolise por enzimas intestinais ou pela microbiota do colén para serem
absorvidos. Uma vez absorvidos, a maioria dos compostos € biotransformado no
figado, onde séo produzidos metabolitos ativos que séo transportados para as células
e tecidos alvo (D'ARCHIVIO et al., 2010; MULLEN et al., 2006; THILAKARATHNA &
RUPASINGHE, 2013). As concentracdes plasméticas atingidas ap6s o consumo de
flavonoides variam a depender da sua estrutura e fonte alimentar. Como exemplo,
Graefe e colaboradores (2001), detectaram concentracfes de quercetina no plasma
humano entre 0,3-1,6 pg/mL apdés o consumo de 100-200 mg equivalente
administrado na forma de cebolas, chas ou refeicdes ricas em diversos produtos
vegetais. A biodisponibilidade desses compostos também tende a variar a depender
da natureza do flavonoide, podendo ser influenciada por alguns fatores, como o peso
molecular (SCALBERT et al., 2002), glicosilagcdo (HOLLMAN et al., 1997) e a interacao
com a microbiota do célon (DEL RIO et al., 2010).

Existem diferentes graus de permeabilidade dos flavonoides frente a barreira
hematoencefalica (BHE) a depender do seu arranjo estrutural, o que estimula
investigacdes sobre o seu potencial terapéutico em patologias do SNC (YOUDIM et
al.,, 2004). Estudos in vitro utilizando culturas de células similares a BHE
demonstraram a capacidade de alguns flavonoides e seus metabdlitos atravessarem
a barreira levando em consideracdo a citotoxicidade e a lipofilicidade desses
compostos como fatores determinantes para o transporte transmembranar (YANG et
al., 2014; YOUDIM et al.,, 2003;). Como exemplo, estudo realizado por Ferri e
colaboradores (2015) demonstrou que a associacdo dos flavonoides quercetina e
rutina com a-tocoferol foi capaz de favorecer o transporte dos flavonoides através da
BHE de ratos.

Os flavonoides atuam interferindo em diversos processos intracelulares, como
a ativacado de enzimas antioxidantes (MAGALINGAM et al., 2013), supressao de
peroxidacdo lipidica (SCHINELLA et al., 2010) inibichio de mediadores
proinflamatérios e proapoptoticos (RAZA et al., 2013; ZHANG et al., 2011). Assim,
diversas atividades biolégicas séo atribuidas a essa classe de polifendis, tais como
atividade antioxidante (SROKA et al., 2015), anti-inflamatéria (HUANG et al., 2017),
antitumoral (COELHO, P. L. C. et al.,, 2016), neuroprotetora (KIM et al., 2017) e
antiviral (LANI et al., 2016), o que |lhe confere significativa importancia farmacolégica.
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Estudos j& demonstraram atividade neuroprotetora dos flavonoides contra
diversos insultos neuronais, como acidente vascular cerebral isquémico e
neurotoxicidade induzida por glutamato (JEONG et al., 2014; SINGH & CHOPRA,
2014). Segundo Leem e colaboradores (2014) em um modelo de doenca de Parkinson
utilizando a neurotoxina 1-metil-4-fenilpiridio (MPP +) em ratos, o flavonoide Naringina
(8 ou 80 mg/kg; via intraperitoneal) foi capaz de proteger neurdnios dopaminérgicos,
através da inibicdo da ativacdo microglial e pelo aumento dos niveis do fator
neurotréfico derivado de glia (GDNF) nesses neurdnios. Além disso, Sabogal-
Guaqueta e colaboradores (2015) em uma avaliagdo das propriedades
neuroprotetoras do flavonoide quercetina (25 mg/kg; via intraperitoneal) utilizando
camundongos transgénicos (3xTg-AD), demonstraram que o tratamento com o
flavonoide foi capaz de reverter as caracteristicas histopatologicas da DA, melhorar a
funcdo cognitiva e as alterages comportamentais desses animais.

A atividade anti-inflamatéria dos flavonoides esta relacionada a modulagéo de
células envolvidas na inflamacdo, como por exemplo, inibindo a proliferacdo dos
linfécitos T, bem como, a producdo de citocinas pré-inflamatorias ou mesmo
modulando a atividade das enzimas da via do acido araquidénico (LOPEZ-POSADAS
et al., 2008; RIBEIRO et al., 2015; SHEN et al., 2015). Em estudo realizado por Wang
e colaboradores (2012), em linhagem de células microgliais BV-2 expostas ao
peptideo AR, o flavonoide rutina (32 mM) foi capaz de reduzir significativamente os
niveis de citocinas que desempenham papel chave na neuroinflamacéo, como TNF-a
e IL-1PB.

Existem consideraveis evidéncias que suportam a no¢ao de que a geragao de
radicais livres pode agir como um catalisador para o desenvolvimento de
neuropatologias (GOLDEN et al., 2002). Segundo estudo realizado por Choi, S. M. e
colaboradores (2014), em cultura priméaria de neurénios corticais de camundongo, cuja
morte neuronal foi induzida por peptideo AB, dentre os dez flavonoides avaliados a
epicatequina e a epigalocatequina galato, apresentaram atividade antioxidante contra
o radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), inibindo inclusive a morte dos

neurdnios.
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Figura 4: Estrutura quimica bésica dos flavonoides.
Fonte: KUMAR & PANDEY, (2013).

2.3.1 Apigenina

A apigenina, classificada pela IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada) como 4,5,7-trihidroxiflavona, € um flavonoide pertencente a classe das
flavonas (figura 5). Encontrado em abundéncia nas frutas como a laranja, na
camomila, aipo, salsa, vinho tinto, cebola e principalmente na Passiflora, ou flor do
maracuja (MCKAY & BLUMBERG, 2006; ZHOU et al., 2009). Apresenta baixo peso
molecular (270,24 kD), solubilidade eficaz em dimetilsulfoxido (DMSO) (PATEL et al.,
2007) e capacidade de atravessar a BHE (POPOVIC et al., 2014).

Diferentes estudos ja demonstraram atividade ansiolitica e sedativa do extrato
de Passiflora, o qual contém altas concentracfes de apigenina (DENG et al., 2010;
DHAWAN et al., 2001; KLEIN et al., 2014). Segundo Gazola e colaboradores (2015)
em um estudo realizado em camundongos, a apigenina (0,6 mg/kg; via oral)
desempenhou um papel importante no efeito sedativo do extrato, sugerindo um
potencial envolvimento dos receptores do acido gama-aminobutirico do tipo A
(GABAA) na mediacdo do efeito. Ainda, a Passiflora tem sido vista como uma
alternativa ao uso de drogas psicotrépicas, como 0s benzodiazepinicos, visto que
pacientes com distarbios do sono e ansiedade apresentaram reducdo do grau de

ansiedade e melhora significativa do disturbio do sono (VILLET et al., 2016).
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Esta flavona também apresenta outras atividades biolégicas, como antioxidante
(HAN et al., 2012), antitumoral (COELHO, P. L. et al., 2016), anti-inflamatéria (LEE et
al., 2015), neuroprotetora (BALEZ et al., 2016) e préestrogénica (SOUZA et al., 2015).
Ja foi demonstrado que o estrégeno é capaz de afetar a diferenciacdo e maturacéo
dos neurbnios (SRIVASTAVA et al., 2013; ZAND et al., 2000). E, segundo Souza e
colaboradores (2015), a apigenina (10 uM) foi capaz de induzir sinaptogénese e
diferenciacdo das células-tronco pluripotentes humanas em neurdnios, através da
ativacdo de receptores de estrégeno. Zhang, F. e colaboradores (2014), revelaram
que o tratamento com apigenina (10 e 20 mg/kg; via intraperitoneal) recuperou a
funcdo neuronal apés lesdo medular em ratos, este efeito neuroprotetor esta em parte
associado com as propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antiapoptéticas da
apigenina. Assim, foi demonstrado o aumento da atividade das enzimas superoxido
dismutase e glutationa peroxidase, reducdo da expressao de caspase-3 e dos niveis
séricos de IL-13 e TNF-a.

Em um modelo de DA utilizando camundongos transgénicos (2xTg-DA), Zhao
e colaboradores (2013) demonstraram que a apigenina (40 mg/kg; via oral) foi capaz
de restabelecer os déficits de aprendizagem e melhorar a fungao cognitiva através da
inibicdo do processo -amiloidogénico e do aumento dos niveis de BDNF,
demonstrando seu potencial neurotréfico. Adicionalmente Liu e colaboradores (2011),
observaram melhora na aprendizagem espacial e memadria, com aumento do nivel
cortical de BDNF, protecdo neurovascular, inibicdo da acetilcolinesterase e elevacgéo
do nivel de acetilcolina em camundongos com amnésia induzida por AR apoés
administragao oral de apigenina (10-20 mg/kg).

A propriedade anti-inflamatéria da apigenina deve-se também a sua
capacidade de inibir a producéo e expressao de importantes mediadores inflamatérios
como NO, COX-2 e iINOS (CHOI, J. S. et al.,, 2014). Como descrito por Balez e
colaboradores (2016) em estudo realizado em neurénios derivados de células-tronco
pluripotentes induzidas geradas a partir de pacientes com DA, a apigenina (50 uM) foi
capaz de proteger contra a retracdo neuritica mediada por inflamacéo, através da
reducao da liberagcéo de NO.

Segundo Zhang, X. e colaboradores (2014) a apigenina (25 pM) também inibiu
a producéo de citocinas pro—inflamatoérias e quimiocinas como IL-6, IL-1B3, TNF-a e
CCL5 em macréfagos ativados por lipopolissacarideo (LPS, componente principal da

parede celular das bactérias gram-negativas) através da modulacdo das vias de
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sinalizacao intracelular como, proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) por meio
da supressao da fosforilacdo da quinase ERK1/2 e bloqueio da ativacdo de NF-«kB em
linhagem derivada de células de rim embrionério humano (HEK 239), previamente
tratadas com IL-1B e TNF-a. Os mesmos autores revelaram que a apigenina inibiu a
producdo de IL-1B através do bloqueio da ativagdo da caspase-1 e interrupcédo da
montagem do inflamassoma NLRP3.

De modo similar, porém em um estudo utilizando um modelo de les&o cerebral
seguida de hemorragia subaracndéide em ratos, a apigenina (20 mg/kg; via
intraperitoneal) suprimiu a ativacéo da via de sinalizacdo TLR4/NF-kB em neurénio,
microglia e células endoteliais, e consequentemente foi capaz de reduzir a expressao
de TNF-q, IL-6 e IL-1B, atenuando a neuroinflamacao (ZHANG et al., 2015).

Neste contexto, investigar a acdo da apigenina em modelo in vitro de alta
complexidade constitui uma estratégia para a descoberta de possiveis farmacos
neuroprotetores cujo mecanismo de acdo baseie-se em atividades anti-inflamatérias,
antioxidantes, antiapoptoticas e imunomoduladoras para processos

neurodegenerativos como a DA.
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Figura 5: Estrutura da apigenina.
Flavona com distribuicdo de hidroxilas no carbono 7 e 5 do anel A e no carbono 4 do anel B.
Fonte: SHUKLA & GUPTA, (2010).
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2.4 CO-CULTURA DE NEURONIO E GLIA COMO MODELO DE ESTUDO DAS
DESORDENS NEURODEGENERATIVAS ASSOCIADAS A PROCESSOS
NEUROINFLAMATORIOS

A despeito das pesquisas realizadas nos ultimos anos envolvendo as doencas
do SNC, as quais se concentravam no estudo dos neurbnios, e com 0 crescente
conhecimento do papel fisiolégico da glia e seu impacto sobre estas desordens, novos
modelos in vitro tornam-se necessarios para ampliar a compreensao dos mecanismos
associados ao desenvolvimento destas doengas, bem como para encontrar novas
estratégias terapéuticas (MEYER & KASPAR, 2017).

As culturas primarias de neurénios derivados do sistema nervoso central de
embrides de roedores tém sido utilizadas para estudar principios fundamentais da
biologia de neurdnios, definir mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de
doencas e encontrar novos agentes terapéuticos com potencial neuroprotetor. Os
estudos dirigidos para analisar os mecanismos envolvidos nas desordens do SNC
incluem a utlizagdo de métodos que medeiam lesGes neuronais, através da
exacerbacdo da resposta imune ou da formacédo de agregados proteicos intra ou
extracelulares (LEONG et al., 2015).

Dentre os modelos de estudo do SNC, destaca-se o sistema de cultura
conhecido como co-cultura, em que 0s neurdnios sdo mantidos sob uma monocamada
de células gliais, as quais sdo cultivadas em meio enriquecido com soro animal, para
dar suporte ao crescimento de novos neurénios (SILVA et al., 2013). Neste trabalho
foi utilizado o sistema de co-cultura usando trés importantes insultos
neuroinflamatérios, cujas abordagens anteriores no mesmo modelo nédo foram
encontradas na literatura.

A importancia do sistema de co-cultura estd fundamentada ndo sO0 na
preservacdo da funcao e interacdo entre neurdnios e células gliais, mas também na
geracdo de fenotipos neuronais que mimetizam o arcabouco tecidual em condicbes
bioldgicas similares as normais (AL-ALI et al., 2017). A glia fornece suporte trofico
para neurdnios e exerce papel ativo na regulacdo de varios aspectos da funcéo
neuronal, através da secrecdo de moléculas envolvidas na neurogénese e
sinaptogénese (SUN & BARRES, 2016).
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A sinalizag&o entre astrécitos, microglia, oligodendrdcitos e neurdnios tem sido
relatada principalmente em modelos animais experimentais, pois essas células
desempenham diversos papéis no SNC, tanto na manutencédo da homeostase, quanto
na potencializacao do efeito deletério produzido por um agente estressor (atraves da
inducdo da expressdo de citocinas, quimiocinas e mediadores inflamatdrios como
EROs e NO). Evidéncias da andlise de tecidos humanos post-mortem ou dissecados
cirurgicamente e de modelos animais de patologias do SNC indicam que as disfuncdes
astrogliais, por exemplo, contribuem para a patogénese de disturbios neurolégicos
(DOSSI et al., 2017), como exemplo a DA (ACOSTA et al., 2017)

Ademais, o cultivo de células glias na presenca de neurbnios permite estudar a
interacdo paracrina entre as células gliais e neurdnios, e realizar observacao direta da
localizac&o de proteinas estruturais, da morfologia celular e da dinamica de organelas
(YANG et al., 2017) sendo, portanto, um importante método para estudo de farmacos

com acao sobre o SNC.
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3 HIPOTESE

A apigenina protege neurénios contra dano inflamatério caracteristico da Doenca de

Alzheimer.

4 OBJETIVOS:

4.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar o potencial neuroprotetor e anti-inflamatério da apigenina em modelos in vitro

de neuroinflamacéo caracteristica da Doenca de Alzheimer.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar o potencial anti-inflamatério da apigenina e imunomodulador das
repostas astroglial e microglial em co-culturas de neurdnios e células gliais
submetidas a estimulo inflamatério por oligbmeros [ amiloide,

lipopolissacarideo de Escherichia coli e interleucina 1.

Avaliar o potencial neuroprotetor da apigenina em modelos in vitro de
neuroinflamacéo induzida por lipopolissacarideo de Escherichia coli e

interleucina 1B em co-culturas de neurdnios e células gliais.
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5 METODOLOGIA

5.1 CO-CULTURA DE NEURONIOS E CELULAS GLIAIS

As culturas foram realizadas de acordo com método ja bem estabelecido no
laboratério de neuroquimica e biologia celular (LabNq) (PITANGA et al., 2011; SILVA
et al., 2013; SILVA et al., 2017). Foram utilizados ratos Wistar neonatos (P0-2 dias)
para obtencdo de células gliais e embribes (E14-16 dias) de gestacao para obtencéo
de neurdnios. Os animais foram obtidos no Biotério da Escola de Medicina Veterinaria
e Zootecnologia da Universidade Federal da Bahia - UFBA.

Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas da Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias da Salude da UFBA
aprovados sob registro n® 0272012, compondo o projeto mais amplo intitulado “Estudo
dos mecanismos de neurotoxicidade e prospeccao farmacolégica de alvos
moleculares de derivados quimicamente ativos extraidos de plantas do estado da
Bahia em células do SNC”.

Para a obtencdo de células gliais, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo e seus hemisférios cerebrais expostos e removidos assepticamente. As
meninges e 0s vasos sanguineos foram retirados de cada cortex cirurgicamente e, em
seguida, o material foi dissociado mecanicamente e filtrado em uma membrana de
Nitex estéril de 75 mm ¢. As células dissociadas foram cultivadas em meio DMEM
HAM F12 (Gibco, 12500-039), suplementado com HEPES (3,6 g/L), glicose 50% (33
mM), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 ug/mL) e bicarbonato de sédio (2,438
g/L), 6,25 pg/mL de anfotericina B (Sigma A2942) e 10% soro fetal bovino (Gibco,
Grand Island, NY 12657). As células gliais foram semeadas em funcdo dos
experimentos a uma densidade de 3,3x10* células em placas de 96 pocos (0,33 cm?),
2,0x10% em placas de 60 mm (21,2 cm?), 7,0x10* em camaras de 8 pocos (0,7 cm?)
sobre lamina, e 2,0x10° em placas de 24 pocos (2 cm?), previamente tratadas com
poli-ornitina (50 pg/mL, Sigma P3655) e cultivadas em camara umida com 5% CO:2 a
37° C. O meio de cultura foi trocado a cada 48 h.

Apos 15 dias, de cultivo iniciou-se a segunda etapa, que consistiu em um cultivo

de neurbnio sobre a monocamada de células gliais. Foram utilizados embrides de
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ratos Wistar (E 14-16 dias). Apos eutanasia utilizando uma camara de COz, as fémeas
com quinze dias de gestacdo foram submetidas a cirurgia cesariana para retirada do
Utero gravidico. Os embriGes foram retirados do Utero e em seguida eutanasiados por
decapitacdo. Seus hemisférios cerebrais expostos e removidos assepticamente. As
meninges e 0s vasos sanguineos foram retirados de cada cortex cirurgicamente e, em
seguida, forcados a passar por uma membrana de Nitex estéril de 75mm ¢. As células
dissociadas foram suspensas em meio DMEM HAM F12 (Gibco, 12500-039),
suplementado com HEPES (3,6 g/L), glicose 50% (33 mM), penicilina (100 Ul/mL),
estreptomicina (100 pg/mL) e bicarbonato de Sdédio (2,438 g/L), 6,25 ug/mL de
anfotericina B (Sigma A2942) e 10% soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY
12657). Os neurdnios foram semeados sobre a monocamada de células gliais a uma
densidade de 16,5x10° células/cm? em placas de 96 pocos, 1,0x10% em placas de 60
mm, 3,5x10% em camaras de 8 poc¢os e 1,0x10° em placas de 24 pogos em funcgdo dos
experimentos. As co-culturas foram mantidas por mais oito dias e o meio trocado a

cada 48h. As analises foram realizadas ap0s 24 e 48 h (figura 6).

5.2 TRATAMENTOS

5.2.1 Exposicao ao lipopolissacarideo (LPS)

ApG6s o respectivo periodo de cultivo, co-culturas foram expostas a
concentracdo de 1 ug/mL de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS, Sigma
Chemical Co L2880) por um periodo de 24 h. A solucdo estoque foi previamente
diluida em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) estéril a uma
concentracdo de 1 mg/mL e mantida a -20°C. A diluicao final do LPS foi obtida no
momento do tratamento diluindo-se a solugcéo de estoque diretamente no meio de
cultura. A concentracdo e o tempo de exposi¢cdo adotados seguiram protocolos ja
estabelecidos (MORAES et al., 2015).
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5.2.2 Exposicéao a interleucina 1B (IL1B)

Apés o0 respectivo periodo de cultivo, as co-culturas foram expostas
diretamente a concentracdo de 10 ng/mL de interleucina-1p recombinante (IL13, R&D
Systems 501-RL-010), por um periodo de 24 h. A solugéo estoque foi previamente
diluida em PBS estéril a uma concentracdo de 10.000 ng/mL e mantida a -20°C. A
diluicao final da citocina foi obtida no momento do tratamento diluindo-se a solucéo de
estoque diretamente no meio de cultura. A concentracdo e o tempo de exposicao
adotadas seguiram protocolos ja estabelecidos (RADESATER et al., 2003)

5.2.3 Solubilizagao e preparo de oligomeros do peptideo B-amiléide

A solubilizacdo do peptideo B-amildide a partir peptideo ABR1-42 sintético
(American Peptide) foi realizada no Grupo de Neuroenergética e Neuroprotecdo da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) conforme protocolo ja
estabelecido (DE FELICE et al., 2008; LOURENCO et al., 2013). O peptideo AR1-42
foi solubilizado a 1 mM em 1,1,1,3,3,3 hexafluoro-2-propanol (HFIP; Merck) gelado e
a solucao limpida e incolor resultante foi incubada a temperatura ambiente por 60 min.
A solucao foi entdo colocada em gelo por 10 min e aliquotada em fluxo laminar, em
microtubos. Os microtubos foram deixados abertos na capela de fluxo laminar durante
12 h para evaporacdo do HFIP. A eliminacdo completa do HFIP foi feita por
centrifugacdo em SpeedVac® por 10 min. As aliquotas contendo os filmes de Ap
foram estocadas a -20 °C para utilizagdo posterior. Os estoques de filmes de AB (25
ML da solugdo de HFIP para obter 0,113 mg de AB) foram cedidos pela UFRGS.

As preparagdes dos oligdbmeros de AR foram feitas, a partir destes estoques.
Assim, uma aliquota de AR foi ressuspensa em dimetilsulfoxido 2% (DMSO; Sigma,
St. Louis, MO) de forma a obter uma solugéo a 5 mM. Esta solucéao foi diluida em PBS
estéril a 100 uM e incubada a 4 °C por 24 h. Apds a incubacgao, a preparacéao foi
centrifugada a 14.000 g por 10 min a 4 °C para remocé&o de agregados insolUveis de
AB (fibrilas). O sobrenadante da centrifugagao, contendo os oligdmeros, foi mantido a

4 °C até a sua utilizacdo. Para determinar a concentracdo dos oligbmeros nas
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preparacdes, utilizou-se o Kit BCA (BIO-RAD) pelo método de Lowry e colaboradores
(1951).

5.2.4 Exposigao aos oligobmeros AR

Apés o0 respectivo periodo de cultivo, as co-culturas foram expostas
diretamente a concentracdo final de 500 nM de oligbmeros AR, por um periodo de 4
h. No momento dos experimentos, o AB foi diluido em meio de cultura para obtencao
de solugao na concentracao de 500 nM, a partir de uma solugao de estoque (100 uM).
A concentracdo e o0 tempo de exposicdo adotados seguiram protocolos ja
estabelecidos descritos na literatura (LOURENCO et al., 2013).

5.2.5 Tratamento com a apigenina

O flavonoide apigenina (4',5,7-triidroxiflavona) adotado neste estudo foi
adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich, 97% de pureza A3145). Este foi dissolvido
em dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, St. Louis, MO) até uma concentracdo de 100 mM
formando uma solucéo estoque mantida no escuro a temperatura de -20 °C. A diluicdo
final do composto foi obtida no momento do tratamento diluindo-se a solugéo
concentrada diretamente no meio de cultura. As células foram expostas ao flavonoide
na concentragao final de 1 uM, que foi adotada para uso nos experimentos baseada
em estudos prévios desenvolvidos pelo grupo de pesquisa LabNg, que revelaram que
o flavonoide ndo apresenta citotoxicidade para astrdcitos corticais (COELHO, P. L. et
al., 2016). As co-culturas tratadas por 24 h com o veiculo de diluicho DMSO, em
volume equivalente a concentracdo da apigenina (0,01%), foram adotadas como
controle, e ndo mostraram qualquer efeito significativo nos parametros analisados,
guando comparado com culturas que ndo foram expostas a este solvente. As analises

experimentais foram realizadas 24 h e 48 h apds os tratamentos (Figura 6).
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Figura 6: Delineamento experimental.

Co-culturas de células gliais e neurbénios foram obtidas a partir do cortex de ratos Wistar. As co-culturas
foram tratadas ou com AR (500 nM) durante 4 horas ou IL1f (10 ng/mL) ou com LPS (1 pyg/mL), durante
24 horas, logo apds a inducao de dano (d23), o meio foi removido e entéo as co-culturas foram tratadas

com apigenina (1uM) e analisadas apés por 24 h (d24) ou 48 h (d25).

5.3 ANALISE DE DEGENERACAO NEURONAL

Para investigar o potencial neuroprotetor da apigenina utilizou-se o ensaio com
0 reagente Fluoro-Jade B (FJB, Milipore, AG310), um marcador fluorescente de
elevada afinidade para a localizar neurdnios em degeneracdo (SCHMUCK & KAHL,
2009). As células foram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo preto (Corning
Incorporated, 3603), numa densidade de 3,3x10* células gliais/poco e 1,65x10*
neurdnios/pog¢o. Foram realizados tratamentos com o LPS na concentragéo de 1
pg/mL, por um periodo de 24 h. Posteriormente, as culturas foram tratadas com
apigenina na concentracdo de 1 yM e mantidas por um periodo de 24 h. Culturas
tratadas com DMSO 0,01% foram adotadas como controle. Apds tratamentos o
sobrenadante das culturas foi removido e as células foram fixadas com etanol, a
temperatura de 4°C por 10 min. As culturas foram lavadas trés vezes com PBS e
permeabilizadas com PBS/Triton X-100 a 0,3%, por 10 min. Decorrido o periodo, as
culturas foram lavadas trés vezes com agua destilada e incubadas com a solugéo de
Fluoro-Jade B 0,001%, por 30 min, a temperatura ambiente sob agitacdo lenta e

protegidas da luz. A seguir, as culturas foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas
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com o agente fluorescente intercalante de DNA 4°,6-diamidino-2-phenilindol
diidroclorido (DAPI, Molecular Probes, Eugene, OR) por 5 min, e lavadas novamente
com PBS. Duas leituras foram realizadas em fluorimetro (Varioscan Thermo,
Finlandia): a primeira no filtro 480/530 nm para quantificacdo do Fluoro-Jade B, e a
segunda no filtro 350/470 nm, para a quantificacdo do DAPI. O resultado da
quantificacdo da degeneracdo neuronal foi avaliado mediante a correlacédo entre a
intensidade de fluorescéncia FIB/DAPI, os quais foram apresentados pela intensidade
relativa de fluorescéncia (FJB/DAPI). Os experimentos foram realizados em
octuplicatas e o resultado representa a média e desvio padrédo de trés experimentos
independentes.

5.4 ANALISE IMUNOCITOQUIMICA

A avaliacdo da resposta glial e neuronal foi realizada através da marcacao
imunocitoquimica fluorescente utilizando anticorpos especiificos para as seguintes
proteinas: beta-Ill tubulina (Btublll), marcador estrutural de citoesqueleto neuronal;
proteina &acida fibrilar glial (GFAP), marcador de filamentos intermediarios do
citoesqueleto, exclusivo de astrécitos diferenciados; 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU)
analogo de timidina, marcador de proliferacdo celular; molécula adaptadora de ligacao
de célcio 1 (Iba-1), marcador classico da morfologia microglial; grupamento de
diferenciacdo 68 (CD68), marcador lisossomal de microglia perfii M1 (pro-
inflamatoria); e para a proteina de caspase 3 clivada, marcador de apoptose, cujas
especificacdes estdo descritas na Tabela 1.

Durante os tratamentos, as culturas que foram designadas para a analise de
proliferacéo celular foram também incubadas com BrdU a uma concentracdo de 10
M. A diluicao final do BrdU foi obtida no momento do tratamento diluindo-se a solu¢éo
de estoque (60.000 uM mantida a -20 °C) diretamente no meio de cultura.

ApOs exposicao das culturas aos respectivos tratamentos, o meio de cultura foi
desprezado, os pocos foram lavados com PBS e as células fixadas em
paraformaldeido (PFA) 4% durante 20 min. Logo apdés, as células foram lavadas com
PBS por trés vezes e permeabilizadas com Triton X-100 (0,3%) em PBS, por 15 min.

As laminulas foram novamente lavadas com PBS por trés vezes durante 5 min. As
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culturas incubadas com BrdU durante os tratamentos, apds as lavagens com PBS,
foram submetidas a desnaturacdo da DNA com acido cloridrico (HCI) 2N por 20 min a
temperatura ambiente, visando favorecer a interacao do anticorpo primario anti-BrdU
a proteina alvo. Em seguida, essas laminulas foram lavadas novamente com PBS.
Posteriormente, os sitios de ligacdo nao especificos foram bloqueados pela incubacgéo
com PBS e albumina sérica bovina BSA (5 %) por 1 h. A proxima etapa constituiu em
incubar o material a ser marcado com anticorpos primarios

Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS-BSA 1% e a incubacéo foi feita
em camera umida a 4°C por 12 h. Posteriormente, as preparac¢des foram lavadas trés
vezes com PBS e incubadas com anticorpos secundarios (Tabela 1) diluido em PBS-
BSA 1%, mantidas sob agitacdo lenta, por 1 h, a temperatura ambiente de 37°C
protegida da luz. Culturas em condi¢cdes controle foram também marcadas somente
com anticorpos secundarios para controle de especificidade dos anticorpos. Ao final
do periodo de incubacao, foram realizadas lavagens seguidas com PBS por 10 min
protegido da luz. Em seguida, para deteccdo da cromatina nuclear as culturas foram
coradas com DAPI (Molecular Probes, Eugene, OR) na concentragao de 5 pg/mL,
durante 10 min, a temperatura ambiente, e as culturas lavadas trés vezes em PBS e
montadas em laminas contendo meio de montagem N-propil galato em glicerol 80%
(Sigma-AldrichCo. St. Louis, MO), sendo entdo observadas em microscépio de
fluorescéncia Leica® modelo DFC7000 T e em microscopio confocal Leica (SP8), com
filtros adequados para fluorescéncia de cada anticorpo secundario. Para cada
condicao, foram selecionados aleatoriamente dez campos para quantificacdo manual
das células marcadas e cada resultado representa a média e desvio padréo de trés

experimentos independentes.
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Tabela 1: Anticorpos utilizados na imunocitoquimica.

Anticorpo Primario Diluicdo Anticorpo Secundario Diluicao
GFAP-coelho Goat Alexa fluor® 594 anti-coelho IgG
1:300 1:500

(Dako) Cod. z0334 [H&L]. Cod A11012
B-Tublll -
camundongo Goat Alexa fluor® 488 anti-

, 1:500 1:500
(Biolegend) Cod. camundongo IgG [H&L] Cod. A11001
801202
CD68 - rato,

Goat Alexa fluor® 555 anti-rato IgG

(Abcam) Cod. 1:100 1:500
[H&L] Cod. A21434

ab53444

BrdU-camundongo )
) Goat Alexa fluor® 546 anti-
(Sigma) Cod. 1:200 1:500
camundogo IgG [H&L] Cod. A11003

B8434
Goat Alexa fluor® 488 anti-coelho IgG,
IBA1—coelho (wako) IgA, IgM [H&L] Cod. A11008 e Goat
1:200 _ 1:500
Cod. 01919741 Alexa fluor® 594 anti-coelho 1gG [H&L]
Cod. A11012

Caspase3—coelho _
- Goat Alexa fluor® 594 anti-coelho 1gG
(Millipore) Cod. 1:300 1:500
[H&L] Cod. A11012
AB3623

5.5 EXTRACAO DE RNA E gRT-PCR

Para quantificar a expressédo do acido ribonucleico mensageiro (RNAm) de
genes codificadores de proteinas de interesse, apds o periodo dos tratamentos, o
meio de cultivo foi removido e em seguida, realizada a etapa de extracdo do RNA.
Sobre as células foi adicionado reagente Trizol® (Invitrogen, Life
Technologies,15596026), o qual facilita o isolamento do RNA. A extracao foi realizada
de acordo com as especificagdes do fabricante. A pureza e a concentragédo de RNA

total foram determinadas por analise espectofotométrica utilizando Nano Espectro
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KASVI (cat# K23-0002). Para a retirada de DNA remanescente, o0 RNA foi tratado com
DNAse utilizando o Ambion® DNA-free™ kit (ambion cat# AM1906) e para a obtengao
do cDNA de fita simples, em uso de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR),
utilizou-se o Kit Master Mix superScript® VILO™ (Invitrogen, Life Technologies™ cat#
MANO0004286), seguindo as instrucdes do fabricante.

A gRT-PCR foi realizada utilizando ensaios de expressdo génica Tagman®
(Applied Biosystems, CA, USA) que contém dois iniciadores para amplificar a
sequéncia de interesse e a sonda especifica Tagman® MGB e com o TagMan®
Universal Master Mix Il com UNG (Catalogo # 4440038 invitrogen, life technologies™).
As identificagOes dos ensaios para 0s genes quantificados neste estudo foram: BDNF
(Rn02531967_s1), CCL5 (Rn00579590_m1), IL10 (Rn00563409 _m1), IL6
(Rn01410330_m1), IL1B (Rn00580432_m1l), NFT4 (Rn00566076_s1). Apds
homogeneizacgao, os reagentes foram adicionados ao poco e para cada gene alvo foi
realizado um ensaio “branco” com todos os reagentes do Kit. As condigbes de
termociclagem foram realizadas de acordo com as especificacGes do fabricante. E a
guantificacdo génica foi feita por espectrofluorimetria, utilizando o fluoréforo FAM (Aem
517nm) para todas as amostras e o controle enddgeno hipoxantina fosforribosil
transferese (HPRT 1, Rn01527840_m1) e o fluoroforo VIC (Aem 551nm) para o controle
e B-actina (Rn00667869 _m1). A gqRT-PCR em tempo real foi realizada utilizando o
instrumento QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA,
USA). O HPRT e a B-actina foram utilizados como genes de referéncia (controles
enddgenos) para normalizagdo dos dados de expresséo génica. O teste foi realizado
em triplicata, os dados foram expressos usando o método 2722Ct e apresentados como

mediana.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados pelo programa estatistico Graph Pad Prism
5.10 (California, EUA) e registrados como média + desvio padrdo ou mediana dos

pardmetros avaliados. Para determinar a diferenga estatistica entre os grupos foi
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realizada uma analise de variancia através do teste One Way ANOVA, seguido do
pés-teste Student-Newmann-Keuls, para os dados paramétricos. Para dados nao
paramétricos, foi realizada uma analise utilizando Kruskal-Walis e pés test Dunns. Os

valores de P < 0,05 foram considerados com significancia estatistica.
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6 RESULTADOS

6.1 O FLAVONOIDE APIGENINA PROTEGE CONTRA NEURODEGENERACAO
ASSOCIADA A NEUROINFLAMAGAO

6.1.1 Apigenina protege contra neurodegeneracao associada a neuroinflamacéo

induzida por lipopolissacarideo (LPS)

Visto que o LPS é um conhecido e potente indutor da resposta inflamatoria,
investigou-se o0 potencial neuroprotetor da apigenina contra a neuroinflamacao
classica. Para isso, co-culturas de neurdnios e células gliais foram expostas ao LPS
(1 ug/mL) por 24 h, e em seguida tratadas com apigenina (1 uM). Decorrido o periodo
de tratamento foi realizada a marcacéao para FJB. Observou-se que o tratamento com
apigenina ndo provocou alteracdo na viabilidade neuronal quando comparado ao
controle tratado com DMSO 0,01%. Enquanto que a indugéo de dano por LPS induziu
degeneragcédo neuronal, com aumento de 0,61 + 0,1362 na intensidade relativa de
fluorescéncia (IRF) em relacédo ao controle. Foi observado que apés o dano com LPS,
o tratamento com apigenina reduziu a IRF a niveis basais observados na condi¢cao

controle, sugerindo o seu potencial neuroprotetor (figura 7).



51

*kk ] *kk ]
20- I |# .ll i
T
1.54
1.0+ —I— CTRL

-

B APl 1uM
CJ LPS 1ug/mL
(-

0.54 LPS+API 1uM

Intensidade de fluorescéncia
Fluoro Jade-B/DAPI

0.0~ T T

Figura 7. Efeito da apigenina na viabilidade neuronal.

Avaliacdo da degeneracdo neuronal pelo ensaio do FIB em co-culturas de neurdnios e células gliais
tratadas com 1 uM de apigenina (API), 1 ug/mL de lipopolissacarideo (LPS), ou APl e LPS (API+LPS)
por um periodo de 24h. Resultados expressos em média = desvio padrdo (n=8) da intensidade de
fluorescéncia FJB. (#) representa diferenca estatistica em relacéo ao controle (DMSO 0,01%) com valor
de p<0,001, (***) representa diferenca estatistica em relacéo ao grupo tratado com LPS, com valor de
p<0,001, testes estatisticos: ANOVA-Student Newman-Keuls.

Investigou-se também se o potencial neuroprotetor da apigenina estava
associado a reducgéo da inducao de apoptose. Para tanto foi realizada avaliacdo por
imunocitoquimica da expressao de caspase 3 ativada associada a de B-tubulina IlI
neuronal (Btublll). Foi observado que o tratamento com apigenina (1 uM) n&o induziu
ativacdo de caspase 3 quando comparado ao controle (DMSO 0,01%). Entretanto, a
inducao de dano por LPS (1 pg/mL) promoveu ativacéo de caspase 3 em 1,6 £ 0,1%
das células totais e 15,8 + 3,7% das células Btublll positivas, este aumento foi
significativo comparado ao controle (0,3 £ 0,08% e 3,4 £ 1,1%, respectivamente). No
entanto, apés dano com LPS, verificou-se que o tratamento com apigenina reduziu
significativamente a proporcdo de células caspase 3 positivas (0,4 £ 0,09%) e de
células caspase 3/Btublll positivas (3,7 + 0,7 %) quando comparado as culturas
tratadas com LPS e ndo demonstrou diferenca no percentual dessas células quando

comparado ao controle (figura 8).
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Figura 8: Analise do efeito neuroprotetor da apigenina por imunocitoquimica em modelo de
neuroinflamag&o induzida por LPS.

Co-culturas tratadas com 1 uM de apigenina (API), 1 ug/mL de lipopolissacarideo (LPS), ou APl e LPS
(API+LPS) por um periodo de 24 h. Marcacdo imunocitoquimica para proteina caspase 3 clivada (Casp
3+, em vermelho), Btublll (em verde) e DAPI (em azul), em condigbes controle (DMSO 0,01%) (A),
tratadas com API (B), tratadas com LPS (C) ou tratadas com API+LPS (D). Nos graficos E e F, os dados
sdo expressos em média * desvio padrédo (n=10) da marcacéo imunofluorescente das células caspase
3 e Btublll positivas. Objetiva 40X; barra de escala: 50 ym. As setas indicam células caspase 3 positivas.
O gréfico E representa a populagéo total de células caspase 3 positivas, e o F representa populacéo
de células duplamente marcadas para BTublll e caspase 3. (*) representa significancia estatistica em

relacdo ao controle (DMSO 0,01%) com valor de p<0,01 e (#) representa significancia estatistica em
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relagdo ao grupo tratado com LPS, com valor de p<0,01, testes estatisticos: ANOVA-Student Newman-

Keuls.

6.1.2 Apigenina protege contra neurodegeneragao associada a neuroinflamacgéo

induzida por interleucina 1 (IL1B)

A IL1B € uma citocina pro-inflamatéria que desempenha um papel fundamental
no inicio e desenvolvimento de uma complexa cascata inflamatoria celular. A
producado exagerada de IL13 no SNC principalmente por células gliais, esta associada
a neuroinflamacao encontrada nos processos neurodegenerativos. Sabe-se que a
neuroinflamacao é considerada uma das caracteristicas patologicas da DA, e a IL1B
tem sido associada a progressdo DA em funcdo do aumento do processamento da
PPA, ativacdo robusta de microglia e astrécitos nas proximidades das placas de A,
exacerbacédo da resposta inflamatéria e hiperfosforilagdo da proteina tau, culminando
com a degeneracdo neuronal.

Para investigar o papel neuroprotetor da apigenina contra a neuroinflamacéo
induzida por IL183, co-culturas de neurdnios e células gliais foram expostas a IL13 (10
ng/mL) por 24 h, e em seguida tratadas com apigenina (1uM). Decorrido o periodo de
tratamento foi realizada a marcacao por imunocitoquimica para caspase 3 ativada e
Btublll. Verificamos que o tratamento com apigenina n&do demonstrou significancia
estatistica na ativacdo de caspase 3 quando comparado ao controle (DMSO 0,01%).
Entretanto, a indugcao de dano por IL1B promoveu ativagado de caspase 3 em 1,7 +
0,1% das células totais e 7,6 + 1,7% das células Btublll positivas quando comparado
ao controle (0,7 + 0,2% e 2,3 £ 1,0%, respectivamente). Contudo, o tratamento com
apigenina apos dano por IL13, reduziu o percentual de células caspase 3 positivas
(0,3 £ 0,03%) e de células duplamente marcadas para caspase 3 e Btublll (1,0 £ 0,4%)
guando comparado com as culturas tratadas somente com IL13. Estes dados sugerem
gue a apigenina nao induz morte celular e impede o progresso da apoptose em modelo

de neuroinflamacgéo (figura 9).



54

A DAPIYBTUB/ B DAPIBTUB/

CONTROLE

C DAPIBTUB/ D pARETUB/

(» -

API+IL1B

E *% *%
25 - 1 y F
- * -
%z 20 ! i a S o
we * ’ -]
23 23
=3 1.5 g 6
018 v :
2= ==
zg 1.09 - E 44
g2 s
$< 0.5 33 2
,(. >" e
0.04 0
N N v \J
o@, 3 2 & o & \\\43‘ & . R
}d\ & ‘3‘ ¥ & 2
& Q
¥ o

Figura 9: Andlise do efeito neuroprotetor da apigenina por imunocitoquimica em modelo de
neuroinflamacéo induzida por IL1[3.

Co-culturas de células gliais e neurbnios tratadas com 1 uM de apigenina (API), 10 ng/mL de
interleucina 1B (IL1B), ou APl e IL1B (API+ IL1B) por um periodo de 24 h. Marca¢&o imunocitoquimica
para caspase 3 (casp 3+, em vermelho), Btublll (em verde) e DAPI (em azul), em condi¢bes controle
(DMSO 0,01%) (A), tratadas com API (B), tratadas com IL1B (C) ou tratadas com API+IL1B (D). Nos
gréficos E e F, os dados sdo expressos em média * desvio padrdo (n=10) da marcacgéo
imunofluorescente das células caspase 3 e Btublll. Objetiva 40X; barra de escala: 50 ym. As setas
indicam células caspase 3 positivas. O gréafico E representa a populacao total de células caspase 3

positivas (*) representa significancia estatistica em relagdo ao controle (DMSO 0,01%) com valor de
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p<0,01 e (**) representa significancia estatistica em relagdo ao grupo tratado com IL13, com valor de
p<0,01. O grafico F representa a populagédo de células duplamente marcadas para BTublll e caspase
3. (*) representa significancia estatistica em relagédo ao controle (DMSO 0,01%) com valor de p<0,001
e (#) representa significancia estatistica em relacao ao grupo tratado com LPS, com valor de p<0,001
(ANOVA-Student Newman-Keuls).

6.2 A APIGENINA MODULA O PERFIL DE ATIVACAO MICROGLIAL NA PRESENCA
DE ESTIMULO INFLAMATORIO.

6.2.1 Apigenina modula o perfil de ativacdo microglial em modelo de

neuroinflamagao induzida por LPS

A fim de avaliar a modulacédo do perfil microglial foi realizada imunomarcacéo
para proteina Iba-1, um classico marcador estrutural de microglia, e CD68, um
marcador especifico de perfil M1. Verificou-se que o tratamento com apigenina (1 yM)
ndo demonstrou significAncia estatistica no percentual de células Iba-1, nem de
microglias CD68 positivas, quando comparado com o controle. Entretanto, apés
exposicao ao LPS (1 ug/mL) foi observado aumento da porcentagem de células Iba-1
positivas (16,2 = 2,6%) e de microglias CD68 positivas (19 = 4,1%) em relagdo ao
controle (8,6 + 0,9% e 3,6 £ 1,9%). Todavia, o tratamento com apigenina apos dano
por LPS, reduziu significativamente em 7,1 £ 0,6% o percentual das células Iba-1 e
em 5,2 + 1,9% das CD68 positivas quando comparado com as culturas tratadas
apenas com LPS. Estes dados sugerem que a apigenina reduz a inflamacéo induzida
por LPS (Figura 10).
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Figura 10: Avaliacédo do perfil microglial por imunocitoquimica.

Co-culturas tratadas com 1 uM de apigenina (API), 1 ug/mL de lipopolissacarideo (LPS), ou APl e LPS
(API+LPS) por um periodo de 24 h. Marcagéo imunocitoquimica para proteina CD68 (em vermelho),
Iba-1 (em verde) e DAPI (em azul), em condi¢Bes controle (DMSO 0,01%) (A), tratadas com API (B),
tratadas com LPS (C) ou tratadas com API+LPS (D). Objetiva 40X e barra de escala: 50 ym. (A seta
indica microglia com marcacdes pontuais pra CD68). Em E e F, os dados séo apresentados como
porcentagem média + desvio padrdo (n=10) da marcacao imunofluorescente para lba-1 e CD68. O
gréfico E representa a populacédo total de células Iba-1 positivas. O grafico F representa populacao de

células duplamente marcadas para Iba-1 e CD68. (*) representa significancia estatistica em relacdo ao
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controle (DMSO 0,01%) com valor de p<0,01 e (#) representa significaAncia estatistica em relacdo ao
grupo tratado com LPS, com valor de p<0,01. Testes estatisticos ANOVA-Student Newman-Keuls.

6.2.2 Apigenina modula o padrdo morfolégico microglial em modelo de

neuroinflamagao induzida por IL18

A modulacéo do perfil microglial foi também avaliada baseada nas alteracdes
morfologicas visualizadas através da imunomarcacgéao para proteina Iba-1. Verificamos
gue em condicBes controles tratadas com DMSO 0,01%, as microgliais apresentaram
morfologia ramificada. O tratamento com apigenina (1 uM) ndo demonstrou diferenca
na morfologia de células Iba-1 positivas quando comparado com o controle.
Entretanto, a exposi¢ao a IL1B (10 ng/mL) foi capaz de induzir alteragdes fenotipicas.
Foi observado que nesta condicao, as células Iba-1 positivas apresentaram morfologia
ameboide. No entanto, o tratamento com apigenina apos inducéo de dano com IL1j3,
retomou o padrdo morfolégico visto na condi¢do controle, apresentando morfologia
ramificada quando comparado as culturas submetidas somente ao dano inflamatério
induzido por IL18 (Figura 11).
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Figura 11: Andlise da morfologia microglial por imunocitoquimica.

Co-culturas tratadas com 1 yM de apigenina (API), 10 ng/mL interleucina 13 (IL1B), ou APl e IL13 (API+
IL1B) por um periodo de 24 h. Marcagao imunocitoquimica para proteina Iba-1 (em vermelho) e DAPI
(em azul), em condi¢Bes controle (DMSO 0,01%) (A), tratadas com API (B), tratadas com IL1§ (C) ou
tratadas com API+IL1( (D). Em A, B e D as células Iba-1 positivas apresentaram morfologia ramificada,

em C apresentam morfologia amebdide. Objetiva 40X e barra de escala: 50 ym, microscopia confocal.
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6.3 APIGENINA REDUZ PROLIFERACAO MICROGLIAL ASSOCIADA A
NEUROINFLAMACAO INDUZIDA POR LPS E POR OLIGOMEROS DE Ag.

Para avaliar o efeito da apigenina na proliferacdo microglial, foi realizada
imunomarcacao para lba-1 e BrdU (5-bromo-2-desoxiuridina, analogo de timidina). Foi
observado que o tratamento com apigenina (1 yM) ndo demonstrou significancia
estatistica no percentual de células duplamente marcadas para Iba-1 e BrdU quando
comparado ao controle (DMSO 0,01%). Entretanto, apds a inducédo de dano por LPS
(1 ug/mL), a porcentagem de células Iba-1 e BrdU positivas aumentou (41,5 = 4%) em
relacdo ao controle (21,4 + 3,2%), o0 que caracteriza a proliferagdo microglial. Todavia,
apos o dano com LPS, o tratamento com apigenina reduziu significativamente o
percentual de células Iba-1 e BrdU positivas (9,4 + 2,8%) quando comparado com co-
culturas tratadas somente com LPS e ndo demonstrou significAncia estatistica no
percentual dessas células quando comparado ao controle. Estes resultados sugerem
gue a apigenina ndo induz proliferacdo microglial e reafirmam o seu efeito anti-

inflamataorio (figura 12).
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Figura 12: Avaliacdo da proliferagdo microglial por imunocitoquimica em modelo de neuroinflamagédo
induzida por LPS.

Co-culturas tratadas com 1 yM de apigenina (API), 1 ug/mL de lipopolissacarideo (LPS), ou APl e LPS
(API+LPS) por um periodo de 24 h. Marcagdo imunocitoquimica para proteina Iba-1 (em verde), BrdU
(em vermelho) e DAPI (em azul), em condi¢des controle (DMSO 0,01%) (A), tratadas com API (B),
tratadas com LPS (C) ou tratadas com API+LPS (D). A seta indica microglia BrdU positiva. Objetiva
40X; barra de escala: 50 ym. O grafico E representa populagao de células duplamente marcadas para
Iba-1 e BrdU. Os dados sdo apresentados como porcentagem média + desvio padrdo (n=10) da

marcacao imunofluorescente das células Iba-1 e BrdU. (*) representa significAncia estatistica em
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relagdo ao controle (DMSO 0,01%) com valor de p<0,01, (#) representa diferenga estatisticamente
significante em relacédo ao grupo tratado com LPS, com valor de p<0,01 e (***) representa significaAncia
estatistica em relacdo ao grupo tratado com LPS, com valor de p<0,001. Testes estatisticos ANOVA-

Student Newman-Keuls).

A avaliacdo da proliferagdo microglial nas co-culturas de neurdnios e células
gliais expostas aos oligdbmeros AB (500 nM) por 4 h, e/ou tratadas com apigenina
(1uM) por 24 h revelou que o tratamento com apigenina induziu proliferacédo de
microglia em niveis similares as culturas em condi¢des controle (DMSO 0,01%). No
entanto, a indugéo de dano por AB promoveu proliferagdo microglial, com aumento da
porcentagem de células Iba-1 e BrdU positivas (33,7 + 7,7%) em relacdo ao controle
(12 £ 2%). Contudo, apd6s dano por AB, o tratamento com apigenina reduziu
significativamente o percentual de células Iba-1 e BrdU positivas (8 + 2,4%) quando

comparado com culturas tratadas somente com AR (figura 13).
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Figura 13: Avaliacdo da proliferagdo microglial por imunocitoquimica em modelo de neuroinflamagédo
induzida por oligbmeros AB.

Co-culturas tratadas por 24 h com 1 uM de apigenina (API), por 4 h com 500 nM de oligdmeros AB (AB),
ou com APl e AB (API+ARB). Marcagédo imunocitoquimica para proteina Iba-1 (em verde), BrdU (em
vermelho) e DAPI (em azul), em condi¢des controle (DMSO 0,01%) (A), tratadas com API (B), tratadas
com AB (C) ou tratadas com API+ AR (D). A seta indica microglia BrdU positiva. Objetiva 40X e barra

de escala: 50um. O gréfico E representa populagéo de células duplamente marcadas para Iba-1 e BrdU.
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Os dados sdo apresentados como porcentagem média + desvio padrdo (n=10) da marcacao
imunofluorescente das células Iba-1 e BrdU. O (*) representa diferenca estatisticamente significante
em relacao ao controle (DMSO 0,01%) com valor de p<0,05, (#) representa diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo tratado com LPS, com valor de p<0,01. Testes estatisticos ANOVA-

Student Newman-Keuls.

6.4 APIGENINA PRESERVA A MORFOLOGIA NEURONAL E ASTROCITARIA E
RESTABELECE O PERFIL MORFOLOGICO APOS ESTIMULO INFLAMATORIO.

6.4.1 A apigenina preserva a morfologia de neurdnios e astrocitos em modelos

de neuroinflamagéo induzida por LPS, IL-1B e oligdémeros A3

A fim de avaliar a morfologia de neurdnios e astrécitos, foi realizada
imunomarcacao para Btublll e GFAP, respectivamente. Observamos que o tratamento
com apigenina (1 uM) (Figura 14 B) preservou a rede de neuritos, manteve a
integridade do corpo celular dos neurdnios e a morfologia poligonal tipica dos
astrocitos, semelhante a condicdo controle com DMSO 0,01% (Figura 14 A).
Entretanto, apds a indugdo de dano por LPS (1 pg/mL) a rede de neuritos néo foi
preservada. Sao observadas apenas marcacdes perinucleares, corpos celulares
associados formando agrupamento irregular. Além disso, 0s astrocitos apresentaram
morfologia reativa, caracterizada pela presenca de processos que se estendem a
partir da soma aparentemente mais longos (figura 14 C). Todavia, o tratamento com
apigenina apo6s dano por LPS, manteve morfologia de astrécitos nédo reativos (similar
ao observado em condi¢des controle) e preservou a integridade neuronal e suas redes
de interconexdes quando comparado com culturas tratadas apenas com LPS (figura
14 D).
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Figura 14: Analise da morfologia de neurbnios e astrdcitos por imunocitoquimica em modelo de
neuroinflamacéo induzida LPS.

Co-culturas tratadas com 1 yM de apigenina (API), 1 ug/mL de lipopolissacarideo (LPS), ou APl e LPS
(API+LPS) por um periodo de 24 h. Marcag&o imunocitoquimica para proteina Btublll (em verde), GFAP
(em vermelho) e DAPI (em azul), em condi¢bes controle (DMSO 0,01%) (A), API (B), LPS (C) ou
API+LPS (D). Objetiva 40x e barra de escala: 50um. (As setas indicam astrocitos reativos, e a cabega
da seta indica um neur6nio multipolar, o qual possui um axdnio e varios dendritos, constituem a maioria

dos neurénios do SNC).

O efeito da apigenina na morfologia de neurénios e astrdcitos foi confirmado no
modelo de neuroinflamacgao induzido por IL13 (Figura 15 B). Apds a indugao de dano
por IL1B (10 ng/mL), foram observadas poucas células marcadas para Btublll quando
comparado com o controle. Aléem disso, verificou-se a emissdo de prolongamentos
com alta imunorreatividade a GFAP, caracteristico de astrécitos reativos (figura 15 C).
Todavia, o tratamento com apigenina apés dano por IL13, foi capaz de manter a rede

de neuritos integra, aumentar a intensidade da marcagao para Btublll com formagao
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de agrupamentos de neurbnios, além da preservacdo da morfologia dos astrécitos
semelhante a observado nas condi¢des controle (figura 15 D).

B DAPIBTUB/

CONTROLE

C DAPI/STUB! D DAPIBTUB/

IL1B 10 ng/mL ‘ APIHIL1B

Figura 15: Andlise da morfologia de neurdnios e astrécitos por imunocitoquimica em modelo de
neuroinflamag&o induzida por IL1.

Co-culturas tratadas com 1 yM de apigenina (API), 1 pg/mL de interleucina 1B (IL18 10 ng/mL) ou API
e IL1B (API+IL1B) por um periodo de 24 h. Marcagdo imunocitoquimica para proteina 3t ublll (em
verde), GFAP (em vermelho) e DAPI (em azul), em condi¢Bes controle (DMSO 0,01%) (A), API (B),
IL1B (C) ou API+ IL13 (D). Objetiva 40x e barra de escala: 50um. (As setas indicam astrécitos reativos).

Apo6s a indugao de dano por AB (500 nM), a marcagao para Btublll foi escassa
e 0s astrocitos apresentaram emissao de prolongamentos com alta imunorreatividade
a GFAP, sugerindo reatividade glial (figura 16 C). No entanto, o tratamento com
apigenina apds dano por AR, foi capaz de aumentar a intensidade da marcagao para

Btublll com formagao de agrupamentos neurais e retomar a morfologia astrocitica a
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condi¢bes semelhantes ao controle (figura 16 D), o que corrobora com os achados

gue demonstram o potencial neuroprotetor e gliomodulador do flavonoide.

A IBTUB! B DAPIBTUB/

CONTROLE

D pAPuBIUB/

= iy

Figura 16: Andlise da morfologia de neur6nios e astrécitos por imunocitoquimica em modelo de
neuroinflamacéo induzida por oligbmeros Ap.

Co-culturas tratadas por 24 h com 1 uM de apigenina (API), por 4 h com 500 nM de oligémeros AB (AB),
ou com APl e AB (API+AB). Marcagao imunocitoquimica para proteina Btublll (em verde), GFAP (em
vermelho) e DAPI (em azul), em condigdes controle (DMSO 0,01%) (A), API (B), AB (C) ou API+AR (D).

Objetiva 20x e barra de escala: 100pm (As setas indicam astrécitos reativos).

6.5 O FLAVONOIDE APIGENINA APRESENTA POTENCIAL
IMUNOMODULATORIO

Para confirmar o efeito anti-inflamatério da apigenina, co-culturas foram

expostas a IL1B (10 ng/mL) por 24 h, e em seguida tratadas com apigenina (1uM).
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Decorrido o periodo de tratamento, os niveis de expressdo de RNAm dos mediadores
pro-inflamatérios IL6, CCL5 e IL1P e da citocina regulatéria IL-10, foram avaliados por
gRT-PCR. Foi observado no tratamento com apigenina, niveis de expressao relativa
de IL6 similares aos encontrado no controle com DMSO (0,01%) (1,0). Entretanto,
demonstrou-se que apos inducao de dano com IL13, houve aumento na expressao de
RNAmM de IL6 (19,0) quando comparado ao controle. Contudo, apés dano com IL13,
o tratamento com apigenina reduziu os niveis de IL6 (14,1), quando comparado com
culturas tratadas apenas com IL13 (Figura 17. A).

Da mesma forma ao observado para a citocina IL6, a apigenina nao
demonstrou diferenca na expressao de RNAm de CCL5 quando comparado ao
controle (DMSO 0,01%) (1,0). Entretanto, foi demonstrado aumento na expressao
relativa do gene de CCL5 (66,5) apés dano com IL1B, quando comparado com
controle. Todavia, apos inducdo de dano com IL1B3, o tratamento com apigenina foi
capaz de reduzir (61,0) a expressado génica de CCL5 quando comparado com culturas
tratadas somente com IL1B (Figura 17. B).

Verificou-se que o tratamento com apigenina ndo alterou 0s niveis de
expressdo de IL1B quando comparado ao controle com DMSO (0,01%) (1,0). No
entanto, apds indugdo de dano com IL1B3, foi possivel observar aumento (2,3) na
expressao génica de IL1B quando comparada a condicao controle. Da mesma forma,
o tratamento com apigenina nao foi capaz de modular a expressao génica apos a
inducao de dano com IL13, quando comparado as culturas tratadas somente com IL13
(Figura 17. C).

Por fim, foi avaliada a expresséo génica de IL10. Observou-se que a apigenina
nao demonstrou diferenca na expressdo de RNAm de IL10 quando comparado ao
controle com DMSO (0,01%) (1,0). Entretanto, apos inducédo de dano por IL1p, foi
observado reducdo dos niveis de expressdo de IL10 (0,3) quando comparado a
condicdo controle. No entanto, pode-se observar que o tratamento com apigenina
apos indugédo do dano com IL1B, induziu aumento dos niveis de expressédo de IL10
(0,6) quando comparado com culturas tratadas apenas com IL1B3. Juntos, estes
resultados mostram que a apigenina é capaz de reduzir a inflamac&o induzida por
IL1B (Figura 17. D).
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Figura 17: Andlise da expresséo relativa de mediadores pré-inflamatérios e regulatérios por gRT-PCR.
Andlise da expressao de quimiocinas e citocinas proinflamatérias e regulatérias por RTq-PCR em co-
culturas tratadas com 1 uyM de apigenina (API), 10 ng/mL de de interleucina 1B (IL1B) ou API e IL1
(API+IL1B) por um periodo de 24 h. Em A, avaliagdo da expresséo do gene da IL6, em B, avaliagao da
expressdo do gene da CCL5, em C, avaliacdo da expressdo do gene da IL1B e em D, avaliagdo da
expressdo do gene da IL10. Os dados foram apresentados em mediana (n=2) e a analise de variancia
foi realizada utilizando One-Way ANOVA para multipla comparagéo, seguido do teste Kruskal-Wallis e

do pos test Dunn's.

6.5.1 Perfil de expresséo de neurotrofinas em co-culturas de neurdnios e células

gliais em um modelo de neuroinflamacgéo induzida por IL1

Ainda, com a finalidade de avaliar os niveis de expressdo das neurotrofinas
BDNF e neurotrofina 4 (NFT4), co-culturas foram expostas a IL13 (10 ng/mL) por 24
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h, e em seguida tratadas com apigenina (1uM). Decorrido o periodo de tratamento, os
niveis de expressdo dos fatores neurotroficos, foram avaliadas por qRT-PCR. Foi
possivel observar que a apigenina foi capaz de aumentar a expressao de RNAm de
BDNF (14,4) quando comparado ao controle com DMSO (0,01%) (1,0). Entretanto, a
inducéo de dano com IL1B, apresentou reducdo dos niveis de expressdo de BDNF
(0,5) quando comparado ao controle. No entanto, apos indu¢do de dano com IL1[3, o
tratamento com apigenina demonstrou aumento da expressdao de RNAmM de BDNF
(10,22) quando comparado ao grupo tratado apenas com IL1 e a condigéo controle
(Figura 18. A).

Os niveis da neurotrofina NTF4 também foram avaliados. Os seguintes dados
revelaram que, co-culturas tratadas com apigenina alcancaram niveis de NFT4
semelhantes aos das culturas em condi¢des controle com DMSO (0,01%). E nao foi
observado diferenca nos niveis de expressao de NFT4 em culturas tratadas com IL1j3,
nem em culturas tratadas com apigenina apos exposi¢céo a IL1p quando comparado

ao grupo controle (Figura 18. B).
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Figura 18: Andlise da expresséo relativa de neurotrofinas por qRT-PCR.

Analise da expressao de fatores neurotroficos por RTg-PCR em co-culturas tratadas com 1 uM de
apigenina (API), 10 ng/ml de interleucina 1B (IL13) ou API e IL1B (API+IL1B) por um periodo de 24 h.
Em A, avaliacdo da expressdo do gene do BDNF, em B, andlise da expresséo do gene do NFT4. Os
dados foram apresentados em mediana (n=2) e a analise de variancia foi realizada utilizando One-Way

ANOVA para multipla comparacao, seguido do teste Kruskal-Wallis e do p6s test Dunn's.
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7 DISCUSSAO

Muitos modelos in vitro de estudo do sistema nervoso central (SNC) tém sido
desenvolvidos a fim de elucidar os mecanismos associados a insultos que cursam
com a morte de neurdnios, e assim encontrar melhores alvos terapéuticos contra
doencas neurodegenerativas associadas a neuroinflamacdo. Dentre estes modelos,
destaca-se a co-cultura de neurbnio e glia, a qual possui diversas vantagens,
especialmente por se tratar de um método que utiliza alta densidade celular, o que
pode favorecer a geracdo de fendtipos neuronais que interajam ativamente com as
células gliais e mimetizem condic6es biolégicas similares as teciduais (AL-ALI et al.,
2017).

Neste estudo foi utilizado como modelo experimental, co-culturas de neurdnios
e células gliais ja bem estabelecido no LabNqg (PITANGA et al., 2011; SILVA et al.,
2013; SILVA et al., 2017) para investigar a atividade anti-inflamatoria e neuroprotetora
do flavonoide apigenina em trés diferentes modelos de neuroinflamacao induzida por
LPS (neuroinflamacéo classica), por IL1B ou por oligdmeros Ap.

Evidéncias indicam que a expressdo de IL-13 é um dos fatores
neuropatolégicos mais importantes na DA, sendo reconhecida como fator central na
neuroinflamacéo (AZIZI & MIRSHAFIEY, 2012; XIE et al., 2015). Entre as citocinas
inflamatorias associadas a doenca, a IL-1B tem sido implicada em desempenhar
importante papel na progressédo desta patologia. Kitazawa e colaboradores (2011),
observaram em ratos 3xTg-DA que receberam anticorpo bloqueador do receptor de
IL-1B via intraperitoneal, redugédo da ativagdo de NF-kB. Além disso, o bloqueio da
sinalizacao de IL-1B restaurou os déficits cognitivos através da reducéo dos niveis de
IL-1B8 e das espécies de AB oligomérica no cérebro desses animais. Deste modo, a
busca de novos farmacos que visem atenuar a neuroinflamacéo, pode revelar-se uma
valiosa estratégia no tratamento das desordens neurodegenerativas, dentre as quais,
a DA. E, este trabalho é pioneiro em demonstrar a influéncia da apigenina na protegcéo
contra o dano inflamatorio caracteristico da DA.

Neste trabalho, foi demonstrado que a apigenina ndo € neurotoxica na
concentracéo testada e possui potencial neuroprotetor, evidenciado pela reducéo da
ativacdo de caspase 3 e pelo aumento da viabilidade neuronal. Um estudo

desenvolvido pelo grupo de pesquisa LabNg, testou a atividade da apigenina (10 uM)
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em progenitores neurais e em ceélulas tronco humanas pluripotentes induzidas
(CTPiH) e da mesma forma né&o revelou neurotoxicidade, notada pela reducdo da
porcentagem de neurdnios marcados para caspase 3 clivada (SOUZA et al., 2015).
Ainda, corroborando com os achados deste trabalho, um estudo recente, utilizando
como modelo CTPiH de DA familiar e esporédica, revelou que os neurdnios DA
derivados de CTPiH exibiram aumento da apoptose e reducdo do comprimento dos
neuritos quando comparado ao controle, e demonstrou que o tratamento com a
apigenina (50 uM) por 24 h foi capaz proteger os neurénios derivados de CTPiH, por
reducado significativa da apoptose mediada por caspase-3/7 (BALEZ et al., 2016).
Ademais, estudo realizado por Khan e colaboradores (2016) analisou o efeito
neuroprotetor de antocianinas (24 mg/kg por 14 dias) em cultura de cortex de
camundongo submetidas a neurodegeneracgao induzidas por LPS (250 pg/kg). A
andlise por imunohistoquimica marcada para FJB demonstrou que o tratamento com
antocianinas atenuou o numero de neurdnios FJB positivos.

A ativacao glial € um mecanismo protetor que regula o reparo tecidual na fase
inicial da neurodegeneracdo (STREIT, 2005). Entretanto, a ativacdo excessiva e
prolongada contribui para resposta neuroinflamatéria cronica (KRAFT & HARRY,
2011). No caso da DA, evidéncias sugerem que a ativacao sustentada de microglias
e astrécitos, inicialmente provocada por oligbmeros AB, desencadeia uma resposta
neuroinflamatadria crénica que é em parte caracterizada pela producao exacerbada de
citocinas proinflamatorias, as quais perpetuam a ativacdo glial e consequentemente
contribuem para a progressdo da neurodegeneracdo (HENEKA et al., 2015;
STEWART et al., 2010). Estes dados reforcam a hip6tese de que o uso de agentes
anti-inflamatorios pode retardar a progresséo desta patologia (DANIELS et al., 2016).

Neste sentido, a apigenina por demonstrar potencial anti-inflamatorio e
neuroprotetor, apresenta-se como um composto promissor para estudos direcionados
ao desenvolvimento de novos tratamentos de doencas neurodegenerativas, como a
DA (ANUSHA et al., 2017; BALEZ et al., 2016).

Diferentes estimulos no SNC podem induzir ativacdo, proliferacdo e mudancas
na morfologia e funcéo das microglias, que podem ser moduladas por agentes anti-
inflamatorios, a exemplo da flavona luteolina, que se mostrou capaz de promover em
linhagens de microgliais (BV2) expostas ao LPS mudang¢a da morfologia amebdide,
para morfologia ramificada. Esta modificagdo na morfologia também foi associada a

inibicdo da sintese de NO e da expressdo de RNAm de IL6, favorecendo o fenadtipo
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M2, com caracteristicas anti-inflamatérias e neuroprotetoras (DIRSCHERL et al.,
2010). Os achados encontrados neste trabalho foram similares a esse estudo, levando
em consideracdo que o estado de ativacdo e o fendtipo da microglia podem ser
refletidos pela sua forma celular (TANG & LE, 2016; VINET et al.,, 2012), foi
demonstrado que a apigenina atua como modulador do perfil microglial, uma vez que,
apoés resposta inflamatoria induzida, o tratamento com apigenina gerou mudanga
morfolégica da microglia de estado ameboide para ramificado.

As mudancas dinamicas dos fendtipos microgliais estdo associadas as doencas
neurodegenerativas, sendo amplamente aceita a dicotomia dos perfis microgliais
M1/M2, onde tais microglias podem exercer fungdes pro-inflamatérias ou anti-
inflamatorias, respectivamente (TANG & LE, 2016). Como ja descrito, o LPS
(KOBAYASHI et al., 2013) e os oligbmeros AR (MAEZAWA et al., 2011; SHI et al.,
2016; TAIPA et al., 2017), sao potentes indutores da expressédo de marcadores proé-
inflamatoérios e da ativagdo, como proliferacdo (identificada pela incorporacdo de
BrdU) e polarizacéo do perfil microglial M1, caracterizado pela expressao do marcador
CD68. Neste trabalho observou-se que a apigenina foi capaz de diminuir a
porcentagem de microglias CD68 e BrdU positivas apés estimulo neuroinflamatério.

Levando em consideracdo que as microglias e os macrofagos sdo derivados
da linhagem mieléide (HERZ et al., 2017), Karamese e colaboradores (2016)
demonstraram em modelo experimental de sepse polimicrobiana em ratos, induzida
por ligadura e perfuracdo cecal, um aumento significativo dos niveis de linfécitos T,
macrofagos (CD68 positivos) e de citocinas pro-inflamatorias. No entanto, o
tratamento com a apigenina (20, 40 e 60 mg/kg via intragastrica) 24h antes da inducéo
da sepse, foi capaz de reduzir o nUmero destas células e consequentemente atenuar
o processo inflamatério observado no baco destes animais.

Elsisi e colaboradores (2005) conduziram outro estudo investigando os efeitos
do ibuprofeno (anti-inflamatério ndo-esteroide) e da apigenina sobre o ciclo celular de
linhagem microglial BV-2. Os achados indicaram que a parada do ciclo celular induzida
pela apigenina, foi preferencialmente na fase G2/M do ciclo celular e que, tanto o
apigenina, como o ibuprofeno induziram apoptose nos estagios precoce e tardio. Por
conseguinte, os resultados deste estudo sugerem que compostos anti-inflamatorios
podem inibir a proliferagéo microglial pela modulacéo da progresséao do ciclo celular e

apoptose.
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Assim como as células microgliais, 0os astrocitos respondem a injaria no SNC,
possuem papel importante na neuroinflamacéo, no comprometimento da homeostase
e na disfuncdo sinaptica observada na DA (VERKHRATSKY et al., 2010). Ledo e
colaboradores (2013) observaram apos injecao intracerebroventricular de oligdbmeros
AB (10 pmol) em camundongos, aumento da imunoreatividade astrocitaria a GFAP no
hipocampo e no cortex desses animais, além de aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias. No presente estudo, os diferentes estimulos inflamatorios induziram
alteracdes na morfologia astrocitaria. No entanto, apds o tratamento com apigenina
nao foram visualizadas caracteristicas morfolégicas de astrogliose. Corroborando com
os resultados deste trabalho, Zuiki e colaboradores (2017) demonstraram em modelo
de ativacdo imune materna (AIM) utilizando CTPiH expostas a IL6 (100 ng/mL), um
aumento significativo da proporcéo da area de astrécitos (proporcédo da area GFAP
positiva) e atenuacéo da astrogliose apés tratamento com luteolina (10 e 20 uM), além
de efeito neuroprotetor. Sugerindo que a luteolina pode atenuar as anormalidades
induzidas por AIM durante o desenvolvimento fetal.

O presente estudo reafirma o potencial imunomodulador da apigenina e a
reducdo da neuroinflamagéo induzida por IL1B3, observada através da regulagao
negativa da expressdo de RNAm de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (IL6 e
CCL5), além da regulacdo positiva da expressdo de RNAm da citocina regulatoria
IL10. Recentemente, Zhang e colaboradores (2015) demonstraram em modelo
experimental de lesdo cerebral seguido de hemorragia subaracndidea o efeito anti-
inflamatorio da apigenina (20 mg/kg i.p). Segundo 0s autores a apigenina suprimiu a
ativacdo da via de sinalizagdo TLR4/NF-kB em neurdnios, microglias e células
endoteliais e consequentemente foi capaz de reduzir a expressao RNAm de IL-6, IL1
e TNF-a, atenuando a neuroinflamacgao e o rompimento da BHE.

Zhang, X. e colaboradores (2014) também demonstraram que a apigenina (25
MM) foi capaz de inibir a produgéo de IL-6, IL-13 e CCL5 por macréfagos humanos
(THP-1) e de camundongos (J774A.1) ativados por LPS (100 ng/mL) através da
modulacdo das vias de sinalizagdo intracelular como proteina quinase ativada por
mitdogeno (MAPK), por meio da supresséo da fosforilagdo de ERK1/2 e bloqueio da
ativacdo de NF-xB em linhagem derivada de células de rim embrionario humano (HEK
239), previamente tratadas com IL-1B (10 ng/mL) e TNF-a (10 ng/mL). Os mesmos
autores revelaram que a apigenina suprimiu a producéo de IL-13 através do bloqueio

da ativacdo da caspase-1 e interrupcdo da montagem do complexo inflamassoma
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NLRP3. Além disso, observaram que a regulacdo negativa de IL-10 por LPS foi
revertida pela apigenina. Sugerindo que o flavonoide pode modular a resposta
inflamatoria através de multiplos mecanismos.

Segundo Halle e colaboradores (2008) a ativacdo do inflamassoma NLRP3,
esta intimamente associada a ativacdo de caspase 1 e liberacdo de IL-1B por
microglias expostas ao AB. Em estudo mais recente, Dempsey e colaboradores (2017)
analisaram o efeito de pequenas moléculas inibidoras do NLRP3, denominadas de
MCC950, em culturas de microglia. As culturas foram pré-incubadas por 4 h com LPS
(1pg/mL) e, ao fim da exposicao, foi adicionada MCC950 (100 nM) durante 30 min,
seguida da adi¢do de AB (10uM) durante 24 h. AMCC950 inibiu a ativagdo de caspase
1, estimulou a fagocitose de AB e reduziu a expressao de IL1B in vitro. O mesmo
estudo demonstrou, em modelo in vivo utilizando camundongos 2xTg-DA, que a
MCC950 (10 mg/kg) também inibiu a ativacdo do NLRP3 e da microglia, bem como
reduziu o acumulo de AB. Juntos, estes dados sugerem que o acumulo de AB pode
ser mediado pela formacdo do complexo inflamassoma.

As neurotrofinas (NTFs) sdo proteinas que promovem a diferenciacdo e
sobrevivéncia neuronal (JOSEPHY-HERNANDEZ et al., 2017). A exemplo, o BDNF e
NTF4 que se acoplam aos receptores tirosina-quinase TrkB e TrkC, codificados pelos
genes NTRK2 e NTRKS3, respectivamente. Sao responsaveis pela regulacdo do
crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia de neurbnios e possuem um papel
essencial no desenvolvimento e manutengao do SNC (BOULLE et al., 2012; KAPLAN
& MILLER, 2000; BOTHWELL, 2016). A ligacao de agonista aos receptores Trks leva
a ativacao da atividade enzimatica do receptor tirosina quinase e a fosforilagdo de
proteinas em locais onde substratos intracelulares, tais como PLCy, PI3K, Ras e Erkl
podem promover cascatas de sinalizacéo. Essas cascatas sdo geralmente associadas
ao desenvolvimento, sobrevivéncia, manutengcdo e funcdo neuronal (JOSEPHY-
HERNANDEZ et al., 2017).

Os efeitos do BDNF sé&o atribuidos a ativacao do receptor TrkB que transduz o
sinal através da via Ras-ERK, PI3K e PLCy (HUANG & REICHARDT, 2001; MOWLA
et al., 2001). Sabe-se que o BDNF é secretado por neurdnios e células gliais e esta
vastamente distribuido no SNC (MURER et al., 2001; PARK & POO, 2013), sendo
entdo capaz de induzir a transcricdo de genes associados com a sobrevivéncia

neuronal. Além disso, o BDNF é responsavel pela plasticidade sinaptica, crescimento
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neuronal, bem como proliferacéo e diferenciacdo de células-tronco neurais (LI et al.,
2017; MOWLA et al., 2001).

Segundo Tong e colaboradores (2008), a IL-1B interfere na sinalizacdo do
BDNF por suprimir a ativacdo das vias de transducdo de sinal (PI3-K/Akt e
MAPK/ERK) e do fator de transcricdo de gene (CREB) que estd associado com
sobrevivéncia neuronal. Assim, a IL1[3 torna os neurdnios vulneraveis a degeneracéo
ao interferir com a neuroprotecdo induzida por BDNF. Esta neurotrofina também
apresenta um papel critico na fisiopatologia da DA, na qual €& observada
neuroinflamacdo, que em parte é caracterizada pelo aumento de citocinas pro-
inflamatérias como IL1B. Zhang, C. e colaboradores (2014) mostraram que a
desregulacéo das vias de sinalizacdo do BDNF, correlaciona-se com perda sinaptica
e disfungéo celular subjacente ao comprometimento cognitivo na DA.

Os resultados obtidos neste trabalho, revelaram que os niveis de RNAm de
BDNF em co-culturas de neurénios e células gliais foram reduzidos apos inducdo de
neuroinflamacao com IL1B, e que o tratamento com apigenina foi capaz de reverter
este efeito. Estes achados reafirmam o efeito neuroprotetor da apigenina, conforme
descrito por Zhao e colaboradores (2013) que demonstrou aumento dos niveis de
BDNF, da expressdo de ERK1/2 e CREB e restabelecimento dos déficits de
aprendizagem e da fungéo cognitiva de ratos 2xTg-DA tratados com apigenina (40
mg/kg, via oral). Weng e colaboradores (2016) em trabalho mais recente,
demonstraram que a apigenina (20 e 40 mg/kg) reverteu o0 comportamento depressivo
em ratos que foram submetidos ao tratamento crénico com corticosterona. Somado a
estes achados, a administracdo de apigenina foi capaz de elevar os niveis de BDNF
nesta condicao.

As doencas neurodegenerativas geralmente apresentam um desequilibrio de
neurotrofinas, o que pode resultar na reducdo da sinalizacdo tréfica através dos
receptores Trk (JOSEPHY-HERNANDEZ et al., 2017). Embora neste trabalho n&o
tenha sido observado aumento da expressdo de NTF4 apds inducdo de
neuroinflamacao, assim como apos tratamento com apigenina, foi observado aumento
nos niveis de expressdo do BDNF, quando comparado ao dano com IL13. Como ja
comentado, diferentes abordagens podem ser utilizadas a fim de reestabelecer a
homeostasia do SNC, e o aumento de uma dessas NTFs associado a outros

mecanismos de protecdo como o efeito anti-inflamatorio, visto apds o tratamento com
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apigenina, podem desempenhar um papel fundamental no tratamento de disturbios
neurolégicos.

Em conjunto, nossos dados sugerem que a apigenina na concentragao de 1 uM
apresenta potencial neuroprotetor, anti-inflamatorio e imunomodulador da resposta
glial demonstrados em diferentes modelos de neuroinflamag&o. Foi observada
resposta inflamatoria exacerbada frente a diferentes estimulos, que foi caracterizada
pela expressdo de citocinas e quimiocinas proinflamatérias (IL6, IL18 e CCL5),
proliferacdo microglial, polarizacéo para perfil microglial M1 e astrogliose. Portanto,
sugerimos que esta neuroinflamacéo tenha conduzido a uma neurodegeneragéo, que
foi atenuada pelo aumento dos niveis de BDNF e pela modulagdo da resposta
neuroinflamatoria em consequéncia do tratamento com apigenina. Por fim, este é o
primeiro relato da interacdo do flavonoide apigenina em co-cultura de neurbnios e
células gliais submetidas ao dano com IL1(, correlacionando com a DA.

Por fim, mais estudos sdo necessérios a fim de elucidar os mecanismos

neuroprotetores da apigenina nestes modelos de neuroinflamacao.
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8 CONCLUSAO

Com base no conjunto de resultados obtidos neste trabalho de dissertacdo de

mestrado, concluimos que:

e Co-culturas de neurbnios e células gliais expostas a LPS, IL13 ou AP
constituem bons modelos de estudo in vitro para neuroinflamacéo caracteristica

da doenca de Alzheimer.

e A apigenina constitui um agente com potencial neuroprotetor, por ser capaz de
reduzir o numero de células caspase 3 positivas, reduzir o nimero de neurdnios

em degeneracado e aumentar a expressao do fator neurotrofico BDNF.

e A apigenina possui potencial anti-inflamatorio caracterizado pela reducédo da
expressdo dos mediadores pro-inflamatorios, IL6 e CCL5 e aumento da

expressao da citocina regulatéria 1L10.

e A apigenina apresenta potencial imunomodulador da resposta glial frente a

diferentes estimulos neuroinflamatérios.
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