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RESUMO

Os astrécitos participam ativamente da regulacdo redox no cérebro. O
desequilibrio entre a superproducdo de espécies reativas e mecanismos
antioxidantes, pode resultar na astrogliose reativa. A astrogliose associada ao
estresse oxidativo, pode promover mudangas na morfologia e na funcéo celular,
reducdo da atividade enzimatica e aumento de citocinas e mediadores
inflamatorios. Nesse contexto, os flavonoides, que possuem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, sdo candidatos promissores para o estudo de
terapias adjuvantes em doencas que tem como fisiopatologia o0 estresse
oxidativo. Este trabalho avaliou, in vitro, a citotoxicidade e atividade antioxidante
de flavonoides e derivados de sintese (naringenina, (S) — naringenina, 7,4’-O-
diprenilnaringenina,  (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina,  7-O-prenilnaringenina,
naringina, hesperidina, crisina, apigenina e rhoifolina), associados ao controle da
resposta inflamatoéria glial. A atividade antioxidante celular dos flavonoides e
derivados de sintese (1, 10 e 50uM) foi determinada pela reacéo de eliminacéo
do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Hesperidina e o derivado
diprenilado (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina, apresentaram maiores potenciais
antioxidantes e naringenina e seus demais derivados prenilados apresentaram
atividade antioxidante moderada apds este teste livre de células em reacdo de
15min. Foram utilizadas culturas primarias de glia enriquecidas de astrécitos
derivadas de ratos Wistar neonatos (P0-P2) expostas ao lipopolissacarideo
(LPS, 1 pg/mL por 24 h) e tratadas com as moléculas (5 ou 10 uM por 24 h).
Observou-se efeito antioxidante através do aumento dos niveis de GSH,
promovidos pela naringenina e seus derivados, através do teste de deplecdo da
glutationa com o monoclorobimano apos tratamentos (5 UM por 24 h). Nos niveis
enzimaticos de SOD, LPS e crisina aumentaram SOD e demais moléculas nédo
interferiram nos niveis enzimaticos. Através do teste de citotoxicidade (MTT) foi
demonstrado que o derivado prenilado 7-O-prenilnaringenina (1, 10 e 50 e
100uM por 24 h) foi o mais citotoxico para as células proliferativas de GL15
(humana) e C6 (murino), no entanto sem apresentar toxicidade e mudancgas
morfolégicas para as células da cultura primaria de glia enriquecida de astrdcitos.
Na coloracdo de Rosenfeld, apigenina e crisina (10 uM por 24 h), induziram
mudancas morfolégicas como retracdo do citoplasma e ndcleo das células da
cultura priméaria de glia enriquecida de astrécitos e demais moléculas atenuaram
mudancas morfolégicas promovidas pelo LPS (1 pg/mL) quando em tratamento
concomitante. Além disso, os flavonoides e derivados de sintese (10 uM, 24 h)
promoveram reducdo dos niveis de oxido nitrico (NO) e nao induziram producao
de NO em tratamento isolado. Juntos, esses achados indicam que flavonoides e
derivados de sintese tém capacidade antioxidante e antineuroinflamatoria
significativas, in vitro, podendo ser aliados como candidatos a tratamentos
adjuvantes em doencas neurodegenerativas.

Palavras-chave: Radicais Livres. Neuroinflamag&o. Flavonoides. Doencas
neurodegenerativas. Antioxidantes.



ABSTRACT

Astrocytes actively participate in redox regulation in the brain. The imbalance
between overproduction of reactive species and antioxidant mechanisms can
result in reactive astrogliosis. Astrogliosis associated with oxidative stress can
promote changes in cell morphology and function, reduced enzymatic activity and
increased cytokines and inflammatory mediators. In this context, flavonoids,
which have antioxidant and anti-inflammatory properties, are promising
candidates for the study of adjuvant therapies in diseases whose pathophysiology
is oxidative stress. This work evaluated, in vitro, the cytotoxicity and antioxidant
activity of flavonoids and synthetic derivatives (naringenin, (S) — naringenin, 7,4'-
O-diprenylnaringenin, (S)-7,4'-O-diprenylnaringenin, 7 -O-prenylnaringenin,
naringin, hesperidin, chrysin, apigenin and rhoifolin), associated with the control
of the glial inflammatory response. The cellular antioxidant activity of flavonoids
and synthesis derivatives (1, 10 and 50uM) was determined by the free radical
scavenging reaction 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH). Hesperidin and the
diprenylated derivative (S)-7,4'-O-diprenylnaringenin showed higher potential
antioxidants and naringenin and its other prenylated derivatives showed
moderate antioxidant activity after this cell-free test in a 15min reaction. Primary
cultures of astrocyte-enriched glia derived from neonatal Wistar rats (P0O-P2)
exposed to lipopolysaccharide (LPS, 1 pg/mL for 24 h) and treated with the
molecules (5 or 10 uM for 24 h) were used. An antioxidant effect was observed
through the increase in GSH levels, promoted by naringenin and its derivatives,
through the glutathione depletion test with monochlorobimane after treatments (5
UM for 24 h). The enzymatic levels of SOD, LPS and chrysin increased SOD and
other molecules did not interfere with enzymatic levels. Through the cytotoxicity
test (MTT) it was demonstrated that the prenylated derivative 7-O-
prenylnaringenin (1, 10 and 50 and 100uM for 24 h) was the most cytotoxic for
the proliferative cells of GL15 (human) and C6 (murine), however, without
presenting toxicity and morphological changes for primary culture cells of
astrocyte-enriched glia. In Rosenfeld staining, apigenin and chrysin (10 uM for 24
h) induced morphological changes such as retraction of the cytoplasm and
nucleus of cells from primary culture of astrocyte-enriched glia and other
molecules attenuated morphological changes promoted by LPS (1 pg/mL) when
on concomitant treatment. In addition, flavonoids and synthetic derivatives (10
MM, 24 h) promoted a reduction in nitric oxide (NO) levels and did not induce NO
production in isolated treatment. Together, these findings indicate that flavonoids
and synthesis derivatives have significant antioxidant and antineuroinflammatory
capacity, in vitro, and may be allied as candidates for adjuvant treatments in
neurodegenerative diseases.

Keywords: Free Radicals. Neuroinflammation. Flavonoids. Neurodegenerative
diseases. Antioxidants.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura quimica dos flavonoides ..............cccceeiiiiiiniciiiiiiecc i, 23
Figura 2 - Diversidade dos flavonoides ............ccooovieiiiiiiiiiiiiii e 24
Figura 3 - Estrutura da 7-O-Prenilnaringenina...........ccccccoovevvrivienineeeeninecnnne 26

Figura 4 - Estrutura quimica de flavonoides de naringenina e seus derivados
prenilados e de flavonoides crisina, apigenina, naringina, rhoifolina e

TSE] 01T o |1 - U 29
Figura 5 - Delineamento experimental de ensaio de MTT............ccuvvvviiiinnnnnns 33
Figura 6 - Atividade antioxidante das flavanonas e flavonas na eliminacdo do
radical DPPH a0 1ongo de 15 MINULOS. ......cceiiiiiiiiiiieieeieeiiiiiee e 37
Figura 7 - Prospeccao do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através do
teste de MTT em células astrocitarias humanas da linhagem GL-15................ 39
Figura 8 - Fotomicrografia de células astrocitarias humanas da linhagem GL-15
APOS LrALAMENTOS. ... .eeiiie ittt e e e e e e e e e s nbeeeeee e e anees 40
Figura 9 - Prospeccao do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através do
teste de MTT em células astrocitarias murinas da linhagem C6....................... 41
Figura 10 - Fotomicrografia de células astrocitarias murinas da linhagem C6 apés
LU= 1210 0[] 010 1T PP TP PP UPPPTRPRIN 42

Figura 11 — Prospeccao do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através
do teste de MTT em culturas primarias de células gliais enriquecida de

o] 1 10101 (0 1 PP PPPPPRR 43
Figura 12 - Fotomicrografia de células em culturas primarias de células gliais
enriquecidas de astrocitos apds tratamentos...............vvveviiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee, 44

Figura 13 - Efeito dos flavonoides e derivados de sintese em culturas primérias
de glia enriquecida de astrocitos na deplecéo da glutationa apés tratamentos. (A)
Fotomicrografia de marcacéo por fluorescéncia. (B) Intensidade de fluorescéncia

dos Niveis de glutatioNa.........cccceoieeiiiiiie e 47
Figura 14 - Atividade total de superéxido dismutase (SOD) em cultura primaria
de glia enriquecida de astrocitos apds tratamentos...............coeevvvveevviiiiiiieeeennn. 49

Figura 15 - Niveis de nitrito, forma estavel de oxido nitrico (NO) determinados
pela reacdo de Griess no sobrenadante de culturas primarias de células gliais
enriquecidas de astrocitos apis tratamentos............cccoevcvvviviiiiieiieeeee e 51

Figura 16 - Fotomicrografias evidenciando a morfologia de células apés
coloracdo de Rosenfeld em culturas primarias de células gliais enriquecidas de
astrOCitos apOs tratameENTOS. ..........cooiiiiiiiiieeecie e 52


file:///C:/Users/Janaina/Documents/MESTRADO%20-%20PASTA%203/MESTRADO%202021/1.ESCRITA%20DA%20DISSERTAÇÃO/CORREÇÕES%20DA%20DISSERTAÇÃO/2ªCORREÇÃO/ANDAMENTO_DISSERTAÇÃO%20JANAINARIBEIRO_CORREÇÕES_29112022_.docx%23_Toc120813878
file:///C:/Users/Janaina/Documents/MESTRADO%20-%20PASTA%203/MESTRADO%202021/1.ESCRITA%20DA%20DISSERTAÇÃO/CORREÇÕES%20DA%20DISSERTAÇÃO/2ªCORREÇÃO/ANDAMENTO_DISSERTAÇÃO%20JANAINARIBEIRO_CORREÇÕES_29112022_.docx%23_Toc120813879
file:///C:/Users/Janaina/Documents/MESTRADO%20-%20PASTA%203/MESTRADO%202021/1.ESCRITA%20DA%20DISSERTAÇÃO/CORREÇÕES%20DA%20DISSERTAÇÃO/2ªCORREÇÃO/ANDAMENTO_DISSERTAÇÃO%20JANAINARIBEIRO_CORREÇÕES_29112022_.docx%23_Toc120813880
file:///C:/Users/Janaina/Documents/MESTRADO%20-%20PASTA%203/MESTRADO%202021/1.ESCRITA%20DA%20DISSERTAÇÃO/CORREÇÕES%20DA%20DISSERTAÇÃO/2ªCORREÇÃO/ANDAMENTO_DISSERTAÇÃO%20JANAINARIBEIRO_CORREÇÕES_29112022_.docx%23_Toc120813881
file:///C:/Users/Janaina/Documents/MESTRADO%20-%20PASTA%203/MESTRADO%202021/1.ESCRITA%20DA%20DISSERTAÇÃO/CORREÇÕES%20DA%20DISSERTAÇÃO/2ªCORREÇÃO/ANDAMENTO_DISSERTAÇÃO%20JANAINARIBEIRO_CORREÇÕES_29112022_.docx%23_Toc120813881
file:///C:/Users/Janaina/Documents/MESTRADO%20-%20PASTA%203/MESTRADO%202021/1.ESCRITA%20DA%20DISSERTAÇÃO/CORREÇÕES%20DA%20DISSERTAÇÃO/2ªCORREÇÃO/ANDAMENTO_DISSERTAÇÃO%20JANAINARIBEIRO_CORREÇÕES_29112022_.docx%23_Toc120813881
file:///C:/Users/Janaina/Documents/MESTRADO%20-%20PASTA%203/MESTRADO%202021/1.ESCRITA%20DA%20DISSERTAÇÃO/CORREÇÕES%20DA%20DISSERTAÇÃO/2ªCORREÇÃO/ANDAMENTO_DISSERTAÇÃO%20JANAINARIBEIRO_CORREÇÕES_29112022_.docx%23_Toc120813882

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Arg - L-arginina

ATP — Adenosina Trifosfato

BDNF - Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro
BHE - Barreira Hematoencefalica

°C — Grau celsius

C6 - Linhagem de glioma murino C6

CAT - Catalase

Cu - Cobre

DAMP - Padrdes Moleculares Associados a Danos
DMSO - Dimetilsulfoxido

DPPH — 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

DMF - Dimetilformamida

eNOS - NOS endotelial

ER’s- Espécies Reativas

ERN — Espécie Reativa de Nitrogénio

ERO’s - Espécies Reativas De Oxigénio

GFAP - Proteina Fibrilar Acida Glial (Glial Fibrillary Acidic Protein)
GPx - Glutationa Peroxidase

GSH - Glutationa reduzida

H20:2 - Peréxido De Hidrogénio

IL-1 - Interleucina 1

IL-10 - Interleucina 10

IL-1B - Interleucina 1 Beta

IL-6 — Interleucina 6

IL-8 — Interleucina 8

INOS - NOS Induzivel

LPS - Lipopolissacarideo

MCB - Monoclorobimano

MDA - Malondialdeido

MRNA - RNA Mensageiro

MtNOS - NOS Mitocondrial

MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio
NF - kB - Factor nuclear kappa B

NGF - Fator De Crescimento Nervoso



NNOS - NOS neuronal

NO - Oxido Nitrico

NOS2 - Oxido Nitrico Sintase 2

NRF2 - Fator nuclear derivado de eritroide 2

O2* - Radical Superoxido

OHe - Radical Hidroxila

OONO" - Peroxinitrito

PAMP - Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos
PDGF - Fator De Crescimento Derivado De Plaquetas
RNM - Ressonancia Magnética Nuclear

RT- gPCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase com Transcri¢cao reversa
SDS — Dodecil Sulfato de Sodio

SNC - Sistema Nervoso Central

SOD - Superoxido Dismutase

STAT 2 - Transdutor de Sinal e Ativador da Transcri¢cao 2
TGFp - Fator de Crescimento Transformante Beta
TLRA4 - Receptor toll-like 4

TNF - Fator de Necrose Tumoral

UM — Micromolar

UM - Microlitro

y-GCS - y-Glutamilcisteina sintetase



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ooieeiieiceeece ettt 13
2. REVISAQ DE LITERATURA ... 16
2.1. ESPECIES REATIVAS E MECANISMOS ANTIOXIDANTES
CELULARES ... e e e et e e e s 16
2.2. ESTRESSE OXIDATIVO E DOENCAS NEURODEGENERATIVAS . 18
2.2.1 Flavonoides: Promissores adjuvantes terapéuticos ...........cccccvuennn. 22
3. HIPOTESE ..ottt 27
A, OBJETIVOS .o e eaas 27
4.1. ODbjJetivo geral ..., 27
4.2.  Objetivos eSpecCifiCoS ... 27
5. MATERIAIS E METODOS ... .coooiiiiiiectecece et 28
ASPECIOS BLICOS. ... uuieiiee ittt 28
5.1. Obtencao das moléculas e diluigBes............coevrvieeiiieeerreeiiiiinnnnn. 28
5.2. Teste do DPPH (cell-free teste) ..., 29
5.3. Cultura de linhagens celulares astrocitarias C6 e GL-15 e
TrALAMENTOS ... 30
5.4. Cultura primaria de glia enriquecida de astrdcitos e tratamentos 31
ST T =153 (=3 o (o 1Y O I U 32
5.6. Avaliacdo da glutationa (GSH) ........cccceovviiiiiiiiiiiiie e, 33
5.7. Avaliacdo de atividade de superoxido dismutase (EC 1.15.1.1) 33
5.8. Dosagem de OXido NItriCO.........cceurrriiiiiieeieeeeiiee e, 34
5.9. Coloracdo de Rosenfeld ... 35
5.10. Analise EStatiStiCa.......ccooeeeieiiieieeee e 35
6. RESULTADOS ... 37

7.
8.
9.

6.1. Capacidade antioxidante (cell-free teste): flavonoides e derivados
de sintese apresentam diferentes atividade antioxidante frente ao

radical DPPH ..o 37
6.2. Flavonoides e derivados de sintese apresentam diferentes

efeitos na viabilidade de células astrocitarias ...........c..cc.coeeuueeeee. 39
6.3. Flavonoides e derivados de sintese sdo capazes de modular a

reatividade astrocitaria e sistemas antioxidantes ....................... a7
6.3.1 O flavonoide naringenina e derivados prenilados modulam os

NIVEIS dE GSH ....iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeenannne 47
6.3.2 LPS e crisina promovem aumento dos niveis da superéxido

(015 L0 7= 49
6.3.3 Flavonoides e derivados modulam diferencialmente a producéo

(0 L@ ) qTo [0 JN 1N 1 oo R 51

6.3.4 Flavonoides e derivados modulam diferencialmente a morfologia de
células da glia em culturas de glia enriquecidas de astrocitos.... 52

DISCUSSAOD ..o e 54
CONCLUSAOD ..o ettt e, 62
REFERENCIAS .. oottt 64

10.ANEXOS



13

INTRODUCAO

As espécies reativas, uma vez que sao subprodutos do metabolismo celular,
estdo envolvidas em processos imunoldgicos, de sinalizacdo sinaptica e
memoria (ADAM-VIZI, 2005; MORGAN & LIU, 2011, HARDINGHAM,
DACHTLER & FOX, 2013). O desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas e mecanismos antioxidantes como enzimas e moléculas de baixo peso
molecular como a GSH (MCCORD & FRIDOVIC, 1969; KIM et al., 2015;
FORMAN, ZHANG & RINNA, 2009) leva a diversas altera¢cées como o estresse
oxidativo no encéfalo (HSIEH & YANG, 2013).

Dentre as células da glia, os astrécitos sdo as principais células
homeostéticas no cérebro e estdo relacionadas as respostas inflamatorias e a
imunidade inata do sistema nervoso central (FARINA, ALOISI & MEINL, 2007).
A astrogliose reativa € uma resposta classica dos astrocitos a lesfes cerebrais,
doencas e insultos, como um mecanismo resolutivo da lesdo. Porém de forma
persistente, estd associada a disturbios como as doencas neurodegenerativas
gue tem como uma das fisiopatologias o0 estresse oxidativo e a neuroinflamagéo
(SOFRONIEW et al., 2009; SINGH et al., 2019). Esta condicdo de astrogliose
pode induzir o aumento de mediadores inflamatorios através da secrecédo de
citocinas e quimiocinas levando a formacao de cicatriz glial que delimita o local
da lesédo, reduzindo os desequilibrios na homeostase tecidual, restringindo a
inflamacdo (MURPHY, 2000; REIS et al., 2017; NELSON, CONNOLLY &
MCARTHUR, 2003).

Neste contexto, os astrocitos possuem atividade ambivalente exibindo
fendtipo protetor ou prejudicial durante a neuroinflamacdo. Estudos in vitro
demonstraram que fatores como o NFkB, que amplifica a producdo sustentada
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, através do aumento da expressao
de enzimas pro-inflamatorias, induziu a producédo de agentes neurotoxicos por
diferentes tipos de células, como microglia e astrdcitos, levando indiretamente a
apoptose neuronal (CHEN et al., 2005; FISCHER & MAIER, 2015; SINGH et al.,
2020). Em contrapartida, a inativagdo do NFkB, em astrécitos, melhorou a
degeneracdo axonal no giro dentado, reduzindo a infiltracdo de leucécitos via
STAT2 e neuroinflamagédo (KHOROOSHI, BABCOCK & OWENS, 2008).
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Atualmente, as doencas neurodegenerativas ndo tém cura. Os medicamentos
atuam de forma mais eficaz em estagios iniciais da doenca, podendo atenuar a
progresséo do disturbio e o declinio cognitivo, melhorando a qualidade de vida
dos pacientes, entretanto, estas drogas utilizadas promovem altas toxicidades e
efeitos colaterais.

Substancias naturais como os polifendis dietéticos, os flavonoides, sao
compostos presentes em plantas (RICE-EVANS et al., 1995) e apresentam
diversas propriedades farmacoldgicas como atividade antitumoral (DA SILVA et
al., 2019; NASCIMENTO et al., 2021), imunomoduladora (DOURADO et al.,
2020) e morfogénica (SILVA et al., 2008). Muitos flavonoides dentre estes a
flavanona naringenina (CHTOUROU et al., 2016) e flavona apigenina (AHMEDY
et al., 2022) tém sido alvo de estudos devido aos seus potenciais beneficios para
a saude humana principalmente na prevencao de disturbios neuroinflamatorios
e do declinio cognitivo associado a condi¢des patolégicas, como as doencas de
Alzheimer e Parkinson, neutralizando ou retardando a progressao dessas
doencas (CARUSO et al., 2022; GODOS et al., 2020). Flavonoides também sao
neuroprotetores (OLIVEIRA-JUNIOR et al.,, 2019; FERREIRA et al.,, 2021)
através de alguns mecanismos como a capacidade de diminuir os niveis de
mediadores pro-oxidantes e proé-inflamatérios como o malondialdeido (MDA)
além de resgatar niveis de antioxidantes cerebrais como a glutationa reduzida
(GSH) (DI PIETRO et al., 2020).

Os flavonoides também podem se combinar com outras moléculas na
formacdo de compostos prenilados (SANTOS & SILVA, 2020). Os flavonoides
prenilados sdo uma subclasse de flavonoides, que combinam um esqueleto
flavonoide com uma cadeia lateral prenil. Apesar dos flavonoides serem
abundantes na natureza, os flavonoides prenilados tem disponibilidade limitada
e por isso a sintese organica € uma excelente forma de obtengcdo destas
moléculas. O grupo prenil confere o aumento da lipofilicidade dos flavonoides,
levando a uma maior permeabilidade e biodisponibilidade in vivo resultando em
melhor interacdo com células alvo (YU et al., 2022; XU et al., 2012; TAO et al.,
2017). Poucos estudos descrevem as atividades antioxidantes dos flavonoides
prenilados, principalmente os obtidos por sintese organica, demonstrando uma
escassez de informacdes, tornando necessario o aprofundamento desta

tematica.
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Neste contexto, estes achados impulsionam a busca por novos
compostos naturais e derivados prenilados com propriedades terapéuticas, no
ambito de gerar resultados que beneficiem compreender o envolvimento das
células da glia no contexto neuroinflamatorio, constituindo uma estratégia futura
para atenuar a progressao das doencas com cunho neuroinflamatorio. Assim, o
presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito antioxidante
e anti-inflamatoério de flavonoides e derivados de sintese prenilados frente a

estimulo inflamatério em células astrocitarias.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESPECIES REATIVAS E MECANISMOS ANTIOXIDANTES CELULARES

Espécies reativas (ER’s) € um termo que caracteriza moléculas, atomos ou ions
que apresentam alta instabilidade, reatividade e consequentemente atividade
oxidante (LOBO et al., 2010). Essas espécies, principalmente de nitrogénio
(ERN) e oxigénio (ERO’s) sdo subprodutos do metabolismo celular e estdo
envolvidas na transducéo de sinal de processos imunologicos e inflamatoérios
(MORGAN & LIU, 2011), na sinalizacdo de céalcio (GORLACH et al., 2015;
PARPURA et al., 1994) e em mudancas funcionais e estruturais necessarias
para a plasticidade sinaptica e memodria (MASSAAD & KLANN, 2011;
HARDINGHAM, DACHTLER & FOX, 2013).

A formacgdo dessas moléculas acontece de forma continua e fisioldgica dentro
da célula como consequéncia de reacbes enzimaticas (cadeia respiratoria,
fagocitose, sistema citocromo P450, dentre outros) e ndo enzimaticas (reacdes
do oxigénio com compostos organicos) (LOBO et al., 2010). Neste processo, 0
aumento da permeabilidade da membrana interna mitocondrial, producdo de
espécies reativas nos peroxissomos e no reticulo endoplasmatico, pode
desencadear sua liberacdo para o citosol, gerando lesdes e oxidacdo de
macromoléculas como o DNA, lipidios e proteinas (HE et al., 2017; KIM et al.,
2015).

O radical superoxido (Oz2*) € uma das primeiras espécies reativas a serem
formadas. Gerado majoritariamente na fosforilacdo oxidativa (MASSAAD &
KLANN, 2011), através de um intermediario radicalar semiquinona que pode ser
oxidado (equacéo 1) (RIBEIRO et al., 2005), forma peréxido de hidrogénio (H202)
(equacao 2) a partir da reacao de dismutacdo do anion superoéxido (equacao 2)
(LOSADA-BARREIRO & BRAVO-DIAZ, 2017). A interacdo de proteinas como a
transferrina e o perdxido de hidrogénio, na Reacao de Fenton (equacao 3) € tida
como a principal via de geragao do radical hidroxila (OHe¢) que é altamente
reativo, através da decomposicdo do H20: catalisada por biometais redox-ativos
como o ferro na sua forma livre (BARDESTANI et al., 2021; CAROCCI et al.,
2018; NANDI et al., 2019). Ja o o6xido nitrico (NO), molécula sinalizadora, é
formado principalmente através da enzima oOxido nitrico sintase (NOS) através

da conversao do aminoacido L-arginina (Arg) em L-Citrulina (equacéo 4). A sua
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forma livre (NO-) é prejudicial para as biomoléculas (BOURGOGNON et al.,
2021; POON et al., 2004; SINGH et al., 2019; TEWARI et al., 2021), uma vez
que forma peroxinitrito (ONOO), envolvido na neuroinflamagdo (JUSTO &
SUEMOTO, 2022)
Equacéo (1): O2 + e — Oz~
Equagéo (2): 202 + 2H — O2 + H202
Equacdo (3): H202 + Fe?* — + OH + Fe®*e 02 + H202 — 'OH + OH" + O2
Equacéo (4): Arginina + 202 + NADPH — Citrulina + 2H20 + NADP* + NO-

Essas espécies reativas de oxigénio como o radical superéxido (O2¢), peréxido
de hidrogénio (H20:2), radical hidroxila (OH+) e 6Oxido nitrico (NO) podem ser
atenuados a partir de mecanismos de defesa enziméticos ou através de
pequenas moléculas antioxidantes. Estes mecanismos se baseiam em reacdes
de clivagem e remocdao dos radicais livres, convertendo-os em produtos menos
téxicos, como peroxido de hidrogénio e agua através de catalisadores como:
manganés, ferro, cobre e zinco. O sistema de defesa antioxidante enzimatico,
envolve a: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx’s) (NIMSE & PAL, 2015).

Descoberta em 1969 por McCord e Fridovich e considerada a primeira linha de
defesa contra espécies reativas, as superdxidos dismutases convertem
efetivamente Oz em O2 e H202 por oxidacdo e reducgdo, respectivamente
(MCCORD & FRIDOVIC, 1969). Possuem 3 isoformas: SOD1, forma dimérica
citosdlica de cobre-zinco, SOD2 superoxido dismutase de manganés tetramérico
mitocondrial e a SOD3, forma tetramérica que € secretada na matriz extracelular
(MONDOLA et al., 2016; LEE, CHA & LEE., 2020).

Um outro grupo de enzimas, as glutationas peroxidases (GPxs) sdo uma familia
de oxidorredutases que promovem a reducdo do H20:2. Esta localizada tanto no
citosol quanto nas mitocondrias e até entdo 8 isotipos sao conhecidos (GPx1 —
GPx8), sendo glutationa peroxidases dependentes de selénio (GPX1-4 e 6) e
trés congéneres que ndo possuem selénio, (GPX 5, 7 e 8) e que possuem
cisteina ao invés de selenocisteina na sua estrutura (BRIGELIUS-FLOHE &
MAIORINO, 2013).

A catalase, proteina tetramérica contendo um grupo heme, esta localizada nos

peroxissomos, no citoplasma e nas mitocondrias. E uma enzima responsavel
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pela conversdo de H202 em agua e em oxigénio, usando ferro ou manganés
como cofator (KIM et al., 2015).

Os mecanismos ndo enzimaticos também interrompem a sucessao de eventos
oxidantes. Sdo moléculas de baixo peso molecular como a y-L-glutamil - L -
cisteinil- glicina (GSH), composta por trés aminoacidos - cisteina, glicina e acido
glutamico e considerada o antioxidante mais importante sintetizado nas células.
Outros antioxidantes provenientes da dieta, como a vitamina E (a-tocoferol),
vitamina C (&cido ascérbico) (FORMAN, ZHANG & RINNA, 2009), B-caroteno e
compostos polifendlicos como os flavonoides (LEE & ULATOWSKI,
2019; NIMSE & PAL, 2015; PARK & ELLIS, 2020) atuam como agentes
redutores dos radicais livies (MESCIC MACAN, GAZIVODA KRALJEVIC &
RAIC-MALIC, 2019). A desregulacio desses diversos mecanismos implica na
patogénese de doencas humanas, incluindo os distarbios neurodegenerativos
relacionados ao aumento do estresse oxidativo como acontece nas doencas de
Alzheimer e Parkinson (DU et al., 2022; HSIEH & YANG, 2013; HAMBRIGHT et
al., 2017; SMEYNE & SMEYNE, 2013).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E DOENGCAS NEURODEGENERATIVAS
O cérebro € um o6rgdo com alta taxa metabdlica caracterizada pela intensa
producéo de espécies reativas (LUSHCHAK et al., 2021). Embora as espécies
reativas sejam associadas ao declinio funcional do cérebro correlacionado ao
envelhecimento, em baixas concentracbes, participam de funcdes
homeostéaticas como parte das vias de transducdo de sinais envolvidos nos
processos imunes, crescimento, diferenciacdo, progressdo e morte celular
(ZHANG et al., 2016; MASSAAD & KLANN, 2011).

Algumas células apresentam discreta producdo de espécies reativas quando
estimuladas por interleucinas (IL-1, IL-6, dentre outras), fator de necrose tumoral
(TNF), fatores de crescimento como o NGF e PDGF, fator de crescimento
nervoso e derivado de plaquetas, respectivamente. Isso elucidou que ERO’s
participam da iniciacdo e/ou manuten¢ao adequada de vias de transducgao de
sinal, em diferentes niveis da cascata de sinalizagcéo, atuando como segundos
mensageiros, através das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK’s),

mediando fun¢Bes importantes como morte celular programada (MULDER,
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2000; VALKO et al., 2007; ) e ativacdo de fatores de transcricdo como o NFkB
via TNF e IL-1 (BAUD & KARIN, 2001).

O tecido nervoso é um tecido suscetivel & oxidacéo devido a alta producéo de
ERQO’s, altos niveis de acidos poliinsaturados susceptiveis a peroxidacéo,
defesas antioxidantes relativamente baixas e regeneracéo limitada (LEE, CHA &
LEE, 2020; SINGH et al., 2019). As células gliais, como astrdcitos e microglia,
demandam um maior consumo de oxigénio e glicose para o funcionamento
fisiologico do cérebro, o que resulta na geracdo de um pool continuo de ATP,
tornando o cérebro também suscetivel ao consumo constante de oxigénio,

gerando ainda mais radicais livres (UTTARA et al., 2009).

Este acimulo de moléculas instaveis no encéfalo pode levar ao estresse
oxidativo, regulador chave na fisiopatologia do desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, que consistem na perda patoldégica de neurbnios e/ou
mielina (VERKHRATSKY et al.,, 2015) como acontece nas doencas de
Parkinson, Alzheimer, Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA), Huntington e na
esclerose multipla (SINGH et al., 2019). Estes distlrbios na sua maioria,
resultam em sintomas irreversiveis como declinio cognitivo que se traduzem em
danos fisicos e mentais, gerando custos significativos no ambito da saude e
social (WEN et al., 2020). No entanto, é dificil determinar quando, no processo
da doenca, esses danos ocorrem e quao influentes sao na progressao dessas
doencas (DRUMMOND et al., 2017).

Os astrocitos, classe de células neurais que possuem origem neuroectodérmica
(VERKHRATSKY & NEDERGAARD, 2018), € a maior populacdo de células da
glia do SNC, constituindo até 40% do numero total de células do encéfalo
humano. S&o células altamente heterogéneas em forma e fungéo, realizam
atividades homeostaticas, neuroprotetoras e metabdlicas, estabilizam e regulam
a barreira hematoencefalica (BHE), os niveis de fluidos extracelulares,
tamponam altas concentragcdes de ions, aléem de absorver e recaptar 0 excesso
de neurotransmissores, como o glutamato (HERCULANO-HOUZEL, 2014;
VASILE, DOSSI & ROUACH 2017; OBERHEIM, GOLDMAN & NEDERGAARD,
2012; RANSOM & RANSOM, 2012; BENARROCH, 2005). Estas células
expressam receptores de PAMP (padrdes moleculares associados a patdgenos)

e DAMP (padrdes moleculares associados a danos ou perigos), participam da
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resposta imune inata, secretam fatores que ativam as células cerebrais vizinhas,
amplificando a resposta imune inata e promovendo mudancas na
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE). Tudo isso resulta no
recrutamento de células imunes da circulacdo sanguinea para o parénquima do
SNC, que atuam na resposta imune adaptativa (SOFRONIEW, 2020; FARINA,
ALOISI & MEINL, 2007).

Os astrécitos também desempenham papel significativo na manutencédo das
defesas antioxidantes, podendo exercer funcéo critica neurotoxica, regulando
positivamente marcadores inflamatérios como ERO/ERN, IL183, IL-6, TNF-a ou
atuando como neuroprotetor, regulando, por exemplo, alguns mediadores como
Arginase 1 e NRF2 (fator nuclear derivado de eritroide 2), importante na indugao
de genes desintoxicantes (LIDDELOW & BARRES, 2017; LEE et al., 2019; NEAL
et al., 2018; HOSTENBACH et al., 2014), principalmente enzimas antioxidantes
como SOD e GPx (KIM et al., 2015).

Um dos mecanismos de defesa classico dos astrécitos as lesdes cerebrais,
doencas, insultos como o estresse oxidativo e a neuroinflamacéo, € a astrogliose
reativa. Na forma sutil, apresenta grande potencial resolutivo do mecanismo
gerador da leséo, limitando o local do dano, regulando a neuroinflamacédo e
promovendo a recuperacdo neuronal pés-lesdo (SOFRONIEW & VINTERS,
2010) em que as células retornam para o estado homeostatico. Em niveis
extremos de dano e inflamacdo, os astrocitos podem formar a cicatriz glial
gerando mudancas estruturais duradouras (SOFRONIEW, 2009; VOSKUHL et
al., 2009), tornando-se hipertréficos, apresentando alta imunorreatividade de
proteinas como vimentina e nestina (CHEN et al., 2020) e também da proteina
fibrilar acida glial (GFAP), uma proteina de filamento intermediario do
citoesqueleto (CARTER et al., 2019; HOL & PEKNY, 2015) onde mudangas na
sua expressdo, podem apontar plasticidade adaptativa homeostatica, além de

resposta a estimulos neuroinflamatorios.

Diversos estudos apontam a importancia da superoxido dismutase no processo
de regulacdo das doencas neurodegenerativas. A SOD1, estd localizada
principalmente em astrécitos em todo o SNC, mas a enzima também é detectavel
nos neurdnios (LINDENAU et al., 2000). De forma geral, mutagdes em SOD1

foram identificadas como a principal causa da forma familiar autossémica
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dominante da ELA (ROSEN et al., 1993; BERDYNSKI et al., 2022) e também
estdo correlacionadas as doencas de Alzheimer (DA) e Parkinson (DP), onde
apresentam-se em niveis elevados, na forma de agregados néo fibrilares, que
estdo associados a placas senis amiloides e lesdes marcantes de degeneragéo,
compartilhando mecanismos patogénicos comuns da DA e DP (CHOI et al.,
2005). Outras isoformas como a SOD2, esta localizada exclusivamente dentro
das mitocondrias e € observada em maior quantidade nos neurdnios do que em
células gliais, ao menos que estas células estejam em processo de gliose,
observados em células microgliais e oligodendroécitos. Todas as isoformas da
superéxido dismutase regulam o0s processos antioxidantes em doencas
neurodegenerativas (TRIST et al., 2021; MAIER & CHAN, 2002; KRAMER, et al.,
2002).

O complexo sistema antioxidante do Sistema Nervoso Central (SNC) depende
principalmente da glutationa, e a maior concentracdo de GSH é encontrada nas
células gliais do cértex (ISKUSNYKH, ZAKHAROVA & PATHAK, 2022). A
glutationa atua eliminando espécies reativas, através de reacdo direta nao
enzimatica ou doando elétrons para glutationa peroxidase (GPx) (LUSHCHAK,
2012). Em modelos de co-cultura neurdnio/glia, a remocao do astrocito impediu
a sintese neuronal de glutationa, facilitando a toxicidade do microambiente por
espécies reativas. Neste modelo de cultura, in vitro, um astrdcito é capaz de
proteger até 20 neurdnios (DRINGEN, PFEIFFER & HAMPRECHT, 1999;
DESAGHER, GLOWINSKI & PREMONT, 1996). Alguns estudos demonstraram
a correlacao entre glutationa reduzida (GSH) e SOD, onde a glutationa reduzida
pode operar como fonte alternativa de ativacdo de SOD, uma vez que GSH
também esté implicada nos mecanismos de entrega de cobre (Cu) para SOD1,

num estudo de ELA. Isto foi demonstrado em modelo de camundongos CCS /-,

(chaperona de cobre para SOD) onde acreditava-se, desde a sua descoberta,
em 1997, que era o unico meio de ativagdo da SOD 1 (CARROLL et al., 2004;
CULOTTA et al., 1997; WONG et al., 2000).

Ja o oxido nitrico (NO), € um neurotransmissor ndo convencional, com auséncia
de armazenamento de vesiculas, sendo produzido sob demanda neuronal.
Neurbnios, células gliais e células endoteliais podem expressar NOS sendo

potenciais fontes de NO no encéfalo (TAJES et al., 2013). As trés isoformas
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tradicionais da enzima Oxido nitrico sintase sdo NOS neuronal (nNOS), NOS
endotelial (eNOS) e NOS induzivel (iNOS). Além da isoforma NOS mitocondrial
(mtNOS), sendo considerada nas células cerebrais, uma isoforma da nNOS
expressa na membrana interna mitocondrial (LACZA, PANKOTAI & BUSIJA,
2009; TATOYAN & GIULIVI, 1998; HIBBS JR, 1988).

Na astrogliose reativa, a inducdo da o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
produz grandes quantidades de 6xido nitrico (NO) que combina-se com o anion
superoxido, na formacdo de peroxinitrito (OONO") contribuindo para a
neuroinflamacdo e danos nos tecidos cerebrais. Esta isoforma é encontrada
principalmente nas células da glia, como microglia e astrdcitos e é ativada em
resposta ao reconhecimento de microorganismos com consequente liberacéo de
citocinas pré-inflamatérias (MONCADA & BOLANOS, 2006; REIS et al., 2017).

As terapias modernas fornecem apenas o tratamento dos sintomas em vez de
regular os mecanismos patoldgicos. A multiplicidade de fatores que levam ao
fendtipo da doenca aliados a resposta heterogénea dos pacientes e o obstaculo
critco de medicamentos que ndo conseguem atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE), representam o0s grandes desafios para o
desenvolvimento de terapias eficazes para as doencas neurodegenerativas
(ABORODE et al., 2022). Deste modo, é importante explorar os antioxidantes
alternativos e multifuncionais como agentes potenciais para o tratamento de

distarbios neurologicos.

2.2.1 Flavonoides: promissores adjuvantes terapéuticos

As plantas medicinais desenvolvem, até os tempos atuais, importante
papel no tratamento ou cura de doencas. Detentoras de uma grande variedade
de compostos fitoquimicos, sdo consideradas matéria prima para
desenvolvimento e producdo de medicamentos. Apesar do crescente uso de
medicamentos alopaticos, as plantas medicinais ainda séao fortemente utilizadas

para a manutencdo da saude humana (PATEL e PATEL, 2017).

O Brasil destaca-se por ser o maior produtor mundial de laranja e o maior
exportador do suco da fruta (US Department of Agriculture, 2022), contribuindo
fortemente para o agronegocio brasileiro. Um grande grupo de compostos

fendlicos presentes em plantas, conhecidos como flavonoides, podem ser
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obtidos pela sintese organica através da Quimica Verde. A Quimica Verde tem
como obijetivo principal reduzir o uso de produtos quimicos e reagentes toxicos
gerando o minimo de residuos por meio da utilizacdo de equipamentos com alta
eficiéncia energética causando menos impacto ambiental, alcan¢cando assim a
sustentabilidade (SAJID & PLOTKA-WASYLKA, 2022).

Um dos 12 principios da Quimica Verde € a utilizacdo de fontes de matérias-
primas renovaveis com o uso de biomassa, como a extracéo de produtos de alto
interesse da industria farmacéutica. Victor e colaboradores (2021), obtiveram
pela primeira vez, flavonoides isolados dos residuos de cascas de citricos como
a laranja comum [Citrus sinensis (L.) Osbeck] e toranja (Citrus  paradisi (L.) na
obtencdo da hesperidina (3’,5,7-tri-hidréxi-4’-metéxi-flavanona-7-O-rutinosideo)
e naringina (4’,5,7-tri-hidroxi-flavanona-7-O-rhamnoglucosideo),
respectivamente, gerando um grande potencial na utilizacdo da biomassa das
frutas em questdo para a producdo de compostos fendlicos puros e de alto valor
agregado em aplicacdes de suas propriedades antioxidantes (BARRETO, et al.,
2023).

Figura 1 - Estrutura quimica dos flavonoides

Fonte: Kumar & Pandey (2013)

De acordo com Kumar e Pandey (2013), a estrutura basica dos
flavonoides é de 15 carbonos, sendo dois anéis benzenos (anéis A e C) ligados
por um anel pirano heterociclico (anel B) (Fig.1). Esta estrutura, seguida de
modificacdes como hidroxilacdo, por exemplo, garantem diversas propriedades
bioldgicas aos compostos fendlicos e a diversidade do grupo, como as flavonas
e flavanonas (Fig.2) (PETERSON & DWYER, 1998; PATEL; SINGH & PATEL,
2018).
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Figura 2 - Diversidade dos flavonoides
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Fonte: Patel; Singh e Patel, 2018 (Adaptado)
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A principal caracteristicas dos flavonoides é a alta capacidade
antioxidante (RICE-EVANS et al.,, 1995) e apesar desses compostos serem
degradados em acidos fendlicos apds a metabolizacdo, ainda assim, de acordo
com Pietta (2000) possuem capacidade de eliminar os radicais livres quando

consumidos.

A partir da atividade antioxidante dos flavonoides, outras propriedades
foram investigadas, como a capacidade antiinflamatéria (KOUHESTANI, JAFARI
& BABAEI, 2018). No estudo de DA SILVA et al., (2019), através do teste de RT-
gPCR os autores evidenciaram que os flavonoides rutina e quercetina
promoviam aumento da expressdo de mRNA para IL-1B (Interleucina 1 beta),
NOS2 (Oxido Nitrico Sintase 2) e reducéo significativa da expressio de mRNA
para IL-6, TGF[ (fator de crescimento transformante beta) e arginase, sugerindo
o controle da resposta inflamatoria exacerbada. Ja em modelos in vitro de co
cultura neurdnio/glia, os flavonoides participaram ndo somente da reducao da
expressdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL18 em modelos de
neuroinflamacao induzidos por lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (DE

ALMEIDA et al., 2020), como também na reducao da expresséo da citocina pro-
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inflamatoria IL-6 e aumento da expressao de BDNF (Fator Neurotrofico Derivado
do Cérebro) em um modelo da doenca de Alzheimer (DOURADO et al., 2020).

Outros estudos também demonstram a capacidade dos flavonoides, de
atenuar o estresse oxidativo, através do aumento da atividade enzimatica da
SOD e GSH-Px além da reducé&o do malondialdeido (MDA) no modelo de leséo
cerebral isquémica (GUO et al., 2019), reducdo dos niveis de NO com
administracao de doses de 21mg/kg de quercetina (Urtica dioica) em modelo de
estresse cronico hipocampal em camundongos, num estudo delineado por
Mehta, Parashar & Udayabanu (2017).

Devido aos flavonoides possuirem menor solubilidade em meio aquoso e
maior possibilidade de degradacdo no meio fisiol6gico, sua bioatividade é
limitada. Sendo assim, para melhor otimizacéo dos efeitos de flavonoides, alguns
estudos foram realizados a fim de estudar a biodisponibilidade destes
compostos. Para tanto, o estudo de Krishnakumar e colaboradores (2011)
avaliou, in vitro, o flavonoide naringenina (NAR), investigando o desenvolvimento
de mecanismos que protegessem esta molécula da degradacdo. Para isto,
desenvolveram nanoparticulas carregadas de naringenina (NARNPS) do inglés
naringenin-loaded nanoparticles ou nanoparticulas carregadas de naringenina.
A eficécia terapéutica da molécula foi analisada utilizando o ensaio do MTT que
demonstrou que a atividade citotoxica dos NARNPs era superior que a do NAR
livre, resultando em 14% de viabilidade de células HelLa. Os autores concluiram
qgue as concentracdes de 10, 20, 30, 40 e 50ug/mL das NARNPs foram dose-
dependentes para atividade citotdéxica nas células. Outros mecanismos como
adicdo de ciclodextrina (WEN et al.,, 2010), nanoformulagbes incluindo
lipossomas, nanoparticulas poliméricas e nanoemulsdes (KRISHNAKUMAR et
al., 2011; SHARMA, et al., 2022) e administracdo de componentes naturais via
intranasal (KARTHIKA et al.,, 2022) podem melhorar a biodisponibilidade e
consequente eficacia terapéutica de flavonoides. Porém, ainda n&o foi elucidado
por quais mecanismos os metabdlitos dos polifenois atravessam a BHE (Barreira
Hematoencefalica) se por difusdo simples ou através de carreadores especificos
(FIGUEIRA et al., 2017).

Apesar de alguns dos receptores encontrados na BHE ja serem

identificados, como: receptor de transferrina (TfR), receptor de lipoproteina de
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baixa densidade (LDLR), receptor leptina e receptor nicotinico de acetilcolina
(nAchR), foi verificada uma estratégia inovadora para contornar o BBB através
da entrega mediada por células, onde leucdcitos e células-tronco sdo usados
como transportadores para entregar nanossistemas ao cérebro (TEIXEIRA, et
al., 2023).

Por outro lado, os flavonoides também podem se combinar com outras moléculas
na natureza, como 0s grupamentos prenilicos, na formacdo de compostos
prenilados, constituindo uma subclasse de flavonoides. Possuem atividades
biolégicas como antibacterianos e antitumorais (NAGO et al., 2021; GIRISA et
al., 2021) e vem sendo descritos na literatura como o grupo de compostos com
potencial antioxidante e antineuroinflamatério (SANTOS & SILVA, 2020), onde a
prenilacdo aumenta a lipofilicidade dos flavonoides, resultando em maior
afinidade pelas membranas biolégicas e uma melhor interacdo com proteinas
alvo (XU et al., 2012).

No entanto, a ocorréncia natural de flavonoides prenilados, que combinam a
porcdo flavonoide e a cadeia lateral do grupamento prenil lipofilico (Fig.3), é
baixa, o que limita a aplicacdo desses compostos bioativos em produtos

farmacéuticos e, portanto, a sintese organica dessas moléculas é uma boa
maneira de obtencdo (YANG et al., 2015).

Figura 3 - Estrutura da 7-O-Prenilnaringenina

Fonte: Autora

Um ensaio realizado por Rahman et al., (2010) demonstrou que flavonoides
prenilados possuem atividade de eliminacdo do radical DPPH e ABTS.
Promovem o0 enzimatico da catalase, glutationa peroxidase e superoxido
dismutase em células de macréfagos, induzido pelo LPS (LI et al., 2018). Outros

estudos elucidaram que alguns prenilflavonoides da Fructus psoraleae, como a



27

isobavachalcona (5 uM) diminuiu os niveis de IL-6 e IL-18 em modelos de DP,
induzido por MPTP, em camundongos e reduziu a expressao de citocinas TNF -
a, IL-6, IL- 1B e IL-10 em células BV-2 estimuladas por LPS (0,1uM /mL) (JING
et al., 2017). Prenilflavonoides como a morachalcona D (0-40uM/6h), da folha da
amoreira, suprimiu de forma significativa a producdo de ROS e os niveis de
deplecdo da GSH, esta, de forma dose-dependente, em células HT22 derivadas
de neurdnios de camundongos, onde o estresse oxidativo foi induzido pelo
glutamato (6mM) (SEO et al., 2015).

Sendo assim, encontrar substancias exdégenas que consigam modular as
enzimas ou reduzir as espécies reativas € um passo importante para o controle

do estresse oxidativo e consequente neuroinflamacéao.

3. HIPOTESE
Flavonoides e derivados de sintese possuem atividade antioxidante e

atenuam neuroinflamacao associada a resposta das células gliais.

4. OBJETIVOS
4.1 Obijetivo Geral
Avaliar a atividade antioxidante e antineuroinflamatéria de flavonoides e

derivados de sintese frente a dano inflamatério em células gliais.

4.2 Obijetivos Especificos
1. Avaliar o potencial citotéxico dos flavonoides e derivados de sintese
em células astrocitarias.
2. Avaliar as vias enzimaticas antioxidantes dos flavonoides e derivados
de sintese durante o estimulo inflamatorio.
3. Analisar a resposta astrocitaria antineuroinflamatoéria de flavonoides e

derivados de sintese através de parametros funcionais e estruturais.



28

5. MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos

Este trabalho faz parte de um amplo projeto intitulado "Bioprospeccéo
farmacoldgica de produtos naturais e derivados em células do sistema nervoso
central’, e foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal atendendo todas as exigéncias legais e todos 0s aspectos éticos
estabelecidos, inclusive a legitimidade das informacdes, o sigilo necessério e a
posterior publicacdo dos beneficios e resultados para o progresso do
desenvolvimento cientifico. Para esta, os animais foram obtidos do Biotério do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia, onde foram
submetidos a procedimentos segundo o protocolo ja bem estabelecido no LabNg
e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do ICS/UFBA (CEUA-
ICS) com Protocolo n° 6731220818 (ID 000058).

5.1 Obtencéo das moléculas e diluicbes

Os derivados de sintese dos flavonoides naturais (Fig.4) foram desenvolvidos
pelo Grupo de Pesquisa em Sintese Quimica e Bioatividade Molecular - GPSQ-
UFBA, em Salvador — BA através do Professor Dr. Mauricio Victor do Instituto de
Quimica, Departamento de Quimica Organica, da Universidade Federal da
Bahia. A molécula padrao (substrato) naringenina foi extraida da casca da
toranja (Citrus paradisi) e a partir da naringenina foi obtida a (S) — naringenina
através de hidrdlise acida. Através de diversas modificacdes estruturais destes
dois flavonoides, resultantes da esterificacdo da flavanona (naringenina) com
acido senecioico foram geradas outras 3 moléculas: 7-O-prenilnaringenina ; 7,4’-
O-diprenilnaringenina e a (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina. Da toranja também foi
extraida a naringina que através de algumas modificages estruturais resultou
na obtencdo da flavona rhoifolina (sintetizada por oxidagdo da naringina) e
também da apigenina (sintetizada a partir da oxidacdo e hidrélise acida da
naringina).

Hesperidina foi obtida do albedo da laranja comum (Citrus sinensis (L.) Osbeck).
A crisina foi adquirida (CAS Number: 480-40-0). Os produtos foram
caracterizados por ressonancia magnética nuclear (RNM) de 'H e 2C e as
atribuicdes de regiosseletividade confirmadas por efeitos eletronicos (alteracdes

de deslocamento quimico) observados nos espectros de RMN de *H e de 13C



29

Figura 4 - Estrutura quimica de flavonoides de naringenina e seus derivados
prenilados e de flavonoides crisina, apigenina, naringina, rhoifolina e hesperidina.
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Para a utilizacdo nos testes, as moléculas foram diluidas em dimetilsulfoxido
(DMSO) na concentracdo de 100 mM, formando solugfes estoque e mantidas a
temperatura de -20 °C. Como condi¢ao controle foi considerado o DMSO, veiculo
de diluicdo das moléculas, em volume equivalente (maximo 0,1%). As diluicbes
finais de cada uma das moléculas foram preparadas de acordo com estudos
prévios do grupo (DE ALMEIDA et al., 2020; COELHO et al., 2019; DA SILVA et
al., 2019) e no momento do tratamento, diluiu-se as diretamente em meio de
cultura DMEM isento de Soro Fetal Bovino (SFB).

5.2 Teste do DPPH (cell-free teste)

O ensaio de eliminacao de radicais DPPH- foi realizado de acordo com o método
descrito por Blois (1958) com algumas modificacdes para microplaca de 96
pocos. Na presenca de uma molécula antioxidante, o DPPHe. aprisiona um atomo
de hidrogénio em sua forma hidrazina com a consequente perda da cor roxa para
amarelo palido. O efeito antioxidante € proporcional ao desaparecimento da cor,
podendo ser facilmente avaliado acompanhando a diminuigcdo da absorcao de
UV em 517 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER & BERSET, 1995)

A solucdo mae de radical DPPHe+ foi preparada em metanol de forma a
apresentar absorbancia entre 0,6 a 0,7 a 517 nm. Volumes de reacao de 200pL,

contendo 125uM de radical DPPHe foram preparados em metanol e 50uL de
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diferentes concentracdes de flavonoides ou derivados de sintese (1, 10 e 50 M)
foram incubados a 25 + 2 °C durante 15 minutos e leitura realizada no leitor de
microplacas (Varioskan™ Flash Multimode Reader, Thermoplate) no
comprimento de onda de 517 nm. O mesmo procedimento foi feito com o Trolox,
usado como padrao em diferentes concentragdes (1, 10 e 50 uM ). Este teste foi
realizado no escuro e em temperatura ambiente. A porcentagem de inibicdo do
DPPH?- foi calculada pela seguinte equagcao: AA% = 100 — [(Abs amostra — Abs
branco) / Abs controle] x 100, sendo amostra: tratamento com flavonoides ou

derivados de sintese; branco: metanol; controle: metanol + DMSO 0,05%.

5.3.  Cultura de linhagens celulares astrocitarias C6 e GL-15 e tratamentos

As células astrocitarias da linhagem GL-15, derivadas de glioblastoma humano
(BOCCHINI et al., 1991) foram mantidas em meio DMEM (Dubecco’s Modified
Eagle Medium - Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino; 44 mM
de bicarbonato de sédio; 1% de penicilina; 1% de estreptomicina; 7 mM de
glicose (Isofarma, CE, Brasil), e incubadas, a 37 °C em atmosfera Umida e
controlada, contendo 5% de CO:2, sendo cultivadas em placas de petri aderentes
de 100 mm de didametro contendo 10 mL de meio, com SFB, substituido a cada
48 h.

Apébs a confluéncia de 80%, as células da linhagem astrocitarias GL-15 foram
dissociadas utilizando-se a solucéo de tripsina 0,05% e EDTA 0,02% (Tripsina/
EDTA, Sigma Aldrich, Saint Luis, MO, USA, 9002077) diluida em PBS (Tampé&o
fosfato-salino) isento de calcio e magnésio, durante dois minutos em estufa e
replagueadas em placas de poliestireno de 96 pocos, a uma densidade de
7,5x10* células/poco para o teste do MTT. O mesmo procedimento foi realizado
para a linhagem celular astrocitarias C6 derivada de glioma de rato, induzida

guimicamente por metil-nitrosureia (BENDA et al., 1968).

As culturas foram mantidas em condi¢cdes controle, tratadas com o veiculo de
diluicdo dos flavonoides (DMSO 0.1%), ou tratadas com os flavonoides e
derivados de sintese (1, 10, 50 e 100 uM). Apos 24h as culturas foram

processadas para analise do MTT.
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5.4 Cultura priméaria de glia enriquecida de astrécitos e tratamentos

Foram utilizados ratos Wistar neonatos (P0-P2), obtidos do Biotério do Instituto
de Ciéncias da Saude da UFBA (ICS-UFBA). Os procedimentos adotados estao
em conformidade com as Diretrizes Brasileiras de Boas Praticas para Producéo,
Manutencdo e Utilizacdo de animais em atividades de Pesquisa Cientifica e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do ICS/UFBA (CEUA-
ICS) com Protocolo n° 6731220818 (ID 000058).

A cultura priméria de glia de astrécitos foi preparada de acordo com o método de
Cookson & Pentreath (1994) modificado, com protocolo estabelecido no
Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular (LabNq) (DA SILVA et al., 2019).
Os ratos neonatos foram decapitados, tendo seus hemisférios encefélicos
expostos e isolados assepticamente. As meninges e vasos sanguineos foram
retirados do cértex com auxilio de pincas. Apos esse procedimento, o cortex foi
dissecado mecanicamente com pipeta Pasteur e, em seguida, as células foram
filtradas em uma membrana de Nitex estéril de 75 um e plagueadas em frascos
pré-revestidos com poli-D-lisina (25 pg/mL) em PBS e as células suspensas em
meio DMEM (Dubecco’s Modified Eagle Medium - Cultilab), suplementado com
10% de soro fetal bovino; 44 mM de bicarbonato de sddio; 1% de penicilina; 1%
de estreptomicina; 7 mM de glicose (Isofarma, CE, Brasil). As células foram
mantidas em garrafas de cultivo, em camara umida com 5% COz a 37 °C, ao
longo de 10 dias até atingirem confluéncia. Apds este periodo, foi removido as
células da microglia das garrafas de cultura, apos agitacdo a 230 rpm a 37 °C
por 3 h, permanecendo no tapete celular, a cultura primaria de glia enriquecida
de astrocitos de acordo com o protocolo estabelecido por Da Silva e
colaboradores (2019). Nesta cultura foi acrescido um novo meio DMEM (Gibco,
Gaithersburg, MD), suplementado com 10% de SFB (Cultilab, SP, Brasil), 2 mM
de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de soédio, 100 Ul/mL de
penicilina/estreptomicina e 7 mM de glicose e incubadas a 37 °C em atmosfera
umida e controlada, contendo 5% de CO2 por mais 05 dias.

Apos esse periodo, as células da cultura primaria de glia enriquecida de astrécito
foram dissociadas utilizando-se uma solucéo de tripsina 0,05% e EDTA 0,02%
(Tripsina/ EDTA, Sigma Aldrich, Saint Luis, MO, USA, 9002077) diluidos em PBS

isento de calcio e magnésio durante 5 minutos em estufa e com o auxilio da
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camara de Neubauer para contagem, foram replaqueadas em placas de
poliestireno de 96 pogos, a uma densidade de 3,3x10* células/pogo ou 2,0x10°
em placas de 24 pocos para os testes. Laminulas revestidas com poli-D-lisina
(50 pg/mL, Sigma-Aldrich PO671) foram adicionadas nas placas de 24 pocos
previamente ao estabelecimento das culturas para fins de analises de

imunofluorescéncia.

As culturas foram mantidas em condi¢des controle, tratadas com o veiculo de
diluicdo dos flavonoides (DMSO 0.1%), ou tratadas com os flavonoides e
derivados de sintese (5 ou 10uM) isoladamente ou apdés inducdo de estimulo
inflamatorio com LPS de Escherichia coli (1 pg/ml (Sigma Chemical Company

L2880). Apos 24h as culturas foram processadas para analises.
5.5 Teste do MTT

A avaliacdo do efeito da viabilidade celular (Fig.5) foi feita através da atividade
mitocondrial apds 24h de tratamento. Foi realizado o teste do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazdlio (MTT) (MTT, Thermo Fisher), que se baseia
na conversao deste sal tetrazolio de cor amarela em cristais de formazan de cor
violacea, através das enzimas desidrogenases mitocondriais das células viaveis
(HANSEN; NIELSEN & BERG, 1989). Decorrido o tempo de tratamento, foi
adicionado 100 pL da solucdo de MTT (5mg/mL) diluido em meio DMEM na
concentracdo de 1 mg/mL em cada poco das placas, que foram levadas a
camara umida com 5% de COz a 37 °C por 2 h. Apés o periodo de exposi¢ao ao
MTT, adicionou-se as placas 100 pL da solucédo tampéo de lise (20% de SDS e
50% de DMF, pH 4,7) para a total dissolucdo dos cristais de formazan,
mantendo-a em temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada
ap6s 18h (overnight), em leitor de microplacas Varioskan™ Flash Multimode
Reader, Thermoplate, no comprimento de onda de 595 nm. A viabilidade celular
foi representada pelo percentual de células viaveis em relagdo ao controle
(DMSO 0,1%), considerado como 100%, por ndo apresentar diferenca estatistica

em relacdo a exposicao das ceélulas apenas ao controle negativo.
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Figura 5 - Delineamento experimental de ensaio de MTT.
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5.6 Avaliacdo da glutationa (GSH)

Para a avaliacdo da deplecdo de glutationa (GSH) (EKLUND et al., 2002) foi
utilizada a cultura priméria de glia enriguecida de astrdcitos. Uma solucao
estoque do monoclorobimano (MCB) foi preparada em 100 mM em metanol
absoluto e estocada a -20°C no escuro. O ADL-butionina-SR-sulfoximina (BSO),
um inibidor de sintese especifico de GSH (Bailey, 1998), foi utilizado como
controle positivo, na concentracdo de 1 mM e apds 24 h de tratamento com 0s
flavonoides e derivados de sintese (5uM); as culturas foram entédo lavadas trés
vezes com tampao fosfato-salino (PBS) e incubadas com 50 uM de MCB em 10
mL de meio de cultura durante 40 min. Apds o tempo de incubacéo, as células
foram lavadas novamente com PBS. A deteccéo da glutationa na forma livre foi
realizada por microscépio de fluorescéncia (Leica, Wetzlar-Germany, DFC7000,
acoplado a camera AxioCam HRm). As fotografias foram tiradas com um tempo
de exposicdo de 211 ms para todas as amostras onde 8 campos randomizados
foram fotografados para analise e as imagens geradas foram analisadas através

do Software ImageJ 1.33u (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA).

5.7 Avaliacéo de atividade de superéxido dismutase (EC 1.15.1.1)

Foi utilizado o protocolo de Weydert & Cullen (2010), com modificacdes. As

células foram plagueadas em placas de 100mm com densidade celular de
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12,0x108 por placa. Apés 24h, realizado o tratamento com o controle DMSO
0,01%, flavonoides e derivados de sintese na concentragdo de 10uM. Decorrido
o tempo de tratamento (24h), o sobrenadante foi desprezado, as células lavadas
3 vezes com 5mL de solucéo salina tamponada com fosfato livre de Ca2+ e Mg2+
por 30 s (PBS: KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaHPO4 8 mM e NaCl 136,9 mM,
pH 7,0). Foi removido a maior parte do tamp&o restando 1,5mL. Com o auxilio
do cell scraper, as células foram raspadas da superficie da placa, coletadas e
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 3000 rpm por 10 minutos. Apds esta
etapa, o sobrenadante foi desprezado, o pellet celular ressuspenso em 100 uL
de PBS (pH 7,8) e as amostras sonicadas (Qsonica Q55-110) com amplitude de
40% por 30 segundos por 2 ciclos, em banho de gelo. As amostras celulares

foram armazenadas no -70°C para as posteriores analises enzimaticas.

A atividade total de SOD foi determinada medindo sua capacidade de inibir a
reducao fotoquimica de cloreto de nitroblue tetrazolium (NBT) por Oz, conforme
descrito por (BEYER JR & FRIDOVICH, 1987). A taxa inicial da reagao foi
determinada através de absorbancia a 560 nm usando um leitor de microplacas
(Varioskan™ Flash Multimode Reader, Thermoplate). Inicialmente, 180 pL do
mix de reagentes (50 mM PBS (pH 7,8), 14 mM metionina, NBT 75 mM,
riboflavina 2 mM, EDTA 0,1 mM) foi misturada com 6 yL da amostra celular. Em
seguida, a reacao foi iniciada a partir da irradiacéo de lampada fluorescente 9W
a 25°C por 9 min (tempo estabelecido apds realizar a curva de consumo do mix
de reagentes). A inibicdo do NBT produzido é proporcional a atividade da SOD
presente na amostra. A atividade enzimatica foi expressa como unidades de
atividade de SOD (U) por mg de proteina total. Uma unidade de atividade SOD
€ expressa como a quantidade da enzima necessaria para causar 50% de
inibicdo da reducdo do NBT sob as condi¢bes experimentais. A quantificacédo
das proteinas totais em cada amostra foi obtida utilizando um kit DC para
dosagem de proteinas totais (Kit DC Bio-Rad, Hercules, CA, USA), segundo
meétodo de Lowry (LOWRY et al., 1951) modificado.

5.8 Dosagem de Oxido Nitrico

A producao de oxido nitrico (NO) foi avaliada através do acumulo de nitrito de

sodio (NaNO2) no meio de cultura usando o teste colorimétrico baseado no
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reagente de Griess (Wang & Mazza, 2002). Amostras de 50 pL do sobrenadante
da cultura foram coletadas apoés o tratamento prévio (24h) de estimulo com LPS
1 pg/ml e / ou tratamento de 24 h com 10 pM dos flavonoides ou derivados de
sintese. Volumes iguais de meio de cultura e reagente de Griess (1% de
sulfanilamida, 0,1% de dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina e 2% de acido
fosforico - Sigma Aldrich, Saint Luis, MO, EUA) foram misturados na proporcao
de 1:1. A mistura foi incubada durante 10 min a temperatura ambiente e mediu-
se a absorbancia a 540 nm utilizando um leitor de microplacas (Varioskan™
Flash Multimode Reader, Thermoplate). As concentracdes de nitrito nas
amostras foram determinadas com base em uma curva padrao de nitrito de sodio
(1,26—100 mmol/L NaNO2).

5.9 Coloracéo de Rosenfeld

As alteracbes morfolégicas das células astrocitarias frente ao estimulo
inflamatério LPS e tratamento com os flavonoides e derivados de sintese foram
avaliadas atraveés da coloracdo de Rosenfeld em placas de 24 pogos com
densidade de 2,0 x 10° células/poco. Apds o estimulo prévio (24h) com LPS 1
pg/ml, Sigma Chemical Company L2880, as células foram tratadas por 24h com
os flavonoides e derivados de sintese (10 pM). As células foram lavadas trés
vezes com Tampéao fosfato-salino (PBS) e fixadas com metanol a -20°C por 10
min em temperatura ambiente, em seguida lavadas trés vezes com PBS. As
células fixadas foram coradas pelo protocolo estabelecido por Rosenfeld
(Rosenfeld, 1947). O reagente de Rosenfeld foi adicionado e incubado por 20
min em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas com agua
destilada, secas ao ar e analisadas por microscopia de contraste de fase sem o
filtro verde (Nikon TS-100) e em seguida, fotografado por uma camera digital

acoplada ao microscopio.

5.10 Andlise Estatistica

Os dados gerados receberam tratamento estatistico adequado através do
software GraphPad Prism, versao 5.0 ou 6.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, Califérnia, EUA), sendo expressos como média + desvio padrao ou

mediana * percentis. Os valores de p adotados como estatisticamente
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significantes nas analises foram aqueles inferiores a 0,05 sendo *p < 0,05, **p <
0,01, **p < 0,001 e ****p < 0,0001. Os resultados obtidos com distribuicédo
normal foram representados por média (testes de normalidade Shapiro-Wilk ou
teste de D'Agostino e Pearson), sendo escolhidos testes estatisticos
paramétricos usados nas comparacdes entre grupos tratados e controles. Para
os resultados representados por mediana (distribuicdo n&o-normal) foram
usados testes ndo-paramétricos. A viabilidade celular foi calculada em
porcentagem em relacdo ao controle, considerado como 100%.
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6.1 Capacidade antioxidante (cell-free teste): flavonoides e derivados de sintese apresentam diferentes atividade

antioxidante frente ao radical DPPH

6. RESULTADOS
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Figura 6: Atividade antioxidante das flavanonas e flavonas na eliminagdo do radical DPPH ao longo de 15 minutos. Os dados sédo apresentados como a média

com barra de desvio padrao (DP) de trés réplicas (p < 0,05) quando comparado ao trolox (padréo) para cada concentragéo (1, 10 e 50 uyM).
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As moléculas deste estudo constituem duas classes de flavonoides, as
flavanonas (naringenina, (S) — naringenina, 7,4’-O-diprenilnaringenina, (S)-7,4'-
O-diprenilnaringenina, 7-O-prenilnaringenina, naringina e hesperidina) e
flavonas (crisina, apigenina e rhoifolina) e foram avaliadas quanto a capacidade
antioxidante pelo ensaio DPPH. Dentre estes flavonoides e derivados de sintese,
as flavanonas, apresentaram capacidade superior a 50% comparado com o
trolox (39,12%) na eliminacao de radicais livres. Hesperidina (118,55%), (S)-7,4'-
O-diprenilnaringenina (93,10%), naringenina (76,06%), (S) — naringenina
(59,19%) e 7,4’-O-diprenilnaringenina (69,68%), na concentracéo de 1uM com
ICs0 na faixa de: 28,02 - 121,48uM. Entretanto a partir de 10uM houve uma
reducdo da capacidade antioxidante deste grupo de flavonoides, demonstrando
que a atividade antioxidante ndo € dose-dependente. Em contrapartida, as
flavonas apresentaram menor capacidade antioxidante, nas trés concentragdes
do estudo (1, 10 e 50 uM) com capacidade antioxidante semelhantes e suas
atividades em todas as concentracdes, foi inferior aquela do trolox, mostrando
atividade antioxidante muito mais fraca em contraste com o0 grupo das
flavanonas. Entre as moléculas testadas apenas a flavanona hesperidina
(118,55% e 109,32%), e o derivado diprenilado (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina
(93,09% e 89,70%) nas concentracbes de 1 e 10 pM, respectivamente,
apresentaram ser mais efetivas do que o padréo trolox (analogo da vitamina E)
utilizado como controle (Fig. 6).
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6.2 Flavonoides e derivados de sintese apresentam diferentes efeitos na viabilidade de células astrocitarias.
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Figura 7 - Prospeccao do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através do teste de MTT em células astrocitarias humanas da linhagem GL-15. A atividade
das desidrogenases mitocondriais foi medida apds 24h apds exposicdo das células as moléculas nas concentracdes 1, 10, 50 e 100uM ou ao DMSO 0,1%
(veiculo). Os dados foram analisados através do One Way ANOVA seguida pelo poés-teste Student-Newmann-Keuls e pos teste de Dunn.

Resultados expressos em média + DP como porcentagem em relacdo ao DMSO 0,1% considerado como 100%. (*) representando valores p<0,05; (****)
representando valores < 0,0001 com diferenca estatistica em relagao ao controle DMSO.
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Figura 8 - Fotomicrografia de células astrocitarias humanas da linhagem GL-15 apos
tratamentos. Foram submetidas por 24h aos flavonoides e derivados de sintese nos tratamentos
de: DMSO 0,1% (controle); 1uM, 10uM, 50uM e 100uM. Objetiva 10X. scale bars = 50. Setas
brancas indicam altera¢des morfoldgicas.
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Figura 9 - Prospeccéo do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através do teste de MTT em células astrocitarias murinas da linhagem C6. A atividade
das desidrogenases mitocondriais foi medida apds 24h apds exposicdo das células as moléculas nas concentracdes 1, 10, 50 e 100uM ou ao DMSO 0,1%
(veiculo). Os dados foram analisados através do One Way ANOVA seguida pelo poés-teste Student-Newmann-Keuls e pos teste de Dunn.
Resultados expressos em média + DP como porcentagem em relacdo ao DMSO 0,1% considerado como 100%. (*) representando valores p<0,05; (****)

representando valores < 0,0001 com diferenca estatistica em relagao ao controle DMSO.
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Figura 10 - Fotomicrografia de células astrocitarias murinas da linhagem C6 ap0s tratamentos.
Foram submetidas por 24h aos flavonoides e derivados de sintese nos tratamentos de: DMSO
0,1% (controle); 1pM, 10pM, 50uM e 100pM. Objetiva 10X. scale bars = 50. Setas brancas
indicam alteragBes morfoldgicas.
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Figura 11 — Prospeccdo do efeito de flavonoides e derivados sintéticos, através do teste de MTT em culturas primarias de células gliais enriquecida de astrocitos.
A atividade das desidrogenases mitocondriais foi medida apds 24h apés exposicdo das células as moléculas nas concentra¢des 1, 10, 50 e 100uM ou ao
DMSO 0,1% (veiculo). Os dados foram analisados através do One Way ANOVA seguida pelo pos-teste Student-Newmann-Keuls e pés teste de Dunn.
Resultados expressos em média + DP como porcentagem em relacdo ao DMSO 0,1% considerado como 100%. (*) representando valores p<0,05; (****)

representando valores < 0,0001 com diferenca estatistica em relagao ao controle DMSO.
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Figura 12 - Fotomicrografia de células em culturas priméarias de células gliais enriquecidas de
astrécitos apds tratamentos. Foram submetidas por 24h aos flavonoides e derivados de sintese
nos tratamentos de: DMSO 0,1% (controle); 1uM, 10uM, 50uM e 100uM. Objetiva 10X. scale
bars = 50. Setas brancas indicam alteracdes morfoldgicas.
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As células da glia participam efetivamente de processos no SNC principalmente
nas mudancas morfologicas e fisioloégicas necessarias para a homeostase
cerebral (ALLEN & BARRES, 2009). Neste sentido, linhagens de células
astrocitarias: GL-15, C6 e cultura primaria de glia enriquecida de astrocitos vém
sendo utilizadas para estudar a proliferacdo e viabilidade celular (MEAD &
PENTREATH, 1998) de compostos fendlicos como os flavonoides
(QUINCOZES-SANTOS et al., 2013).

As concentracdes dos flavonoides e tempos utilizados neste ensaio foram
baseadas em trabalhos anteriores do nosso grupo de trabalho no Laboratério de
Neuroquimica e Biologia Celular (COELHO et al., 2019; da SILVA et al., 2019).
Inicialmente foi realizada uma triagem com os flavonoides e derivados de sintese
com o objetivo de avaliar a proliferacédo e viabilidade de células gliais. Células
astrocitarias das linhagens GL-15, C6 e células gliais de culturas primarias
enriquecidas de astrocitos foram tratadas com os compostos nas concentracoes
de 1, 10, 50 e 100 pM e avaliadas ap6s um periodo de 24 horas. De forma geral,
foi observado que o efeito do tratamento de alguns flavonoides e derivados de
sintese promoviam mudancas na morfologia e reducéo da celularidade, quando

comparadas ao controle (DMSO).

Através da microscopia de contraste de interferéncia diferencial, observou-se
que as células de GL15, expostas aos flavonoides e derivados de sintese,
reduziram a viabilidade celular de forma significativa quando comparado ao
controle DMSO 0,1%. Dentre estas moléculas, destacaram-se quanto a reducao
da viabilidade celular os flavonoides apigenina, crisina e o derivado
monoprenilado (7-O-prenilnaringenina), com porcentagem de viabilidade celular
marcadamente acentuada, abaixo de 50%, na concentracao de 100 uM (Fig. 7).
Além disso, foi observado os efeitos da molécula monoprenilada quanto as
mudancas morfologicas, como retracdo do citoplasma e nucleos condensados
bem como os efeitos na reducdo da celularidade promovidos pelos flavonoides
apigenina e o derivado sintético diprenilado da naringenina (7,4’-O-

diprenilnaringenina) (Fig.8).
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As células de glioma murino, apresentaram-se mais resistentes aos efeitos dos
flavonoides e derivados de sintese. Houve reducédo da viabilidade das células
C6, com valores proximos de 50%, quando estas foram expostas a concentracéo
de 100 uM dos flavonoides crisina, apigenina e do derivado monoprenilado e de
forma mais discreta, porém significativa, apés exposicdo ao flavonoide
hesperidina (Fig. 9)

Estes efeitos foram observados pela microscopia, a partir da concentracao de
50uM, apOs tratamento, com mudancas mais intensas promovidas pelos
derivados diprenilado e monoprenilado (7,4’-O-diprenilnaringenina e 7-O-
prenilnaringenina, respectivamente), crisina, apigenina e hesperidina na
concentracdo de 100 uM. As células mudaram da morfologia de fenétipo classico
alongado com corpo e ndcleo bem caracteristicos, semelhante ao controle
DMSO, para o fenétipo de citoplasmas retraidos e reducdo do tamanho celular

(Fig.10), indicativo de mudancas metabdlicas celulares associadas a morte
celular (WANG et al., 2018).

Ja na cultura priméaria de glia enriquecida de astrécitos, observou-se que 0s
compostos nao induziram alta toxicidade nas concentracfes testadas e que o
flavonoide naringenina e seus derivados de sintese monoprenilado (7-O-
prenilnaringenina) e diprenilado (7,4’-O-diprenilnaringenina), promoveram
aumento de células metabolizando o MTT, sugerindo proliferagdo, mesmo em
concentracdes baixas, como de 1 uM (Fig. 11), efeito observado também nas
concentracfes de 50 e 100 uM, sem mudancas morfolégicas, com excecao da
crisina 100 puM que promoveu reducdo da viabilidade celular (Fig. 10) com
valores préximos de 50%. Ja na microscopia de contraste diferencial, mudancas
na morfologia promovidas pelas moléculas de rhoifolina, apigenina, crisina,
naringina e hesperidina sao observadas ja em 50 uM e com efeitos mais intensos
em 100 uM, onde as células apresentam-se com nucleo e citoplasma retraidos
e com reducdo do tamanho celular (Fig.12). Nas trés culturas de ceélulas

astrocitarias, os efeitos observados ndo foram dose-dependentes.
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6.3 - Flavonoides e derivados de sintese sdo capazes de modular a reatividade astrocitaria e sistemas antioxidantes
6.3.1 O flavonoide naringenina e derivados prenilados modulam os niveis de GSH
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Figura 13 - Efeito dos flavonoides e derivados de sintese em culturas primarias de glia enriquecida de astrécitos na deplecéo da glutationa apés tratamentos.
(A) Fotomicrografia de marcacéo por fluorescéncia. Foram expostas ao controle DMSO 0,05%, BSO (D,L-buthionine-(S,R)-sulfoximine) 1mM, naringenina, (S)
— naringenina, 7,4’-O-diprenilnaringenina, (S)- 7,4’-O-diprenilnaringenina, 7-O-prenilnaringenina, crisina, apigenina, naringina, rhoifolina e hesperidina (5uM)
apos 24 horas de tratamento. (B) Intensidade de fluorescéncia dos niveis de glutationa. Objetiva 10X, scale bars = 50. Resultados expressos em média +
desvio padréo. (*) p< 0.05 em relacdo ao controle DMSO 0,05%.
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Os resultados apresentados através de microscopia de fluorescéncia (Fig 13a)
demonstraram que houve reducéo da fluorescéncia promovida pelo MCB ap0s
tratamento com BSO, utilizado como controle positivo, um inibidor da y-
glutamilcisteina sintetase (y-GCS), (DREW & MINERS, 1984; GRIFFITH &
MEISTER, 1979). O monoclorobimano (MCB) € uma sonda primariamente nao
fluorescente até ser conjugado e que reage prontamente com varios tiois de
baixo peso molecular, incluindo na deplecdo da glutationa reduzida (GSH)
(ISHKAEVA et al., 2022). O veiculo DMSO 0,05% (Figura 13b), manteve os
niveis basais de glutationa intracelular quando comparado com o BSO, onde
observa-se auséncia de fluorescéncia, indicativo de deplecéo da glutationa. Este
mesmo efeito foi observado na Fig 13b onde o veiculo DMSO 0,05% quando
comparado com o BSO, teve efeito de deplecéo estatisticamente significante. O
flavonoide naringenina e seus derivados de sintese induziram o aumento dos
niveis de GSH, de forma significativa (Fig. 13b) na concentracdo de 5uM, apés

24 horas de tratamento.

A deplecdo de GSH inicia uma cadeia de eventos resultantes em dano oxidativo
podendo gerar morte celular. Células da glia, principalmente os astrdcitos, sao
participantes importantes nesta via, uma vez que possuem niveis abundantes de
GSH (MYTILINEOU, KRAMER & YABUT, 2002). Além disso, a manutencdo dos
niveis de glutationa pode fornecer uma alternativa terapéutica para doencas
neurodegenerativas como a doenga de Parkinson (SMEYNE & SMEYNE, 2013).
Juntos, esses resultados sugerem efeitos promissores da capacidade
antioxidante da naringenina e seus derivados de sintese de manter os niveis de
GSH na cultura primaria de glia enriquecida de astrdcitos, desempenhando um
papel importante como agentes neuroprotetores. Nenhuma alteragéo nos niveis
de GSH foi observada nas demais moléculas quando comparadas ao DMSO
0,05%.
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6.3.2 - LPS e crisina promovem aumento dos niveis da superoxido
dismutase
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Figura 14 - Atividade total de superéxido dismutase (SOD) em cultura primaria de glia enriquecida
de astrocitos apos tratamentos. Médias e erros padréo de quatro réplicas analisados pelo teste
de Kruskal Wallis-ANOVA seguido de pos-teste de Dunn. **** p < 0,0001 quando comparados
com o DMSO 0,01%; ####p< 0,0001 quando comparado com o controle LPS 1ug/mL.

A atividade da superoéxido dismutase total (SOD) foi avaliada para investigar sua
associacao com o potencial antioxidante dos flavonoides e derivados prenilados.
Para isto foi utilizado uma densidade celular de 12 milhdes por tratamento, de
células da cultura primaria de glia enriquecida de astrocitos que foram
submetidas ao estimulo inflamatério com LPS (1 pg/mL) por 24 horas e apés
este periodo, feito o tratamento com as moléculas de flavonoides (10uM) por
mais 24h.

Os homogenatos celulares foram submetidos ao teste do NBT com subsequente
quantificacdo de proteinas (descrito em materiais e métodos). O LPS promoveu

maior atividade SOD total induzida em comparagcdo com o controle negativo
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DMSO 0,01%, apresentando-se de forma significativa. O Lipopolissacarideo é
uma endotoxina presente na parede celular de bactérias, agonista do receptor
toll-like 4 (TLR4) que ativa fatores de transcricdo na producédo de citocinas como
TNF, IL-1, IL-6, IL-8 (FARHANA & KHAN, 2021) além de dano celular devido a
geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e, portanto, bem descrito como
modelo de neuroinflamacdo (ALSHEHRI & IMAM, 2021; HSU & WEN, 2002).

Além disso as moléculas isoladas: naringenina, (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina e
7-O-prenilnaringenina, tiveram resultados similares ao controle DMSO e quando
comparadas ao LPS ndo promoveram aumento da SOD. Em contrapartida, a
crisina aumentou de forma significativa os niveis de SOD quando comparado ao
LPS, demonstrando capacidade antioxidante através do aumento do nimero de

enzimas, efeito também demonstrado por Rashno et al., (2019).
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6.3.3 Flavonoides e derivados modulam diferencialmente a producéo de
oxido nitrico
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Figura 15 - Niveis de nitrito, forma estavel de oxido nitrico (NO) determinados pela reacédo de
Griess no sobrenadante de culturas primarias de células gliais enriquecidas de astrécitos apos
tratamentos. Foram considerados resultados de 3 experimentos independentes analisados pelo
teste de Kruskal Wallis-ANOVA seguido de pés-teste de Dunn. * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p <
0,001 **** p < 0,0001 quando comparados com o LPS 1ug/mL; #p< 0,0001 quando comparado
com o controle DMSO 0,01%.

As culturas foram tratadas no primeiro dia com LPS (1 pg/mL) por 24 h e apés
este periodo, foram tratadas com as moléculas do estudo (10puM) por 24h. O
tratamento com LPS induziu um aumento significativo de NO em comparacao
com o controle (DMSO 0,01%). Este aumento de 6xido nitrico promovido pelo
LPS foi significativamente reduzido pelos tratamentos de cada moléculas de
flavonoides e derivados de sintese no tratamento concomitante, comparado ao
estimulo inflamatério isolado. Além disso, foi possivel demonstrar que as
moléculas em tratamento isolado, ndo induziram a producdo de 6xido nitrico de
forma significativa em comparagdo com o estimulo inflamatério LPS (Fig.15)
Uma vez que microglia e principalmente astrocitos expressam iNOS, enzima que
permite a produgcdo de Oxido nitrico mediante condi¢cdes inflamatorias, a
astrogliose reativa pode contribuir para o estresse oxidativo através dos altos

niveis de 6xido nitrico (SHENG et al., 2011), como demonstrados neste trabalho.
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6.3.4 Flavonoides e derivados modulam diferencialmente a morfologia de células da glia em culturas de glia enriquecidas
de astrécitos

. B8 sy i casbity ' 7 db =L R g SR .
Figura 16 - Fotomicrografias evidenciando enfeld em culturas primarias de ceiulas gliais enriquecidas de
astrocitos apos tratamentos. Cultura de células expostas ao controle DMSO 0,05%, LPS 1ug/mL e flavonoides e derivados de sintese isolado e em cotratamento
(10uM) apés 24 horas de tratamento. Objetiva 10X, scale bars = 200um. Setas pretas indicam alterag6es morfologicas.
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Para investigar as alterag6es morfologicas na cultura primaria de glia enriquecida
de astrocitos em resposta ao estimulo inflamatério com o LPS 1lpg/mL e
subsequentes tratamentos com os flavonoides e derivados de sintese, foi
realizado a coloragéo destas células com o corante pancrémico Rosenfeld. No
primeiro dia deste experimento, foi realizado o estimulo inflamatério com o LPS
e apos 24h feito o tratamento com as moléculas de flavonoides e derivados de
sintese por mais 24h.

No tratamento com o LPS, observou-se a coloragéo do citoplasma em roxo e
ndcleos em roxo intenso, aumento dos prolongamentos das células que se
apresentaram mais fibrosas e com prolongamentos ramificados, quando
comparados ao controle DMSO 0,01%, indicativo de reatividade astrocitaria.
Essas alteracbes também sdo vistas no tratamento concomitante dos
flavonoides com o LPS, porém de forma menos intensa do estimulo inflamatério
isolado. Nos tratamentos com os flavonoides apigenina e crisina, houve
mudancas na manutencdo do corpo celular e celularidade, onde as células
apresentaram-se de forma reduzida, com retracdo do ndcleo e aumento de
processos fibrosos (Fig.16), quando comparada ao controle DMSO, de fenétipo
plano e poligonal distribuidos homogeneamente sobre a densa camada
astroglial.

Nos tratamentos isolados com as moléculas, foi possivel observar a manutencéo
da morfologia celular. Nao foram observados vacuolos citoplasméaticos nos
tratamentos e em todos os tratamentos concomitantes, as moléculas modularam
a nado progressdo de alteragcdes morfologicas promovidas pelo LPS, nas
alteracdes celulares, preservando a morfologia e celularidade mais proximas do

controle.
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7 DISCUSSAO

Embora a etiologia das doencas neurodegenerativas permaneca pouco clara,
evidéncias crescentes demonstram que o estresse oxidativo, e consequente
neuroinflamacéo, desempenha um papel importante na fisiopatologia dessas
doencas (CAROCCI et al., 2018). Com o objetivo de investigar as propriedades
antioxidantes e antiinflamatérias de compostos polifenélicos e derivados de
sintese prenilados com acido senecioico, o presente trabalho foi desenvolvido a
fim de avaliar estas duas propriedades, prospectando os flavonoides como
agentes farmacoldgicos adjuvantes em modelo in vitro de neuroinflamacéo.
Para tanto, foi realizado um screening cell free de atividade antioxidante, em
seguida investigou-se os efeitos das moléculas na resposta astrocitaria e na
modulacdo da neuroinflamacéo de culturas priméarias de ratos Wistar neonatos
(Protocolo n° 6731220818 (ID 000058), submetidos ou ndo ao estimulo
inflamatério com LPS.

Flavonoides fazem parte de um grande grupo de polifendis bioativos,
componentes da dieta humana e importantes antioxidantes e antiinflamatorios
naturais (CHEN et al., 2005; MALEKI, CRESPO & CABANILLAS, 2019). A
naringenina € uma das flavanonas mais abundantes em frutas citricas e dentre
suas diversas propriedades, destaca-se pela capacidade antioxidante (JABBARI
& JABBARI, 2016). Até o momento, varios métodos foram desenvolvidos para
medir a capacidade antioxidante de compostos bioativos naturais, dentre eles o
DPPH. O ensaio envolvendo a eliminacao do radical livie DPPH é um dos mais
utilizados devido ao seu baixo custo, rapidez e acessibilidade para medicéo de
propriedades antioxidantes de substancias e extratos fendlicos (BLOIS, 1958;
BALIYAN et al.,, 2022). A naringina e sua aglicona naringenina possuem
atividades anti-inflamatorias e antioxidantes (TRIPOLI et al., 2007). A naringina
apresentou menor atividade de eliminacgéo do radical DPPH do que a naringenina
(Fig. 6). Essa diferenca de atividade antioxidante entre as moléculas
possivelmente € devido a por¢éo glicosidica, presente na posicéo 7 do anel A da
naringina, que resulta em impedimento estérico do grupo de eliminagdo (ALAM
et al., 2014). Os derivados prenilados apresentaram capacidade de eliminagéo
do DPPH similar ao da naringenina, com destaque para a molécula diprenilada

(S)-7,4’-O-diprenilnaringenina que apresentou similaridade com o trolox.
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Prenilflavonoides possuem propriedades redutoras do DPPH (JUNG et al.,
2008), demonstrando serem até mais potentes do que seus flavonoides originais,
sem o grupamento prenilico (MUKAI, 2018). Em contrapartida, algumas
moléculas que apresentam na sua estrutura a dupla ligagdo C2-C3 presente nas
flavonas: apigenina, crisina e rhoifolina, geralmente descrita na literatura como
um elemento estrutural que aumenta a capacidade de eliminacédo de radicais
livres (RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA, 1996), os resultados obtidos (Fig.6)
demonstraram atividade de eliminagcdo de DPPH muito baixa, em comparacéo
com trolox. Segundo Pannala et al., (2001) e Burda & Oleszek (2001), flavonas
gue ndo possuem 0 grupo catecol em sua estrutura também sao relativamente
instaveis e fracas sequestradores de radicais livres.

Além disso, de forma geral, a hesperidina esbocou capacidade antioxidante com
maior sequestro do radical livre DPPH dentre os flavonoides estudados (Fig. 6)
apresentando-se como pouco significativo ou nao significativo na concentracéo
de 1 uM e 10 uM, respectivamente, devido a similaridade ao trolox. Esta forte
atividade da hesperidina no sequestro do DPPH também foi demonstrada por Al-
Rikabi et al., (2020) e Wilmsen, Spada & Salvador (2005) em concentracdes
similares as deste estudo.

O contraste de atividade eliminadora do DPPH entre os flavonoides glicosidicos
naringina, rhoifolina e hesperidina pode ser justificado devido a porcéo
glicosidica. Segundo Xiao (2017), moléculas glicosiladas tem menor quantidade
de grupos fendlicos livres disponiveis, com atividade antioxidante reduzida ao
passo que aumenta as por¢des glicosidicas, posicdo e estrutura dos acucares
em testes in vitro, como o DPPH. Em contrapartida, a glicosilagéo de flavonoides,
em meios bioldgicos, melhora a estabilidade dessas moléculas uma vez que ha
o bloqueio dos grupos fendlicos, susceptiveis a oxidacao ou ataque de radicais
livies (SLAMOVA, KAPESOVA & VALENTOVA, 2018). Uma desvantagem do
ensaio DPPH é a inacessibilidade estérica, ou seja, moléculas estruturalmente
desfavoraveis tém menores chances de acessar o radical livre, resultando em
menores valores de eliminacdo do DPPH (APAK et al., 2007).

Também foi analisado a viabilidade e proliferagéo celular através da mensuracao
das desidrogenases mitocondriais. Quando as células de GL-15 e C6 foram
tratadas por 24 horas com os flavonoides e derivados sintéticos, observou-se

reducdo da viabilidade a partir de 1 pM com efeitos mais pronunciados nas
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concentracbes de 50 e 100 uM além de mudancas na morfologia celular,
observadas através da microscopia por contraste diferencial (Fig. 8 e 10). Wang
et al., (2018) e Coelho et al., (2016) demonstraram que flavonoides como crisina
e apigenina, possuem alta capacidade antiproliferativa em células astrocitérias
humanas (U251 e U87) e murina (C6), além de apresentarem efeitos
morfogénicos. A condensacdo da cromatina (Fig.10) também é um efeito
promovido por outros flavonoides como a hesperidina, em concentracdes de 100
UM em células proliferativas (PARK et al, 2007). Segundo Santos e
colaboradores (2011), essas mudancas morfolégicas promovidas pelos
flavonoides, sdo caracteristicos de processos pro apoptéticos onde as células
apresentam retracdo do citoplasma e nucleos condensados bem como reducéo
na celularidade.

Estima-se que a substituicdo de grupos prenil em flavonoides, aumenta a relacéo
de hidrofobicidade da molécula o que acarreta o0 maior acumulo intracelular e
consequentemente maior efeito toxico (TERAO & MUKAI, 2014). O flavonoide
naringenina, exibiu menos efeitos toxicos na linhagem C6 na mesma
concentracdo (100pM) do que seu derivado monoprenilado 7-O-
prenilnaringenina (Fig.9). Stompor; Uram e Podgorski, (2017) compararam a
atividade da naringenina e 8-prenilnaringenina e concluiram que a citotoxicidade
promovida pelo flavonoide prenilado era maior que o seu flavonoide de origem.

As linhagens celulares sao frequentemente usadas como modelo de estudo, pois
sdo mais faceis de cultivar, rapidas de manipular e custam menos. Alguns
parametros analisados podem se complementar comparando-se uma cultura
primaria e uma linhagem imortalizada (GALLAND et al., 2019) e para tanto foi
utilizada a cultura priméria de glia enriquecida de astrécitos derivadas de ratos
neonatos Wistar a fim de comparar os achados de viabilidade celular. Esta
cultura é de forma geral, de facil preparacdo e os astrocitos podem ser obtidos
de todas as regides do SNC e em qualquer idade embora o mais desejavel seja
em roedores de 2 a 3 dias pos-natal, no momento ideal da astrogénese (LIM &
BOSCH, 1990).

Neste trabalho foi demonstrado que na cultura primaria enriquecida de astrocito
houve um aumento da viabilidade celular (Fig.11), que pode estar correlacionada
a proliferacéo astrocitarias (HAMBY & SOFRONIEW, 2010). Houve reducédo da

viabilidade celular e mudancas significativas na morfologia celular quando as
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células foram submetidas apenas aos tratamentos de altas concentragfes (100
MM) com crisina e apigenina. Estes resultados reiteram a alta capacidade

morfogénica dos flavonoides e derivados prenilados.

Além destes, muitos modelos in vitro tém sido utilizados para o estudo celular e
avaliacdo dos fatores que levam ao estresse oxidativo e a neuroinflamacéo. A
cultura primaria de glia enriquecida de astrocitos, ja bem estabelecida no LabNq
de acordo com o protocolo de Cookson & Pentreath (1994) modificado, foi
utilizada neste trabalho como modelo experimental a fim de investigar acéo
antiinflamatéria dos flavonoides e derivados de sintese induzido por
lipopolissacarideo (CZAPSKI et al., 2007) de Escherichia coli e acdo antioxidante

através de avaliacdes enzimaticas.

Os astrécitos sd@o as principais células da glia e desempenham papeis criticos
no SNC. Participam ativamente de vérias fun¢cdes como controle osmético,
permeabilidade da barreira hemato encefdlica e papel significativo na
manutencdo dos antioxidantes (SIMARD & NEDERGAARD, 2004; OWENS,
BECHMANN & ENGELHARDT, 2008; WILSON, 1997; LIDDELL et al., 2010).
Mudancas redox aliadas a desregulacdo nos mecanismos antioxidantes levam
ao estresse oxidativo e neuroinflamacéo (SHENG et al., 2013; TAYLOR, MAIN
& CRACK, 2013), que estéo correlacionados a astrogliose reativa. A astrogliose
reativa € um conjunto de alteracdes que ocorrem nos astrécitos em resposta a
lesGes ou doencas do SNC que se traduzem através de mudancas bioquimicas,
morfologicas e na desregulacdo dos mecanismos antioxidantes (MOULSON et
al., 2021).

Dentre esses mecanismos antioxidantes, a glutationa que € um tripeptideo com
grupo tiol na sua estrutura, é considerada o antioxidante de baixo peso molecular
mais abundante no encéfalo (RAE & WILLIAMS, 2017). Neste trabalho, foi
possivel estudar os efeitos de flavonoides e derivados prenilados na deplecéo
da GSH através da utilizacdo do monoclorobimano, modelo bem estabelecido
para analise da glutationa em células gliais (CHATTERJEE et al., 1999).

Uma vez que os astrocitos produzem sua propria glutationa e fornecem
precursores para a sintese de GSH aos neurénios vizinhos (AOYAMA, 2021), a
deplecédo da GSH no astrdcito esta implicada no controle do estresse oxidativo

(SALIM, 2017). Na figura 13 foi demonstrada a auséncia de fluorescéncia no
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tratamento com o BSO, inibidor da GSH, e aumento expressivo nos niveis deste
antioxidante quando as células da cultura primaria de glia enriquecida de
astrocitos foram tratadas com a naringenina e seus derivados prenilados. Os
demais flavonoides parecem ndo aumentar os niveis de GSH intracelular na
concentracgéo testada comparado ao controle DMSO 0,05%. Um estudo recente
demonstrou que alguns flavonoides tém capacidade de modular os niveis de
glutationa através do influxo de cisteina ou através da modulacédo da y-GCS,
limitantes para a sintese de GSH (Ul HASSAN et al.,, 2022) uma vez que
glutamato e glicina estdo em concentragdes intracelulares relativamente altas
(MAHER, 2009). Para confirmar esta hipotese de modulacédo da y-GCS estudos
complementares seriam necessarios.

As espécies reativas sao importantes para o funcionamento fisiolégico do
cérebro (BECKHAUSER, FRANCIS-OLIVEIRA & DE PASQUALE, 2016) e os
astrocitos participam ativamente da regulacdo redox produzindo antioxidantes
como GSH e SOD, liberando-os no microambiente (MC BEAN, 2018). Para este
ensaio foram escolhidas 04 moléculas para a investigacdo enzimatica da
superoxido dismutase, através do tratamento isolado e/ou concomitante com o
estimulo inflamatério LPS. Na figura 14 foi demonstrado o aumento da SOD
perante estimulo inflamatdrio. O estudo de WANG et al., (2004) demonstrou que
apos estimulo com LPS, células gliais aumentavam a producdo de espécies
reativas. As moléculas de flavonoides e derivados de sintese preniladas ndo
induziram o aumento do LPS, porém néo tiveram efeitos significativos quando
em tratamento concomitante comparado ao LPS, mantendo os niveis basais de
SOD quando comparados ao controle DMSO. Isto pode ser um indicativo que 0
potencial  antioxidante  destas moléculas: naringenina, (S)-7,4’-O-
diprenilnaringenina e 7-O-prenilnaringenina sejam por outras vias que nao a
superoxido dismutase e sim através da modulacdo dos niveis de GSH, como
demonstrado na figura 12b.

Por outro lado, o flavonoide crisina, induziu de forma significativa, quando
comparado ao LPS, o aumento substancial da SOD (Fig. 14). Crisina, em
tratamento isolado, ndo induziu produgéo de 6xido nitrico (Fig.15). Isso denota
gue o aumento da SOD, neste ensaio, ap0s tratamento com crisina, ndo esta
vinculado ao aumento de NO, mas que pode estar correlacionado ao aumento

de outras espécies reativas que ndo foram estudadas neste trabalho ou ativacéo



59

de uma das isoformas da SOD. Tendo em vista que a SOD possui 3 isoformas
que estdo em locais diferentes na célula, a sua ativagcdo apos alguns
tratamentos, pode ser distinta. Ishihara et al., (2015) demonstraram que nao
houve alteracdes nos niveis de mMRNA de SOD2 ap0s o tratamento com LPS
durante os experimentos em células astrocitarias. Além disso, os niveis de SOD
3 sdo maiores em astrocitos do que em neurdnios e microglias. Em contrapartida,
litsuka et al., (2012) demonstraram que a estimulacdo por LPS aumentou a
atividade da SOD no meio, analisados por RT-PCR. Uma vez que a SOD na
superficie celular é liberada no meio por estimulacdo de LPS (provavelmente a
SOD-3, por ser a isoforma extracelular), a sintese proteica desta enzima
aumenta para recuperar a atividade da superficie celular.

Como o ensaio do NBT né&o distingue as isoformas de SOD, devido a sua
heterogeneidade, pode acontecer uma ativacdo diferencial desta enzima apés
os tratamentos com os flavonoides e derivados prenilados. Estudos
complementares sdo necessarios para esclarecer esta hipotese.

Astrocitos expressam todas as trés isoformas de NOS, incluindo a 6xido nitrico
sintase induzivel (INOS), ativada por estimulos inflamatérios (GIBSON,
COUGHLAN & MURPHY, 2005). Agonistas do receptor TRL4, como o LPS,
induz a INOS e subsequente formacdo de o6xido nitrico (NO), isto €
particularmente evidenciado em astrocitos de ratos e camundongos (SAHA &
PAHAN, 2006). Além disso, astrocitos reativos liberam neurotoxinas como:
espécies reativas de oxigénio, o préprio oxido nitrico, metaloproteinases e
citocinas pro inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(LINDHOUT et al.,, 2021) contribuindo ainda mais para a exacerbagédo da
resposta inflamatdria astrocitéria.

Neste trabalho foi demonstrado que o tratamento com o LPS induziu o aumento
do 6xido nitrico. Em contrapartida, houve reducéo significativa do 6xido nitrico
guando em tratamento concomitante com os flavonoides e derivados prenilados
(Fig.15). Diversos estudos demonstram que flavonoides e flavonoides
prenilados possuem capacidade de reduzir o NO, incluindo em tratamentos
concomitantes (BALEZ et al., 2016; JO et al., 2019; DE ALMEIDA et al., 2020;
BAI et al.,, 2019; LEE, KIM & RYU, 2005; FRATTARUOLO et al., 2019;
HISANAGA et al., 2016). Apesar do NO ser um neuromediador importante em

condic0es fisiologicas, em estados disfuncionais, a sua combinagcédo com outras
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espécies reativas como o superoxido gera o peroxinitrito (ONOO"), que esta
associado a diversas condi¢cbes patoldgicas, incluindo neuroinflamacdo e
doencas neurodegenerativas (JUSTO & SUEMOTO, 2022; LIY et al.,, 2021;
BROOM et al., 2006). Esta reducéo do NO promovida pelos flavonoides, pode
ser devido a reagles de neutralizacdo do peroxinitrito através da doacéo de
elétrons (POLLARD et al., 2006). Portanto a inibicdo da producdo excessiva do
NO pode ser um mecanismo neuroprotetor tendo em vista que tem papel crucial
nos mecanismos de desenvolvimento e manutencdo das doengas
neurodegenerativas.

Para melhor caracterizar a morfologia celular foi utilizada a coloracdo de
Rosenfeld que € uma técnica bem estabelecida para andlise da morfologia
celular de células gliais (ROSENFELD, 1947; SILVA et al., 2008). A hipertrofia
astrocitaria, aumento do ndmero celular e acimulo de filamentos como GFAP
(WILHELMSSON et al., 2006; HOL & PEKNY, 2015) sédo caracteristica da
astrogliose reativa e fatores proé inflamatérios como inducéo da iNOS promovidos
pelo LPS, estdo implicados em mudancas morfolégicas (RODGERS et al., 2020).
Neste trabalho, a coloracdo de Rosenfeld foi utilizada para observar a
capacidade dos flavonoides e derivados de sintese em induzir alteracdes

morfoloégicas na cultura priméria enriguecida de astrécitos.

Nossos achados demonstraram que o tratamento com o estimulo inflamatério
LPS promoveu altera¢cdes morfolégicas (Fig.16) como aumento da hipertrofia dos
astrocitos e nucleos condensados, indicativos de astrogliose reativa (BURDA &
SOFRONIEW, 2014). Algumas alteracdes morfologicas similares ao tratamento
com o LPS foram observadas quando as células da cultura priméaria foram
tratadas isoladamente com apigenina e crisina. Segundo Silva et al., (2008) e
Santos et al., (2011), alguns flavonoides como a rutina, crisina e apigenina sao
capazes de gerar mudancas morfologicas em células gliais.

Um estudo anterior do nosso grupo de trabalho evidenciou que flavonoides em
tratamento concomitante atenuaram a progressao das mudancas morfologicas,
reduzindo os efeitos inflamatorios do LPS nas células gliais (DOURADO et al.,
2020). Estudos que demonstram a capacidade de modulagdo de células
astrocitarias quanto a mudancas morfolégicas promovidas por compostos

fendlicos que contenham o grupo prenil em sua estrutura, ndo foram
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encontrados. Em contrapartida, o estudo de Henneman et al., (2018) apontou a
capacidade de prenilflavonoides como o xanthohumol em preservar a morfologia
celular em outros modelos de estudo, como o de células granulares do giro
dentado em um estudo sobre epilepsia. Além disto, o estudo de Vafeiadou et al.,
(2009) demonstrou reducdo da expressao de TNF-a, INOS e NO em células
gliais ativadas por LPS e na modulacdo morfologica da rede de astrécitos quando
as células foram tratadas com naringenina. Devido ao grupamento prenil garantir
maior solubilidade para as moléculas de flavonoides e, portanto, maior
permeabilidade pelas membranas lipofilicas da célula (BOOZARI, SOLTANI &
IRANSHAHI, 2019), nossos achados sugerem que os derivados prenilados
evitaram o avanco de alteracdes morfologicas promovidas pelo LPS nas células

em tratamento concomitante.
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9. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que:

* Hesperidina e (S)-7,4’-O-diprenilnaringenina apresentaram maior potencial
antioxidante, naringenina e demais derivados prenilados apresentaram atividade
antioxidante moderada, em comparag¢do ao trolox na analise do potencial de

eliminacgao do radical livre DPPH?e;

» O derivado monoprenilado da naringenina, 7-O-prenilnaringenina, apresentou
maior potencial citotdéxico para as células astrocitarias proliferativas de GL15
(humanas) e C6 (murinos), no entanto, ndo induziu toxicidade e mudancas

morfologicas para as células da cultura primaria enriquecida de astrocitos;

* Os flavonoides e derivados de sintese apresentaram potencial anti-inflamatério
e antioxidante caracterizado pela reducao de mediadores inflamatérios como o
oxido nitrico;

* A naringenina e seus derivados de sintese apresentaram acdo antioxidante

com potencial modulador da GSH,;

« Crisina e apigenina apresentaram potencial morfogénico e as demais
moléculas deste estudo preservaram a morfologia astrocitaria em tratamento
isolado além de promoverem reversdo das mudancas morfolégicas relacionadas
a processos neuroinflamatérios promovidos pelo LPS, observados na
microscopia de contraste de interferéncia diferencial, quando em tratamento

isolado.

* O LPS induziu estresse oxidativo, a crisina induziu o aumento do namero de
enzimas superéxido dismutase e demais moléculas nao interferiram nos niveis

enzimaticos.

O conjunto dos resultados obtidos neste estudo, através da reducao de radicais
livres e de moduladores inflamatorios como o Oxido nitrico, modulagdo de
componentes antioxidantes e através da reducao da astrogliose reativa induzida
pelo lipopolissacarideo, permitem confirmar a hipotese de que flavonoides e

derivados de sintese prenilados possuem capacidade antineuroinflamatéria e
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antioxidante. No entanto, mais estudos sao necessarios a fim de compreender
melhor quais sdo os mecanismos de acao dos flavonoides e derivados de sintese

no modelo de neuroinflamacéao.
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10.ANEXOS

10.1 PRODUCAO CIENTIFICA DURANTE O MESTRADO

1. do Nascimento, R. P., Dos Santos, B. L., Amparo, J. A. O., Soares, J. R. P.,

da Silva, K. C., Santana, M. R., .. & Costa, S. L. (2022).
Neuroimmunomodulatory Properties of Flavonoids and Derivates: A Potential
Action as Adjuvants for the Treatment of
Glioblastoma. Pharmaceutics, 14(1), 116. DOl

10.3390/pharmaceutics14010116

2. CostaReis, L. T., Sena de Souza, J., Hirochi Herai, R., Cunha, E. B., Ribeiro
Pereira Soares, J., Santos El-Bacha, R., ... & Telles da Cunha Lima, S.
(2021). Intergenerational thyroid hormone homeostasis imbalance in
cerebellum of rats perinatally exposed to glyphosate-based
herbicide. Environmental Toxicology, 36(6), 1031-1042. DOI
10.1002/tox.23102

10.2 PREMIACOES DURANTE O MESTRADO

2022 Melhor poster, categoria mestrado, intitulado "Evaluation of antioxidant
and anti-neuroinflammatory activity of flavonoids and synthetic derivatives
against inflammatory damage in glial cells”, XXIlI ExpoPPGIm Reunido Anual do
Programa de Pos-graduagcéo em Imunologia.
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Centificamps gue a proposta intitulada "Prospecga de potencial larmacalédgica de metabolitos de plantas em modelos de doengas
da SHC.", protocolada sob o CEUA n® 6731220E18 oo moose, S0b 2 responsabilidade de Silvia Lima Costa & aguwipe; Silvia Lima
Costa; Maria de Fatima Dias Casta; Ramon das Santos El-Bachd; Vichar Didgenss Amaval da Silva; Suzana Braga de Soura; Juliana
Halgna Castre & Silva; Lelicla OWvedra dos Santos; Monigue Marylin Alves de Almeids Camneire; Nadara Silva Dowads; Balbéno Lino
das Santos; jeans Luz Olveirs; Ravena Pergira Nascimente; Cleanice Creuss dos Santos; Filipe Meandas de Aradja; Rafael Shart
Ferreira; Lud Tamd Casta Aeis; fessika Alves Qliveira Amparo; Fermanda Bueno de OWveira; Sarah Alexandra Silva Lirma; fanaina
Ribeire Pereira Soares - que envalve a producde, manutencao efou utilizagdo de animais pertencentes aa filo Chordata, subfilo
Vemebrata (excets o homem), para fins de pesguisa centifica ou ensing - estd de acordo com oS preceitos da Lei 11.794 de B de
cutubre de 2008, corm o Decrete 6.89% de 15 de julhd de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macknal de
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Wi cartify that the propasal *Prospecting the pharmacalogical patential of plant metabolites in ONS disease models.”, utilizing 107
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responsibility of Silvia Lima Costa and team; Silvia Lima Costa; Maria de Fatima Dias Costa; Ramon dos Santes E-Bachd; Wictor
Didganes Amars! 8a Silve; Suzana Araga de Souza; Jliana Helena Castro & Silva; Leticla Oiiveirs das Santas: Menique Maryin Afes
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the Mational Council far Contral of Animal Experimentation [CONCEA), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of
the Federal University of Bahia (Health Sciences Institute) (CELAACS UFBA] in the mesting of 03/20/2015,

Finalidade da Proposta: Pesguisa [Académica)
Vigéncia da Propasta: de 0372019 a 12/2022 Mrea: Biotecnalogia

Origem:  Biotério do Laboratdria de Newrociénicas

Espécie:  Ratos heterogénicos sexpc Machos e Fémeas  idade:  0a 2 dias M-  El
Linkagem: Wiistar Pesg: 33649

Origam: Biotério da Institubo Gangalo Muniz

Espdtie:  Camundonpas iseqgénicos sewn:  Machos idade: 4 a8 semanas N: 77
Lirnhagem: CSTELE Pesa:  40a55q
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