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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é caracterizada peldapge neurbnios dopaminérgicos no
mesencéfalo. No entanto, mecanismos molecular megpel pelo processo degenerativo no
sistema dopaminérgico nigroestriatal durante a c¢hkemle Parkinson permanecem
desconhecidos. Atualmente, concorda-se que disfungéiocondrial, agregacdo de-
sinucleina, estresse oxidativo, neuroinflamacdegratiacdo protéica sdo causas envolvidas.
Estudos farmacolégicos tém focado no uso de metabdecundarios de plantas e, entre
estes, os flavonoides tém mostrado atividade hiddgom efeitos neuroprotetores,
antiinflamatérios e antioxidantes. Neste sentidogbpetivo deste trabalho foi estudar os
efeitos neuroprotetores e imunomodulatérios deofiaides bioativos usando modelios
vitro de DP. Foram usados diferentes modelos de culhe@a®nais, avaliadas pelo testes de
MTT e analises morfoldgicas para avaliar os efaittigOxicos ou neuroprotetores da rutina e
quercetina. Em seguida, foram usados diferentelm®de cultura primaria de células gliais
e neuronais e testes de MTT, exclusdo ao azuliplnirFluoro-Jade B, Western Blot ou
imunocitoquimica par-lll-Tubulina, Western Blot para tirosina hidroxska ou para GFAP
para investigar o efeito citotdéxico induzido poriaotromo e/ou o efeito neuroprotetor
induzido por rutina. Também investigamos a respostaunoinflamatoria ou
imunomodulatéria dosando citocinas (IL6, 1L10, Thlpha) usando o método de ELISA.
Nossos resultados demonstraram que rutina e querc€L0-50uM) ndo induziram
decréscimo no metabolismo mitocondrial em linhagesislares SHSY-5Y ou co-cultura
primaria de neurdnios/células gliais, contudo eatesentaram o metabolismo mitocondrial
nas concentracdes de 50 e 100 uM em células dagknin PC12. Além disso, rutina (10uM)
induziu alteracdes morfolégicas em células PC12abkan foi visto que aminocromo (250-
500uM) induziu uma reducdo na viabilidade celular eo-cultura de mesencéfalo e em
cultura de microglia, cultura de células gliais @twra de neurbnios corticais. Ainda, a
exposicao ao aminocromo reduziu a expressd®ltgubulina, tirosina hidroxilase e GFAP
em co-culturas de mesencéfalo e cultura de céjlias. Nossos resultados demonstram que
a rutina protege células neurais frente a danaziddypor aminocromo, aumenta a expressao
deB-lll-tubulina e protege a rede de neuritos. Alémnalgis, aminocromo induziu reducéo de
niveis de citocinas IL-6, IL-10 e TNF-alfa que foraeguladas a niveis basais quando a co-
cultura de mesencéfalo foi tratada com rutina. @omos entdo que a rutina protege células
PC12 contra danos celulares induzidos por MPTRuttoras de mesencéfalo e células gliais
contra danos induzidos por aminocromo. Podemosisuge a reducao no nivel de citocinas
€ consequéncia da perda de células gliais indupidiaaminocromo e que o retorno a niveis
basais podem ser resultado de glioprotecéo e netegao induzida pela rutina.

Palavras-chave:Rutina, Doenca de Parkinson, Neuroprotecao, Nexirat, Aminocromo.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is characterized by g®edbdopaminergic neurons in the midbrain.
The molecular mechanism responsible for degenerapvocess in the nigrostriatal
dopaminergic system in PD remains unknown. Curyetitiere is a general agreement that
mitochondrial dysfunctiong-synuclein aggregation, oxidative stress, neuramfhation and
impaired protein degradation are involved. Pharruagoal studies have been focusing in
using plant secondary metabolites and, among thiéseynoids have shown biological
activity such neuroprotective, anti-inflammatorydaantioxidant. In this sense, the objective
of this work was to study the neuroprotective amehiinomodulatory effects of a bioactive
flavonoid usingin vitro models of PD. We used different models of neurandiure and
MTT test and morphological analysis to make a sergpof cytotoxic and/or neuroprotection
by rutin and quercetin. After we used different migdof primary culture of neuronal and
glial cells and MTT test, Tripan Blue, Fluoro-JaBlewestern blot or immunocytochemistry
of B-IlI-Tubulin, tyrosine hydroxylase or GFAP in ordar investigate the cytotoxic effect
induced by aminochrome and/or neuroprotection ieduby rutin. We also investigated
immunoinflamatory response or immunomodulation bgasuring cytokines (IL6, IL10,
TNF-alpha) using ELISA. Our results demonstrateat tlutin and quercetin (10-50uM) did
not induce decrease in mitochondrial metabolismSetSY-5Y cells line, or primary co-
culture of neuron/glial cells, however it increaséte mitochondrial metabolism at
concentrations 50 and 100uM on PC12 cells line.ddeer rutin (10uM) induce alterations
on PC12 cells morphology. We also saw that amirerogh (250-500uM) induced a decrease
on cell viability at midbrain co-culture and miciiag culture, glial cells culture, cortical
neurons culture. In addition, the exposure to agrimeme decreased expression feffl-
tubulin, tyrosine hydroxylase and GFAP on midbredncultures and glial cells culture. Our
results demonstrate that rutin protects neurakdetim damage induced by aminocrhome,
increase$-lll-tubulin expression and protects neurite netwdfurthermore, aminocrhome
induced reduction of cytokines IL-6, IL-10 and TMkpha levels that were regulated to basal
levels when the midbrain co-culture was treatedh witin. We concluded that rutin protects
against PC12 cells cell against death induced by®RI1Bnd neuronal and glial cells against
death induced by aminocrhome. We can suggest fleateduction in cytokine levels are
consequence of the loss of glial cells inducedjnacrhome and that the return to baseline
levels may result from glioprotection and neuropetiopn induced by rutin.

Keywords: Rutin, Parkinson's disease, Neuroprotection, Neuio, Aminocrhome.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é uma das doencas megaoerativas mais
prevalentes, embora sua causa permaneca descanhaaitbs pesquisadores acreditam que
a doenca surge a partir de uma interacdo entreefagenéticos e ambientais que leva a
degeneracdo progressiva dos neurénios em regidsiveis do cérebro (PRINGSHEIM et al.,
2014).

Segundo Dorsey et al. (2007), a estimativa, em 280%Umero de individuos com
idade acima de 50 anos apresentando a doencalkdesBarfoi de 4,1 e 4,6 milhdes e espera-
se que esse numero dobre entre 8,7 e 9,3 milhGe2080, e que a maioria dos casos seja
fora do mundo ocidental. Estes pesquisadores suggue esse aumento da populagdo com
DP esta associado ao aumento da expectativa deewvigi@ 0 nimero de pessoas com esta
enfermidade vai crescer substancialmente a menes wmpa medida preventiva seja
identificada (DORSEY et al., 2008).

Esta enfermidade apresenta-se por sinais cliniamcteristicos como: tremor em
repouso, bradicinesia e rigidez, que sdo resuliatdedegeneracdo progressiva e seletiva de
neurénios dopaminérgicos (SCHAWKAT et al., 2015).

Diversas hipoteses tém sido levantadas sobre a daugatogenia da DP, dentre elas
a oxidacdo da dopamina (DA) citosdlica (e seus Indditas) conduzindo a producdo de
radicais livres citotoxicos (Para revisdo ver SE@QLRGUILAR; PARIS et al., 2014).

Segundo Bratic e Larsson (2013), espécies reatdasoxigénio (ROS) sao
considerados indesejaveis subprodutos toxicos dabmiésmo aerdbico que induzem danos
oxidativos para varias macromoléculas celularesddea sua elevada reatividade quimica,
sendo que a cadeia respiratéria esta localizadgaenabrana mitocondrial interna, onde este é
o principal local de abundante producdo de supeodge oxigénio na ceélula, formada em
nivel dos complexos | e Il durante o transporteetidrons. Contudo, esse superéxido é
convertido em peroxido de hidrogénio pela enzimgesixido dismutase (SOD) para um
radical hidroxil altamente reativo, sendo que éstonsiderado como sendo a forma mais
prejudicial de ROS, provocando danos oxidativosa paraticamente todos os tipos de
molécula na célula, incluindo lipidios, proteinagacidos nucléicos (BRATIC; LARSSON,
2013).

Estudos também tém mostrado que a reducdo deéatroretlo aminocromo leva a
formacédo de radical leucoaminocromo-o-semiquingeaando a formacédo de peroxido de

hidrogénio, radicais hidroxil, deplecdo de dinutild® de nicotinamida e adenina reduzida
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(NADH), de oxigénio e de nicotinamida adenina dladtido fosfato oxidase (NADPH)
reduzida, necesséarios para a reducdo da glutatieidada catalisada pela glutationa-
peroxidase gerando dano mitocondrial e morte n€éBrsRIS et al., 2011)

As células microgliais e astrogliais estdo imglmet em processos de
neuroinflamacdo e morte celular dopaminérgica (GA@l., 2003; BARCIA et al., 2012). A
ativacdo microglial promove aumento de fatoresamétoérios, tais como o fator de necrose
tumoral alfa (TNFe) (MOGI et al., 1994b) e interferon gama (IFIN(MOUNT et al., 2007),
que estdo elevados no soro de pacientes com dderigarkinson. Analisgsost-mortende
cérebros de pacientes com DP demonstraram aumertiodinas no sistema nigroestriatal
(MOGI et al., 1994a; MOGI et al., 1994b). Esta Bea{nflamatoria generalizada observada
poderia estar sendo causada, potencialmente, {pedgdo glial que ocorre depois da morte
dopaminérgica (HIRSCH et al., 1998; NAGATSU E SAWA007). Analisepost-mortem
da SNpc (Substancia nigra pars-compacta) tem ndostravidente degeneracéo
dopaminérgica, que se correlaciona com aumenta@ldéas microgliais ativadas (McGEER
et al., 1988) e astrdcitos reativos (FORNO gt18192).

As atuais terapias aplicadas em pacientes com dan@arkinson apresentam acao
sintomatica e ndo diminuem ou param a degeneragatedronal, por iSSO pesquisas com
produtos naturais que apresentem propriedades daldggcas, tais como agentes
antioxidantes que apresentem potencial em vardicaia livres, podem proteger contra
degeneracédo neuronal e potencialmente retardarerpree tratar a DP (SCHAPIRA et al
2005; SMITH et al 2011; ANTONINI et al 2009; CHEMNa., 2006).

Um exemplo de compostos naturais farmacologicaenaintos € o dos flavonoides,
gue sao compostos polifendlicos amplamente enawogram alimentos de origem vegetal,
gue apresentam uma diversidade de atividades Bakgue inclui: neuroprotetora (DAJAS
et al., 2003; KANG et al., 2005; MERCER et al., 2Q0antitumoral ( LAMBERT et al
2007; CABRERA et a] 2007), antioxidante (CHEN et al.,, 2006) e anflieimatoria
(GUARDIA et al., 2001). Incluindo inibicdo da pragho de citocinas pro-inflamatorias e
modulagdo da enzima formadora de NO (iINOS) (LOPBEBRDAS et al., 2008; SILVAN
et al., 1996).

Além dessas propriedades, os flavonoides tambiéaumaia via de MAPK (ERK-2,
JNK1, e p38), a expressao de genes de sobrevivéniéias, c-Jun) e estimulam a defesa
contra insultos téxicos (enzimas desintoxicantesfage II; glutationa S -transferase, a

quinona redutase), ativacdo de astrocitos e mierdgieracdo de fator de necrose tumaral-
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(TNF-0), aumentam a capacidade de eliminar radicais slivee de resgatar disfuncao
astrocitaria ( WILLIAMS et al., 2004; SILVA et ak008).

Com base nos relatos da literatura sefa#os antioxidantes e anti-inflamatérios dos
flavonoides, e o envolvimento da resposta neurmmditoria e estresse oxidativo na
patogénese da doenca de Parkinson, nossa hipotpse @& flavonoides protegem contra a
neurodegeneracao que ocorre nesta enfermidade.

Assim, 0 presente projeto tem como objetivo gaalo potencial neuroprotetor de
flavonoides em modelan vitro da doenca de Parkinson.

Nesta dissertacdo de mestrado, no ponmomento serdo descritos 0s principais
aspectos da enfermidade de Parkinson, sua patpgateaacdes do sistema imune em
pacientes e os modelos padronizados para o esaudoaletiologia e descoberta de novos
farmacos. Em seguida, serdo abordadas prospecdgdarmacos, e estudos sobre as
propriedades biolégicas dos flavonoides no Sistévesvoso (SN). E por fim, seréo
apresentados nossos estudos sobre a neuroprotedéehoides em modelas vitro da

doenca de Parkinson.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE PARKINSON

A doencade Parkinson descrita pela primeira vez por Janagsiridon em 1817, &
uma doenca neurodegenerativa cronica, progres@vacterizada por sintomas motores
caracteristicos que incluem bradicinesia (lentidé® movimentos), ataxia, rigidez e tremor
em repouso (HORNYKIEWICZ, 1966; RIEDERER e WUKETICED76). Mas que também
€ acompanhada por uma série de manifestacdes nacasjancluindo ansiedade, depressao,
deméncia e distirbios autondmicos (DAWSON; DAWSQN03; GIRALDEZ-PEREZ et
al., 2014).

Além desses sintomas outras alteracbes generaizdta observadas envolvendo
alteracbes em diferentes areas do cérebro causdalinplusdo de corpos de Lewy (talamo,
hipotalamo, bulbo olfatério ou do tronco cerebral) alteracdes no sistema nervoso
autdbnomo, indicando que essa enfermidade ndo @spema alteragdo motora, mais sim, um
distlrbio sensorial, cognitivo, psiquiatrico e awito (GIRALDEZ-PEREZ et al., 2014).
Segundo Shulman et al. (2010), os sintomas naorespmdem preceder o desenvolvimento
de sintomas motores por muitos anos na DP e é ogatamente definida pela
neurodegeneracdo de ceélulas dopaminérgicas SNpassoriacdo com patologia da
sinucleina.

Atualmente a DP € a segunda enfermidade neurodeg@aemais comum nos
paises desenvolvidos. E sua incidéncia aumentoanexgialmente a partir dos anos 60,
sendo que ainda h& previsbes que aumente drastitacem 0 aumento da expectativa de
vida (DORSEY et al., 2007).

Embora a causa da doenca de Parkinson aindaesgjarthecida, varias teorias tém
sido estudadas como neuroinflamacéo, excitotoxeidaumentos de ferro na substancia
nigra pars compacta, e/ou deplecédo de antioxidamdégenos, agregacdo @sinucleina,
disfuncdo mitocondrial e disfuncdo na degradacagri¢einas que estdo envolvidos na
neurodegeneracao (BARZILAI e MELAMED, 2003; SEGURGUILAR et al., 2014).

2.1.1 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

Vérias hipoteses tém sido estudadas para a patogemP dentre elas: mutacdoes em

varios genes relacionados ao trafico de organetacpmn predispor individuos para o
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desenvolvimento de DP, pois transporte axonal @rale microtibulos € necessario para
remover mitocondrias danificadas, para o transpigteesiculas e vacuolos autofagicos, esse
trafico adequado sobre os microtubulos requer ayg@ de ATP mitocondrial para as
proteinas motoras dineina, cinesina e miosina& fpacéo de actina (SULZER, 2007).

Sabe-se que uma combinacdo de fatores genétaobientais ocasiona a agregacao
da proteinar-sinucleina anormal nos corpos de neurénios levandisfuncéo celular e, em
seguida, a morte neuronal (DAVIE, 200Bntretanto o conhecimento sobre a etiopatogenia
da DP néo estad bem esclarecido. A maior parte ipasekes deriva de tecidpsst-mortem
ou modelos animais. Os mecanismos responsaveigopeda neuronal tém sido discutidos
durante anos.

Uma das teorias mais sustentadas sugere que acamidda dopamina (DA)
citosdlica (e seus metabolitos) conduz a producao rddicais livres citotdxicos
(GREENAMYRE; HASTINGS, 2004). Embora Fahn (2005ahsidere que a DA nao seja
por si mesma uma fonte significativa de espéciesiviess de oxigénio (ROS), ja que o
tratamento com L-DOPA (que eleva os niveis de DA manientes com Parkinson) néo
acelera o progresso da enfermidade nem gera maioerabilidade de neurdnios em
diferentes regidedPor outro lado, em pH fisiologico, a dopamina édexia a dopamina-o-
quinona, que cicliza em varios passos a aminocramoprecursor da neuromelanina, que
normalmente se acumula no decorrer da idade naasaisnigra (ZECCA et al., 2002;
ZECCA et al., 2008). Em contrapartida, em indivisleom a doenca de Parkinson ha perda
de neurdnios dopaminérgicos por alguns mecanisntzidos pelo aminocromo, tais como:
formacdo de adutos comrsinucleina inibindo a fibrilizacdo desta, com igjerando e
estabilizando protofibrilas neurotoxicas (CONWAY at, 2001; NORRIS et al., 2005);
reducdo de um elétron por flavoenzimas formand@ahteucoaminocromo-o-semiquinona,
que € extremamente reativo com oxigénio, e podezrdd a radicais superoxido e gerar
citotoxidade (ARRIAGADA et al., 2004; FUENTES et,&007; PARIS et al., 2001; PARIS
et al., 2005a,b).

Além disso, varios autores coincidem a informac@ajge a disfuncdo mitocondrial
tem um papel importante na DP (HENCHCLIFFE e BE20QQ8; SCHAPIRA, 2008b; VILA
et al., 2008). Esta hipdtese nasceu acidentalmemtel983, quando se observou que o
inibidor do complexo | da cadeia respiratéria mitodrial, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), causava sintomas siregaaos da enfermidade (LANGSTON et
al., 1983). O que estava altamente vinculado atemde neurbnios catecolaminérgicos,

principalmente da regido mesencefalica (BURNS.el8B3).
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Hoje, j& € bem compreendido o0 mecanismo com quagente inibidor de atividade
mitocondrial pode promover a morte celular via manto da producdo de espécies reativas
de oxigénio, falha bioenergética e liberacdo decoitmo c, que pode ativar vias apoptoticas e
causar doencas degenerativas, dentre elas a dbefgkinson (LIU et al.,2009; PERIER e
VILA, 2012).

Atualmente, numerosas evidencias sustentam esta:t€) compostos tdxicos cujo
alvo é a mitocondria, como por exemplo, a rotengrdyzem a degeneragdo dopaminérgica
por mecanismos similares aos do MPTP (PRZEDBORS$MKI.£2004); (2) varios dos genes
implicados nas formas idiopatica e familiar da D&dificam proteinas relacionadas as
mitocondrias (MOORE et al., 2005; ABOU-SLEIMAN dt,&2006; SCHAPIRA, 2008a) e
(3) em amostrapost mortenda SNpc coletadas de pacientes com DP ha umawgéo
significante da atividade do complexo | mitoconddgadéficit na cadeia transportadora de
elétrons (CTe) (MANN et al., 1994; KEENEY et al0(®). Ainda, tem sido observado danos
oxidativos a outros componentes celulares comditipj proteinas e DNA (ZHANG et al.,
1999), cuja fonte de estresse oxidativo parece® serion radical superoxido §O) e outras
ROS, geradas por ineficiéncias na cadeia de tratesge elétrons mitocondrial (NICHOLLS,
2002).

Segundo Soong e Cols (1992), a producao elevada, dgoderia ser responsavel
também por altos niveis de mutacdes somaticas d& B neurdnios DA da SNpc e
também do DNA mitocondrial (DNAmt), que aparenta seais vulneravel devido a
proximidade fisica do sitio de geracdo de radibal.fato, os neurénios da substancia nigra
destes pacientes mostram acumulo de dele¢des donDRBENDER et al., 2006). Em vista
gue, o genoma mitocondrial codifica treze protei@agolvidas na cadeia respiratéria, sete
dos quais estdo implicados na formacdo do comple@CHAPIRA, 2008a), e que ao
perderem sua funcéo irdo influenciar negativameatproducédo de ATP, podendo contribuir
para um dano bioenergético dos neurdnios DA da S&ldmalmente a morte celular
(BENDER et al., 2006; SURMEIER et al., 2011).

Outras evidéncias relacionadas com a fisiopatalogh DP apontam um forte
componente oxidativo. Os elementos expostos antegitte mostram que embora a DP seja
uma enfermidade multifatorial, cuja complexa etpdo permanece em estudo, sado
inequivocas as evidencias que demonstram o papelsttesse oxidativo e a disfuncéo
mitocondrial na perda de neurbnios DA da SNpc. @®is de glutationa reduzida se
encontram diminuidos na SNpc, e a deplecédo desiaitto associada a perda de neurdnios

nessa zona (EBADI et al., 1996). A diminuicdo dpacidade da glutationa reduzida de



20

detoxicar o peroxido de hidrogéniobb) aumenta o risco da formacéo de radicais livréa e
peroxidacdo lipidica, consequentemente, tem-se rwdd® niveis aumentados de
malonildialdehido e hidroperdxidos nesta regidotr@ator importante relacionado com o
aumento de estresse oxidativo nos pacientes cokinBam, € o acumulo de ferro na SNpc,
por ser esta uma das zonas de maior acumulo destd KIENZL et al., 1995. Existem
muitos relatos que associam a 6-hidroxidopamin®@HK®A) com a liberagcéo de ferro da
ferritina, desta maneira, o ferro fica disponivaigpcatalisar a reacdo de Fenton-Haber-Weiss,
neste caso para formar o radical hidroxil (HQ e desencadear o estresse oxidativo. Por tudo
isto, muitos autores sugerem que a terapia corxaddintes e quelantes de ferro poderia ser
uma alternativa eficaz para o tratamento da DP KIEet al., 1999).

Por outro lado, ainda ha outra hipétese sobraasas da DP, que tem como foco de
estudo asi- sinucleinas, que sao proteinas de aproximadam®a®® kDa existentes como
um mondémero nativamente desdobrado no citosol naum® nos terminais pré-sinapticos
contendo 120-140 residuos de aminoacidos. Enteetaptando estas se encontram na
presenca de membranas lipidicas sofrem uma altereg@formacional de uma estrutura
secundaria helicoidabi-hélice, para uma estrutura secundaria em formafotteas f-
pregueadas, que sdo propensas a formacdo de dimeeroBgdmeros neurotoxicos
(CLAYTON e GEORGE, 1998; JAKES et al., 1994; KIMat, 2014; SURGUCHOV et al.,
1999). Além disso, a-sinucleina torna-se propensa a agregacdo quariaofgsforilacéo,
ubiquitinacado, nitracao e truncagem (BEYER e ARI2A12; DAUER e PRZEDBORSKI,
2003; LI e BEAL, 2005).

2.1.2 RESPOSTA IMUNE NO SNC

Ainda, é reconhecido que ocorrem alteragcbes nenssstimune de pacientes
acometidos pela enfermidade de Parkinson, derdsg mludancas na populacéo de linfocitos
do fluido cerebroespinhal e do sangue, sintesendedglobulinas, citocinas e proteinas de
fase aguda (CZLONKOWSKA et al., 2002). E as céldasmicroglia entram como um
importante agente neuroinflamatoério nesta enferdeaddcMEER, 1988), uma vez que estas
podem ser ativadas por fatores liberados na magtenalirdnios dopaminérgicos como
metaloproteinase de matriz 3 (MMP-3), neuromelari@ainucleina.

A ativacdo microglial € caracteristica patolégicaomaom de doencas
neurodegenerativas (WANG et al., 2014). Nas redéssnadas no sistema nervoso central

(SNC) ha evidencias de inflamacdo, caracterizada rpacéo glial, especialmente de
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microglia, bem como aumento na expressdo de regesptte antigenos do tipo HLA,
citocinas e componentes do sistema complemento B#EGet al., 1988; HIRSCH et al.,
1998; KURKOWSKA-JSTRZEBSKA et al.,1999). Segundoa¥ile et al. (2012) a ativacdo
microglial induz o aumento da expressao de LRRK® pode mediar alguns aspectos da
sinalizacao ou a diferenciacdo em células da réspmsine inata. Por outro lado, imibicéo

da expressdo de LRRK2 atenua a resposta inflarmaticroglial.

Ressaltando que, a resposta microglial inflamatériciada pelo dano neuronal
primario em células dopaminérgicas da substangia @ marcada por producéo de citocinas
inflamatorias (TNk, IL-6, IL-15) e inducdo de estresse oxidativo, podendo dess®,mo
agravar o curso da doenca. Durante o dano cerefinaico, astrocitos também induzem a
libertacao de citocinas como TN#FL-1p, IL-6, que por sua vez s&o importantes na ativagao
da microglia e consequente morte neuronal. Nestso,ca morte de neurdnios
dopaminérgicos, provavelmente ocorre através dagito de apoptose por citocinas como
TNF-a, IL-1p, IL-6 (CABEZAS et al., 2014).

Também pode ser evidenciada na literatura refeaésobre a resposta imune
adaptativa na DP. Um exemplo visto em estudos dané@at et al. (2013), que
caracterizaram que as ceélulas da microglia express®léculas de MHC-II e seu
reconhecimento pela célula T CD4través do seu receptor Unico ativa a célula &, ppr
sua vez ativa células T CDB8citotoxicas levando adegeneracdo neuronal na doenca de
Parkinson. Sabe-se que 0 aumento da susceptilglioad DP esta relacionado a moléculas
MHC Il que podem influenciar no aumento da neutamfcéo e que as micrioglias ativadas
secretam citocinas e quimiocinas que perturbam reeitea hemato-encefalica e atraem
linfécitos para o local da lesdo (HIRSCH et alQ20MOSLEY et al., 2012).

E importante salientar que, as células da microgistio presentes no
desenvolvimento cerebral e que no cérebro maduwlempaser encontradas por todo sistema
nervoso central. Elas sdo de origem mesodérmisajmesn uma forma amebodide quando
ocorre algum insulto no ambiente cerebral, mas dmasso ndo acontece se mantém em
repouso numa morfologia ramificada (DEL RIO-HORTEQAS32).

Segundo Kettenmann et al. (2011) a microglia é eaonjunto de macrofagos
residentes no sistema nervoso central, que podecorsanicar com neurbnios através de
sinalizacdo e expressam receptores de citocingslara o desenvolvimento, estruturacéo e
funcionamento de redes neuronais e séo consideoadesnsores de patologias cerebral, que
em caso de qualquer deteccéo de sinais de lesfidmaie ou disfuncdo do sistema nervoso

passam por um processo de ativagdo de varios @staginplexos que os converte as células
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microgliais ativadas. Os astrocitos similarmentes axeurdénios sao células de origem
ectodérmica e apresentam diversas funcdes quebr@ntr para a limpeza de ROS e toxinas
do ambiente extracelular, estabilizacdo de comgéax&élula a célula, manutencado do meio
ambiente neuronal, manutencdo do metabolismo naueosintese de neurotransmissores e
possuem receptores e sitios de recaptacdo de maasroissores (JANSEN et al., 2014;
CHARRON et al., 2014; MARAGAKIS e ROTHSTEIN, 2006).

Segundo Halliday e Stevens (2011), os fatoredarek envolvidos na iniciagédo da
destruicdo do tecido subjacente PD nédo se limitasnneuronios. Ha evidéncias de que as
alteracbes precoces na glia sdo mais substan®@apue se pensava anteriormente, e 0s
astrocitos e microglia parecem estar envolvidaaqenulacdo de-sinucleina considerados
importantes para o inicio da degeneracdo.dtesd. (2011), relataram que as proteinas
sinucleinas segregadas a partir de células nesr@@ prontamente endocitadas pelos
astrocitos.

Em suma, a disfuncdo dos astrécitos ou o proadssstrogliose reativa estd como
uma fonte importante de potenciais mecanismos @gsam contribuir para uma série de
distarbios do SNC (CHARRON et al., 2014). J4 seesalre a astrogliose € um processo
continuo de alteracdes moleculares, celulares eidonais que vao desde as alteracfes na
expressdo do gene para a formacao de cicatriz,pqdem exercer efeitos benéficos ou
nocivos (HAMBY; SOFRONIEW, 2010).

Todas essas evidencias sugerem que a neuroindamaaqracterizada por
microgliose e astrogliose gerando a producédo @einds pré-inflamatérias tem participacéo
na patogénese da Doenca de Parkinson, pois estast@sglial excessiva leva a morte
neuronal (FU et al., 2015; LI et al., 2005). Estagléncias sugerem que 0 uso de agentes
anti-inflamatérios, que modulem a resposta neummen pode inibir a progressao da
enfermidade de Parkinson (PETERSON; FLOOD, 2012).

2.1.3 PRINCIPAIS MODELOS DE ESTUDIN VITROE IN VIVO DE DOENCA DE
PARKINSON

Uma grande variedade de modelos biologicos assixisitoxinas MPTP, 6-OHDA
e aminocromo, se encontram disponiveis para atigagdo de compostos com possivel
atividade antiparkisoniana. Neste sentido, o entrdg linhagens celulares de origem
dopaminérgicas como SHSY-5Y (derivada de neuraima@sthumano), PC12 (derivada de

tumor neuroendocrino de glandula adrenal de r&d®CSN-3 (derivada da substancia nigra
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de ratos) expostas a 6-OHDA (6-hidroxidopamina), TMP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) ou aminocromo constituem modadlo vitro atualmente adotados para
estudos relacionados a enfermidade de ParkinsoBREICHT e BUERGER, 2009; PARIS
et al., 2011).

Existem alguns modelds vitro classicos usados para ensaios farmacologicos que
buscam compostos com possivel atividade antiparkiasa. Sdo exemplos: emprego de
culturas postnatais de SNpc lesionadas com M&e age como um inibidor do complexo |
mitocondrial (TIEU, 2011). Embora tenha sido demi@u® que o actimulo de MPRos
neurénios dopaminérgicos € um fator critico panawotoxicidade, muitas vezes € usada em
estudosin vivo ou in vitro a pré-toxina MPTP, que pode atravessar a barhemato-
encefalica e sofrer bioativagdo a MPPara entdo gerar a morte neuronal (WONG et al.,
1999).

AplOs atravessar a barreira hemato-encefalica, o AMPJor mecanismos
desconhecidos é convertido para MPDP pela MAO-Bhtavior das células astrociticas e em
seguida & MPPque ¢ liberado para o espaco extracelular e toat@sio pelo transportador de
dopamina (DAT) para os neurénios dopaminérgicosBR; PRZEDBORSKI, 2003). Uma
vez dentro do neurdnio o MPRentra na mitocondria e inibi o complexo | da cadei
respiratoria (LIU et al., 1982), e depois, podestacar-se por transportador vesicular de
monoamina (VMAT) ou permanecer no citosol (LIN; K&N2005). Em cultura de astrocito
foi verificado o acumulo intracelular de MPTP e goemesmo encontra-se dentro de
lisossomos (MARINI et al., 1992), e que os astoscgdo capazes de converter MPTP no seu
metabolito neurotdéxico MPP( RANSOM et al., 1987).

O MPTP tem sido utilizado em macacos e roedorasoaam modelo experimental
padrdao para a DP ( YAMASHITA; MATSUMOTO, 2007) e naosodelos que utilizam
primatas, produz sintomas caracteristico da doelec#arkinson em humanos, incluindo
tremor, rigidez, lentiddo de movimentos e instdhilie postural (DAUER; PRZEDBORSKI,
2003).

Além do MPTP como indutor de modelo de estuovivo para a doenca de
Parkinson, a neurotoxina 6-OHDA (2,4,5 trihidroxanil etilamina) também tem sido
amplamente utilizada (Ungerstedt, 1968, BLUM, 20@gta € um analogo hidroxilado da
dopamina aplicado para gerar lesdo direta no sisglwpaminérgicaigro-estriatal (TIEU,
2011). Segundo Masoud et al. (2014), o transportdel@opamina é responsaveis por regular

a homeostase da dopamina e cuja funcdo € trans@ortlbopamina a partir do espaco



24

extracelular para o neurdnio pré-sinaptico, e omadd de dopamina no citosol pode
desencadear o estresse oxidativo e neurotoxicidade.

A 6-OHDA ndo atravessa a barreira hematoencefaA(BBIE) e quando é
administrada por via sistémica destroi os neuréadvenérgicos dos ganglios simpaticos, mas
nao apresentam acdo toxica no sistema nervos@akebdntudo, a injecdo intracerebral de 6-
OHDA produz uma destruicdo seletiva de neurénitecotaminérgicos. Esta especificidade é
devida a sua alta afinidade pelo sistema de tratespe catecolaminas. Ungersted (1968),
descreveu pela primeira vez que a injecao estetieatde 6-OHDA no feixaigro estriado
induzia uma leséo seletiva dos neurdnios dopamosusgla SNpc.

Sabe-se que a 6-OHDA possui uma potente acaalamébida cadeia respiratoria
mitocondrial. E que morte neuronal dopaminérgicduibida por 6-OHDA esta ligada
fundamentalmente a formacéo dgd radicais livres tipo hidroxilo (HO .) e quinonas que
se produzem em sua metabolizacdo (EMBORG, 2004; ZHENt al., 2005). Estudos
desenvolvidos com esta neurotoxina em linhagemareRC12 mostraram que essas células
sofreram estresse oxidativo, alteragcdes na funcédocomdrial e ativacdo da caspase-3
(JIANG et al., 2014).

O metabolismo da dopamina pela MAO-B gera espémesivas de oxigénio
(RAPPOLD; TIEU, 2010). Teorias recentes sugerem meeanismos semelhantes aqueles
que induzem oxidacdo da dopamina séo responsé&feidqxicidade gerada pela 6-OHDA,
uma vez que a reducdo de um elétron da sua quinbaessencial para a neurotoxicidade em
células derivadas da substancia nigra de ratosdagem RCSN silenciadas para a enzima
DT-diaforase (VILLA et al., 2013).

Apesar do uso freqiente de neurotoxinas exdgesra® © MPTP ou analogas de
enddégenas como a 6-OHDA, que induzem modelos t®xgados, estas ndo podem modelar
com precisdo a patogénese da DP, uma vez que & de uma enfermidade
neurodegenerativa de curso lento e progressivoddia patologia causada por MPTP é
limitada para o sistema nigro-estriatal, enquante ga patologia da doenca de Parkinson é
mais generalizada ( BLESA e PRZEDBORSKI, 2014; JERNBEMARSDEN, 1986).

Alguns estudos vém mostrando a participacdo do @romo em processos
neurotéxicos dos neurdnios dopaminérgicos, sugerastie como modelo de estudovitro
ou in vivo da enfermidade de Parkinson. O aminocromo € prddugela oxidacdo da
dopamina e é o precursor da neuromelanina (PAR&S, 2007). Ja foi demonstrado que este
induz disfuncdo mitocondrial em linhagem celularngeiroblastoma humano (SHSY-5Y) e
em mitocondria isolada cérebro de rato (VAN LAARakt 2009). E em estudo utilizando
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mitocondria isolada de cérebro de rato 0 aminocraiteyou a permeabilidade e respiracéo
mitocondrial (BERMAN; HASTINGS, 1999), e células lahagem RCSN-3 expostas ao
aminocromo apresentaram alteragdo em organizacaccitdesqueleto, morte celular,
disfuncdo mitocondrial, liberacdo de citocromo @yagédo de caspase-3, e formacdo de
vacuolos autofagicos, quando sofreram inibicdorzanga DT-Diaforase por tratamento com
dicumarol, indicando a importancia desta enzimaa parprotecéo contra o dano celular
induzido pelo aminocromo (PARIS et al.,, 2010; PARISal.,, 2011). Também, ja foi
visualizado que o aminocromo inibe a fibrilizac@ood sinucleina (NORRIS et al., 2005), e
com isso ocorre um aumento na formacao de protiefipue sdo neurotdoxicas (CONWAY et
al., 2001).

Quando a enzima DT-Diaforase ndo se encontra aivaducdo de um elétron do
aminocromo leva a formacao do radical leucoamimaoro-semiquinona, gerando um ciclo
redox entre a formacéo deste e do aminocromo camwoaatante formacao de peroxido de
hidrogénio, radical hidroxila, deplecdo de NADH gn@cessério para a producdo de energia.
Ainda, deplecdo de NADPH, necessérios para a redigdlutationa oxidada catalisada pela
glutationa-peroxidase (PARIS et al., 2011).

2.1.4PRINCIPAIS TRATAMENTOS ATUALMENTE APLICADOS PARGIPNTES COM
DOENCA DE PARKINSON

Ha mais de trés décadas, o tratamentindaca de Parkinson tem sido a utilizacédo de
L-Dopa, um precursor da dopamina, agonistas do receptdopi@mina e o uso de inibidores
da monoamina oxidase [MAO-B] que reduzem o metabwi da dopamina. Estes sdo
aprovados peld-ederal Drug AdministratioFDA) para uso em PD precoce e avangado,
enquanto que inibidores da Catecol-O-metiltransEe(€ OMT) que tém a funcdo de bloquear
a metilacdo de L-DOPA na periferia, aumentandavassi niveis disponiveis no cérebro, séo
aprovados apenas para pacientes com sintomasnflesuala DP. Ainda que, a L-Dopa
produza efeitos colaterais importantes, que gergknaparecem apds varios anos de uso
cronico como: desenvolvimento de flutuacfes motatiasinesia e psicose (SCHAPIRA et al
2005; SMITH et al 2011).

Os agonistas da dopamina para tratar a doencarkiasgee eram classificados como
opcdes de primeira linha para a monoterapia ndoinda doenca em muitas diretrizes
nacionais e internacionais, entretanto devido ahecimento de que o tratamento em longo

prazo gera o risco de desenvolver transtornos dtrate dos impulsos, edema periférico,
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sonoléncia diurna e fibrose valvular cardiaca,sezom que em muitos paises 0 seu uso
passasse a ser restrito para opgdes de segun@adomh monitoramento de seguranca
(ANTONINI et al., 2009).Estas terapias tém acao sintomética e ndo dimiraueparam a
degeneracéo neuronal, por isso pesquisas com psodaturais que apresentem propriedades
neuroprotetoras representam uma importante fonteodes compostos bioativos contra esta

enfermidade.

2.2 BIOCOMPOSTOS DERIVADOS DE PLANTAS

A utilizacdo medicinal de produtos naturais, emeesl os provindos de plantas, é
paralela a propria histéria da humanidade. Segmdonco (2005), o uso popular de plantas
medicinais € uma arte que acompanha o ser humade de primordios da civilizacédo, sendo
fundamentada no acumulo de informacbes repassadasmeote. Assim, diferentes
sociedades humanas formaram seu conhecimento empirdprio no uso medicinal ou
toxico das plantas. Neste aspecto, a indUstriadeéntica tem pesquisado e prospectado,
também a partir dos chamados metabolitos secumsdégigetais, moléculas que apresentem
reconhecida ou possivel correlacdo de atividadédiaa sobre alguma patologia, seja como
agente de acado direta contra microrganismos ou iaghi@ta, como acdo moduladora do
sistema imune ou acgdo anti-inflamatdria. Diversapéeies de plantas de interesse na
medicina humana e/ou veterinaria (bem como seuxipids ativos) tém como alvo as
células provenientes do SNC, concedendo a elagiéammia farmacologica e/ou toxicoldgica.
Nos ultimos anos, uma variedade de estudos tem dduzida objetivando-se avaliar
possiveis atividades farmacolégicas de moléculasertnatos obtidos de plantas em
patologias que acometem o SNC, como por exemplaéenpal anti-inflamatério e
imunomodulatério em microglias ativadas (PARK et 2009; CHEN et al., 2011; SILVA et
al., 2008).

2.2.1 Flavonoides

Entre os metabolitos secundarios, de origem vegeiplamente investigados na
atualidade, estao os flavonoides, que representawnios grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natlistes sdo encontrados em frutas, vegetais,
sementes, cascas de arvores, raizes, talos, 8cas seus produtos derivados, tais como 0s

chas e vinhos. Os flavonoides possuem uma ampéasitiade estrutural que € atribuida ao
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nivel de oxidacdo e as variacdes no esqueleto miahbasico, promovidas por reacdes de
alquilacdo, glicosilacdo ou oligomerizagdo. Parand&s (2004), diversas atividades
biolégicas séo atribuidas a essa classe de pdbfem#is como atividade antitumoral,
antioxidante, antiviral e anti-inflamatéria. Seganflak (2014), a atividade antioxidante e a
capacidade de sequestrar as espécies reativasgimiox(ROS) representam a maior parte
dos efeitos bioldgicos dos compostos fendlicosudest mostram que em condi¢bes de
inflamacgéo e estresse oxidativo, os flavondidesepodmpedir as cascatas de sinalizagédo
inflamatorios via inibicdo da NFkB e, assim, dinma producao de iNOS, por outro lado,
eles também evitam a sobre-expressao de enzimagogas de ROS reduzindo os niveis de
superéxido e de peroxinitrito (DUARTE et al., 201&egundo Yoon (2005), dentre os
guarenta farmacos anti-inflamatorios aprovadoseet®83 e 1994, doze foram derivados ou
baseados em polifendis de origem natural.

Assim, polifendis especificos sédo azgs de modular vias como: potencial de
membrana mitocondrial, cadeia de transporte deoelénitocondrial, sintese de ATP e
remover ou inibir a formacdo de enzimas formadde®0OS (SANDOVAL-ACUNA et al.,
2014. Alguns polifendis podem exercer acao porisupia neuroinflamacdo e promover a
memoria, aprendizagem, e a funcao cognitiva (VAURDE012). Segundo Spencer (2008)
ao invés de atuar como um antioxidante classicanalglavonoides tém a capacidade de
interagir com a proteinas quinases na cascatand#zsicdo para estimular a sobrevivéncia
neuronal e/ou melhorar a plasticidade sinpticatiidade anti-inflamatéria dos flavonoides,
segundo LOpez-Posadas (2008), esta relacionadadalagéo de células envolvidas na
inflamacdo, como, por exemplo, inibindo: a probigio dos linfécitos T, bem como, a
producdo de TNF, IL-1 e IL-17 (citocinas pro-inflardrias) ou mesmo modulando a
atividade das enzimas da via do acido araquidénico.

Estudos sugerem um possivel papel dos flavonsidegducdo da morte neuronal
associada com doencas neurodegenerativas em gtregsse oxidativo, ativacao de caspase e
apoptose neuronal estdo envolvidos (SCHROETER .et2@00). Vauzouret al (2007),
demonstraram que a epicatequina ndo sO protegeun8nios contra insultos oxidativos, mas
também tem o potencial de modular a funcao sir@gtiaumento da regulacdo da expresséo
génica através da sobre-regulacdo de genes eny®inaplasticidade sinaptica (SCHROETE
et al., 2007). Por outro lado, o flavonoide castciisolado da plant&roton betulaster
demonstrou ser capaz de exercer um efeito neustpratontra o apoptose basal de culturas

primarias progenitoras, aumentando a populacdmnalf(SPORN, 2010).
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Outros estudos mostraram que o flavondide epigequama-3 galato (EGCG),
exerce acdes neuroprotetoras em cultura de cétldasinhagem SH-SY5Y que foram
submetidas a um dano com 6-OHDA (LEVITES et al03)0e que este flavonoide tem acéo
de atenuar a translocacéo nuclear de NF-kB e atsudade em células SH-SY5Y expostas a
6-OHDA (LEVITES et al.,, 2002). Ainda, polifenois @antrados no cha verd€dmellia
sinensi$ tém a capacidade de inibir o transportador deachipa (DAT) e com isso inibir a
captacdo de MPPprotegendo as células mesencefalica contra o daheido por esta
neurotoxina (PAN et al., 2003).

Neste contexto, por apresentarem acdes neuropadetoanti-inflamatorias,
imunomoduladoras e antioxidantes, visualizamos l@gohoides como potenciais agentes
terapéuticos contra processos oxidativos e inflarwt do sistema nervoso central, em

especial os envolvidos na doenca de Parkinson.

2.2.1.1 Efeitos Bioldgicos da rutina e quercetina

Um exemplo de moléculas de origem vegetal cuja ag@oe as células do sistema
nervoso tem sido estudada para fins farmacolégi&as flavonoide rutina (quercetina-3-O-
rutinosideo). Trata-se de um flavonoide glicosilagmis apresenta um dissacarideo
(raminose + glicose) ligado a posicédo 3 do anddnpino (Para revisédo, ver Becho et al.,
2009). Este é amplamente encontrado na pRiteorphandra mollis Bentlo Semiérido da
Bahia, entretanto é um flavonoide dietético comoomsumido em frutos, vegetais e bebidas
de origem vegetal (TANG et al., 2011). E tem vafiag;des bioldgicas, incluindo atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, e efeitos anticamgenos ja descritos (WU et al., 2011).

As propriedades farmacoldgicas da rutina tém digto de investigacdo como agente
inibidor do estresse oxidativo, inidor da acumutac& colageno de tipo IV e laminina,
inibidor da liberacdo de TGFL e demonstra ser eficaz na reducdo da neurotaxieigia
atividade antioxidante contra dano induzido por il@amida (TANG et al., 2011,
MOTAMEDSHARIATY et al., 2014). Estudos vém mostranque a rutina apresenta uma
atividade sequestradora de radicais livres e técan eficaz da peroxidacao lipidica (YANG
et al., 2008). Outros estudos desenvolvidos coimagem celular PC12 submetido a dano
com 6-OHDA mostraram que a rutina modula variosegete protecdo para evitar a morte de
células neuronais, particularmente a supressao adl2 PPark5, Park7, Casp3 e Casp7
(MAGALINGAM et al.,, 2015). A rutina também apresantpropriedades de inibir
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neurotoxicidade induzida por 6-OHDA em células PC-dumentando os niveis de enzimas
antioxidantes e inibindo a peroxidacao lipidica (BALINGAM et al., 2013).

Estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesgensgaram que o flavonoide
rutina inibiu o crescimento e modificou o fenétige células astrociticas da linhagem GL-15,
assim como foi capaz de induzir aumento na expsededGFAP em culturas primarias de
astrocitos (SANTOS et al., 2011; SILVA et al, 2008pneset al. (2012) verificaram que os
astrocitos tratados com rutina ndo apresentaraeragfio de morfologia e proliferagdo
celular, entretanto revelaram que este flavonade & capacidade de aumentar a populacéo
de células no sistema nervoso por inibir a morkglaepor apoptose, que pode influenciar no
perfil fenotipico dos progenitores neurais e aimdtarar a morfologia de astrocitos que
adquirem aspecto fibrilar (Nones et al., 2012).

A quercetina € um bioflavonoide que péssui cadeia de carboidrato em seu anel
aromatico, sua estrutura é semelhante a da ruttntgrma que é considerado como a forma
aglicona desta. A atividade antioxidante e o po&meuroprotetor da quercetina tém sido
relacionados a sua caracteristica estrutural, de&iquantidade de hidroxilas presentes nos
seus anéis fendlicos (ECHEVERRY et al., 2010).

A quercetina € um dos flavonoides presseam alimentos de origem vegetal e embora
seja considerado protetor contra lesdo oxidatitenue na toxicidade induzida por peroxido
de hidrogénio em culturas de células gliais obtidasérebro de ratos (KABADERE et al.,
2011). Ainda, estudos relatam a quercetina com atangial antioxidante, por bloquear a
producao de espécies reativas de oxigénio (RO@pteger contra peroxidacéao lipidica, com
isso inibidora da neurotoxicidade induzida por iplatina (AZEVEDO et al.,, 2013).
Segundo Fiorani et al., 2010,cuercetina apresenta funcéo de prevenir dano nmitoizd e €
progressivamente consumida por ativacdo de oxidotases. Por outro lado, o flavonoide
quercetina apresenta a capacidade de estimulartacdmdria regulando a atividade do
complexo-I em neurbnios dopaminérgicos danificaglole eliminar o radical OH gerado em
modelo de ratos submetidos ao dano com rotenon& (KFPAGOUNDER et al.,2013).
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3. HIPOTESE

Com base nos relatos da literatura sobre efeitii@xétantes e anti-inflamatorios dos
flavonoides, e o envolvimento da resposta neurmmditoria e estresse oxidativo na
patogénese da doenca de Parkinson, nossa hipotpse @& flavonoides protegem contra a

neurodegeneracao que ocorre nesta enfermidade.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Analisar o potencial neuroprotetor de flavonoidesmeodelosn vitro da doenca de

Parkinson.

4.2 Objetivos especificos

* Avaliar a atividade neuroprotetora de flavonoidesta morte neuronal induzida por
MPTP e aminocromo;

e caracterizar danos celulares induzidos por amimecrem culturas primarias de
sistema nervoso central de ratos;

* investigar a resposta neuroinflamatoéria induzida gminocromo e o efeito anti-

inflamatorio da rutina contra esta resposta netlevimatéria
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5. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratorio darbuimica e Biologia Celular
(LabNq) alocado no Instituto de Ciéncias da Sald8)(da Universidade Federal da Bahia
(UFBA).

5.1 CULTURAS DE CELULAS

5.1.1 Cultura de células da linhagem PC-12 nao drenciadas

As células PC12 séo células derivadas de umagérhalonal de feocromocitoma de
ratos que exibem caracteristicas de neuréniosmfocaltivadas em meio RPMI 1640
(Cultilab, SP, Brasil) suplementado com 1% de Rema¢Estreptomicina, 1% de L-
glutamina, 10% de soro equino e 5% de soro fetahboa 37°C com 5% de CO2. Quando as
culturas atingiram a confluéncia foram descoladas placas de cultura por uma solugao
contendo 0,05% de tripsina e 0,02% de EDTA em RB38turas de células confluentes,
cultivadas em placas de 100 mm @ foram dissociatiisando-se uma solugéo de tripsina
0,05% e EDTA 0,02% diluidos em PBS, e replaqueadaplacas poliestireno de 4 cm de
diametro ou de 96 pocos (TPP), a uma densidadilimie 2 x 105 células/cirem meio
RPMI 1640 suplementado com 1% de Penicilina/Estrejmina, 1% de L-glutamina, 10% de
soro equino e 5% de soro fetal, e incubadas 4C3&i atmosfera Gmida e controlada,
contendo 5% de CO Vinte e quatro horas apos a redistribuicdo daslast nas placas
especificas para cada método de andlise, as cdtutam tratadas com o flavonoide (1-
100uM) e ou MPTP (1-400uM) diluidos diretamentenmeio de cultura, por um periodo de

até 48 horas. Todos os experimentos foram realizatfoa décima passagem das células.

5.1.2 Cultura de células da linhagem SHSY-5Y difereiadas

As células SH-SY5Y séo originadas de neuroblastamaano e quando diferenciadas
com acido retindico (AR) apresentam fenotipo neakoforam cultivadas em placas de
cultura de poliestireno a uma densidade de 4g#ulas/crfi, em meio Dulbecco modificado
meio DMEM HAMF12 (Cultilab, SP, Brasil), suplemedta com 0,5 mg/ml de
penicilina/estreptomicina e 24§/ml de fungizona, 2 mM L-glutamina, 3,6g/L de HERRH?2
mL/L de glicose 50% e 10%soro fetal bovino (Cultjl&&P, Brasil). Apés 24h as células



32

foram induzidas a diferenciacdo com acido retindileoforma a se obter células neurais com
propriedades semelhantes aos neurdnios, incluindo crescimento de neuritos
(CAVANAUGH et al., 2006; FERNANDEZ-GOMEZ et al., @6). Este processo seguiu o
protocolo descrito por Pahimaat al (1984), tratando as células com 10 uM de AR didui
em meio de cultura por um periodo de 7 dias. Apfesathciacdo, a linhagem passou a ser
designada como SH-SY5Y(RA) e foi submetida ao mnateto com os flavonoides rutina e

quercetina nas concentragdes de 10 e 50uM, por 24h.

5.1.3 Culturas primarias de células do sistema neogo central

Para alcancarmos diferentes objetivos, culturmsgpias foram realizadas a partir de
regides especificas do sistema nervoso centratds 6u neonatos de ratos Wistar obtidos no
Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio da Bsde Medicina Veterinaria e Zootecnia
e sofreram procedimentos segundo protocolo ja Istaielecidos no LabNqg e aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais do ICS/UFBAWYGHCS, Protocolo n° 0272012).

5.1.3.1 Culturas de células gliais corticais

Culturas primarias de células gliais foram pregasade acordo com método de
Cookson et al (1994) modificado. Foram utilizadat®s Wistar neonatos (0-2 dia), que foram
decapitados e seus hemisférios cerebrais expostesm@vidos assepticamente. As células
dissociadas foram suspensas em meio Dulbecco mexdifi meio DMEM HAMF12
(Cultilab, SP, Brasil), suplementado com 0,5 mgdmlpenicilina/estreptomicina e 2;§/ml
de fungizona, 2 mM L-glutamina, 3,6g/L de HEPE3,ML/L de glicose 50% e 10%soro
fetal bovino (Cultilab, SP, Brasil). As célulasagd foram semeadas em garrafas de cultura de
poliestireno (Cultilab, SP, Brasil) de 270 mm pegnente sensibilizados com Poli-D-Lysina
(Sigma P7280) cultivadas em camara Umida com 5% &32C. A cada 48 h o meio de
cultura foi trocado. Apos 15 dias, quando se espegae a glia tivesse atingido maturidade,
as células foram tripsinizadas e replaqueadas;ate@com o teste a ser adotado, para placas

de poliestireno.
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5.1.3.2 Culturas de neurdnios corticais

Culturas primarias de neurdnio foram preparadasactdo com o método de
Tetsuya et al. (1999) modificado. Foram utilizatetes de ratos Wistar (15 - 18 dias). Apos
serem anestesiadas com camara de CO2, as fémeamtegsforam sacrificadas por
deslocamento da articulagéo atlanto-occipital eesafn cirurgia cesariana para retirada do
Utero gravidico. Os fetos foram retirados do Uterforam decapitados. Seus hemisférios
cerebrais foram expostos e removidos assepticam@steneninges e 0S vasos sanguineos
foram retirados dos cortices cirurgicamente e, @guisla, apds dissociacdo mecanica,
forcados a passar por uma membrana de Nitex est#ml malha de 4Bn. As células
dissociadas foram suspensas em meio Dulbecco (DMEM/ F12, Cultilab, SP, Brasil)
suplementado com 6,3®m/mL de penicilina/estreptomicina, 2 mM de L-glutaa) 3,6 g/L
de Hepes, glicose a 0,6 % e 10 % de soro fetahbd@ultilab, SP, Brasil).

5.1.3.3 Co-cultura de neurénios/células gliais cacais

Culturas primarias das células da glia foram petes de acordo com método
descrito por Cookson et al (1994). Resumidamestéemisferios cerebrais de crias de ratos
Wistar de um dia de idade pdés-natal foram isolaaksepticamente e as meninges foram
removidas com auxilio de lupa para posterior dicgealo tecido cortical. Em seguidas, as
células foram suspensas em meio DMEM/HAM-F12 (Gldti SP, Brasil), suplementado
com 100 Ul/mL de penicilina G, estreptomicina 1@@mL, 2 mM de L-glutamina, 0,011 g/L
de piruvato, 10% de SFB, 3,6 mg/L Hepes e 33 mMylimse (Cultilab, SP, Brasil) e
cultivadas em placas de 100 milimetros @ em umasfera Umida com 5% de CO2 a 37° C.
O meio de cultura foi mudado a cada dois dias, @ksas foram cultivadas durante 15 dias,
para serem entdo tripsinizadas (tripsina-EDTA) aqpéadas a uma densidade de 670
células/mm2 e mantidos por 48 h em uma atmosfeidaioom 5% de CO2 a 37° C para
estabilizacdo da cultura. Neste momento, neur&gokemisférios cerebrais de embrides de
ratos Wistar com 15-18 dias de idade gestacioneant obtidos através do mesmo método
descrito acima para a cultura da glia. As célulasironais em suspensdo no meio
DMEM/HAM-F12 suplementado foram semeadas sobre aocamada astroglial numa
proporcao de 1:2 células gliais (335 células/mrm8)células gliais e neuronais juntas foram
incubadas em atmosfera umida com 5% de CO2 a 3ur@nte 8 dias, quando os

tratamentos foram realizados.
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5.1.3.4 Co-cultura de neurdnios/células gliais maseefalicas

Culturas primérias de neurénios/células gliais anesfalicas foram preparadas de
acordo com o método de (ZHANG et al., 2013) moddm Foram utilizados fetos de ratos
Wistar (15 - 18 dias), ap0s serem anestesiadasierara de CO2, as fémeas gestantes foram
sacrificadas por deslocamento da articulagdo atlantipital e sofreram cirurgia cesariana
para retirada do utero gravidico. Os fetos foratmasos do Utero e foram decapitados e o
mesencéfalo foi removidos assepticamente. As mesirg 0s vasos sanguineos foram
retirados cirurgicamente e, em seguida, apos d&six mecanica, forcados a passar por uma
membrana de Nitex estéril com malha dam5As células dissociadas foram suspensas em
meio Dulbecco (DMEM, Cultilab, SP, Brasil) suplertedo com 6,25ug/mL de
penicilina/estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, §/6 de Hepes, glicose a 0,6 % e 10 % de
soro fetal bovino e soro equino (Cultilab, SP, Bya®As celulas foram semeadas em placas
de poliestireno de acordo com teste a ser adotegloamente sensibilizados com Poli-D-
Lysina (Sigma P7280) por 4h e com Laminina **** pveght e cultivadas em camara umida
com 5% CQ a 37C. No dia 03 foi retirada 50% do meio com acréscid@ mesma

quantidade que foi retirado demeio novo e no diag)@élulas foram utilizadas para testes.

5.1.3.5 Cultura de células microgliais corticais

Células da microglia foram obtidas a partir dotedrde ratos neonatos (0-2 dias).
Apos dissociacdo mecanica, as células foram dspasin frascos de cultura de 75 cm?,
previamente tratados comgml de poli-D-lisina, acrescentado 33 mM de glesddmM de
glutamina, 3mM de bicarbonato de sodio, 0,5 mg/epehnicilina/estreptomicina e 2,5/ml
de fungizona em meio DMEM suplementado com 686nl gentamicina, 10% de soro
equino (Gibco, Grand Island, NY), e 10% SFB (CahjSP, Brasil). As células foram
mantidas em cultura mista glial por até 7 diascélslas microgliais foram removidas a partir
da cultura mista glial através de agitacdo a 1@dO durante 3 horas. Apos o término da
agitacdo o meio foi recolhido, centrifugado a 1@@9re as células, apdés contagem numa

camara de Neubauer, foram utilizadas nas diferattesiagens experimentais.
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5.2 EXPOSICOES AS DROGAS

5.2.1 Tratamento das células com flavonoides rutin@ quercetina

Os flavonoides rutina e quercetina foram obtid@$Sdyma-Aldrich (98% de pureza).
Estes foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMS@)uma concentracdo de 100mM
formando solucbes de estoque, mantidas no escardéemperatura de -4°C. As diluicdes
finais de cada um dos flavonoides foram obtidasmmmento do tratamento através de
diluicbes seriadas até concentracdes de 1MI0Que foram adotadas inicialmente para
realizagdo decreeningde citotoxicidade, em que as células foram argdisapds o periodo
de 24h ou 48h. Os controles foram tratados com DM8@do no meio de cultura em
volume equivalente ao utilizado nos grupos tratamws os flavonoides, ndo ultrapassando a
concentracdo final de 0,1%; que ndo mostrou nenéigio significativo nos parametros

analisados em comparac¢ao com as células que rélmeram diluentes.

5.2.2 Inducao de danos celulares com MPTP

MPTP adquirido do fabricante (Sigma Chemical Gi. {ouis, MO), foi pesado e
dissolvido em &gua ultra-pura a uma concentracd&0deM formando uma solugdo mée. No
momento do experimento e a partir da mesma foraalizaglas diluicbes para as
concentracdes de 50-5000uM. As células foram atks apos o periodo de 24h ou 48h, a

depender do procedimento experimental.

5.2.3 Inducéo de danos celulares com aminocromo

O aminocromo foi preparado e purificado de aca@n protocolo descrito por Paris
et al. (2010). A sintese de aminocromo foi reaizadpartir da oxidacdo de dopamina em
solugcdo a 5mM (Sigma Chemical Co. (St Louis, M@Yatizada com solucdo de tirosinase
Img/ml (Sigma Chemical Co. (St Louis, MO) em tampéieS 25 mM a pH 6,0 durante 10
minutos a temperatura ambiente. A coluna com urpatpide 10 ou 25ml foi preparada
preparada com a resina CM-sephadex (Sigma Cheri@calSt Louis, MO) previamente
hidratada com MES 25 mM pH: 6,0 (por 24 horas); Aesromo foi recolhido a partir da
dopamina que nao reagiu com a tirosinase na c@hhaSephadex e feito aliquotas de 1mL

e estocado a -70. No dia da modulagcdo o aminocrémnoentdo analisado usando
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espectrofotometria de absorcdo na faixa de 478 entamprimento de onda e a sua
concentracéo foi determinada utilizando o coefteiedte extincdo molar de 3058 'Mcmi™.
As células foram tratadas com aminocromo em codésade 0,005uM — 10uM e analisadas

apos o periodo de 48 h.

5.3 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

5.3.1 Teste do MTT

Um dos métodos utilizados para avaliar a viahileeelular foi o teste do MTT (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Este $&e baseia-se no principio da conversdo do
substrato de cor amarelo (MTT) pelas desidrogenastxondriais de células vivas, em
cristais de formazan, de cor violacea (HANSEN gt1£189).

Apo6s o término do tempo de exposi¢cdo das cultass flavondides (rutina ou
guercetina) e/ou aos agentes indutores de dangdsres (6-OHDA, MPTP ou aminocromo),
foi adicionado a solucdo de MTT (100 plL/poco) a ucoacentracdo final de 1 pg/mL,
diluido em meio de cultura. Para completa dissaw@s cristais de formazan, apds as duas
horas de contato com o MTT, foi acrescido um voluheel00 pL/poco de um tampao
contendo 20% de duodecil sulfato de sodio (SDS) 8@ dimetilformamida (DMF) em pH
4,7, a temperatura ambiente. No dia seguinte, arladiscia dptica no comprimento de onda
de 595 nm de cada amostra foi mensurada usandspeotefotometro (Varioscan Thermo,
Finlandia). Os experimentos foram realizados emupdicatas em trés experimentos
independentes e os resultados apresentados comoeniagem da viabilidade (media e

desvio padréo) em relacéo ao controle.

5.3.2Analise da integridade da membrana celular

O possivel dano a integridade da membrana cdhilanalisado através do teste de
exclusdo do azul de tripan, 24 e 48 horas apOsdulagho das culturas celulares com os
flavonoides e/ou as neurotoxinas. As células adsrisoltas por tripsinizagéo, e ndo aderidas
foram centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos eusggmnsas em uma solucdo de meio de
cultura contendo o corante azul de tripan a 0,1#0sAdez minutos de descanso, e outra

ressuspensdo, uma aliquota dall@a suspenséo celular foi retirada e usada par@agem
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do numero de células em camara de Neubauer atdevésicroscopia oOptica. As células

viaveis foram determinadas através da capacidastasdde excluir o corante, formando um
halo azulado ao seu redor, enquanto as célulagvieigi tornam-se completamente coradas.
Foi quantificado o percentual de células viaveisretacdo ao numero total de células no

quadrante avaliado.

5.3.3 Analise da morte de neurbnios por Fluoro Jade B

O reagente fluorescente Fluoro Jade B, é um maraspecifico de neurdnios em
processo de degeneracao (Milipore, AG310). As aélulas co-culturas mesencefélicas e
PC12 foram cultivadas em placas de 96 pocos pretasja densidade de 8,6X10
células/poco, tratadas com o aminocromo nas corgdes de 0,01; 0,025; 0,05 e M,
por 48h e MPTP nas concentracdes de 50, 100, 2@meaV, por 48h. Apds o periodo de
tratamento, foi retirado o sobrenadante dos poeosuttura e as células foram fixadas com
etanol (4°C), por 10 minutos. As culturas foranvatdas trés vezes com PBS e
permeabilizadas com uma solucdo de Triton X-100,3260em PBS,por 10 minutos.
Decorrido o periodo, as culturas foram lavadasti@srvezes com agua destilada e incubadas
com a solucdo de Fluoro Jade B (0,001%), por 3Quimsna temperatura ambiente sob
agitacao e protegidas da luz. A seguir, as cultiarasn lavadas por mais trés vezes com PBS
e incubadas com um agente fluorescente intercatlnt@NA 4°,6-diamidino-2-phenilindol
diidroclorido (DAPI, Molecular Probes, Eugene, ORdr 5 minutos e lavadas novamente
com PBS. Entéo, foram realizadas duas leituradmnirnetro (especificacdo do aparelho): a
primeira no filtro 480/530 nm para quantificacédo looro Jade B e a segunda no filtro
350/470nm, para a quantificagcdo do DAPI. O resoli@da quantificagcdo da morte celular foi
avaliada mediante a relacdo entre a intensidaddludeescéncia do Fluoro Jade B /

intensidade de fluorescéncia do DAPI.

5.3.4 Avaliacéo da resposta glial e neuronal

Apoés exposicao ao agente citotdxico aminocromoameentracao de 0,GiM e co-
tratamento com o flavonoide rutina a @M, as culturas de células foram lavadas por trés
vezes com PBS em pH 7,4 e fixadas com paraforntide#i% durante 20 minutos a —20 °C.
O excesso de paraformaldeido foi desprezado eaaagpficaram em repouso até completa

evaporacdo e secagem do paraformoldeido. As célidiasn reidratadas com PBS,
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permeabilizadas com solugcédo de Triton X-100 (0,2%%)PBS e bloqueadas com solucéo de
Albumina Sérica Bovina BSA (5%) em PBS, por 1 héraeguir as culturas foram incubadas
com 0s seguintes anticorpos primarios: monocloeatamundong@-I11l-Tubulina (1:200,
Santa Cruz Biotechnology - SC 69966), marcador itteesqueleto de neurdnios jovens, o
anticorpo de coelho GFAP (1:300, Sigma — G9269)n&capo policlonal de coelho anti-
tirosina hidroxilase (1:200,Millipore — AB 152) ntaidor, de neurbnios dopaminérgicos,
ambos anticorpos foram diluidos em PBS/BSA (1%gatidos em camera Umida a 45¢r
night (ON) . Decorrido o tempo de incubacéo no anticgmmario, as células foram lavadas
trés vezes com PBS, incubadas com o anticorposid@cas: 1gG anti-coelho Alexa Fluor
546 (1:200 Sigma) ou IgG anti-camundongo alexar &8 (1:100, sigma) diluido em PBS,
sob agitacdo lenta, por 2 h a temperatura ambigdpi@&s o tempo de incubacado, os nucleos
das células foram contra corados com o agenteelgente intercalante de DNA 4,6-
diamidino-2-phenilindol diidroclorido (DAPI, Moletar Probes, Eugene, OR) na
concentragdo de jg/mL durante 10 minutos a temperatura ambientecéhdas foram entéo
lavadas trés vezes com PBS, analisadas por migiasde fluorescéncia e fotografadas com
filme Kodak Cromo ISO100 em camera Olympus AX-7&raPtodas as reacdes, 0s controles
negativos foram realizados seguindo os mesmos giroeatos, com excecao da incubacéo
no anticorpo primario.

Complementarmente, alteracbes nos niveis de edwesle proteinas foram
investigadas através de westernblot e imunodete&g@a tanto, apds tratamento das células
as proteinas foram extraidas com tampéao de extr@ddouréia, 2% SDS, 2mM EGTA,
62,5mM Tris-HCI pH 6,8, 2mM EDTA, 0,5% Triton X-1p@ontendo 1 pl/mL de um
coquetel de inibidor de proteases, e a concentrdggwoteinas determinada usando-se o Kit
BCA. As proteinas foram submetidas a eletroforesegel de poliacrilamida em condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE) e transferidas para measrde nitrocelulose. As proteinas
foram detectadas com anticorpos primarios monotlalea camundongd3-lll-Tubulina
(1:2000, Santa Cruz Biotechnology - SC 69966) ntcde neuritos de neurbnios jovens, o
anticorpo de coelho GFAP (1:1000, Sigma — G9269)jcarpo policlonal de coelho anti-
tirosina hidroxilase (1:1000,Millipore — AB 152) ncadore de neurbnios dopaminérgicos
todos diluidos em PBS/BSA (1%) e mantidos em camerala a 4°Cover night(ON) e
reveladas com anticorpos secundarios Anti mous@00:1e Anti rabbit 1:1000 conjugados
com peroxidase de rdbano e seu substrato atravgsrdsmluminescéncia. Apos revelacdo os
filmes de raio X foram escaneados para analisetderérica das bandas imunorreativas, que
é realizada utilizando o software ImageJ (WAYNE BRASID; NATIONAL INSTITUTES
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OF HEALTH, USA). Os resultados foram expressos esrcgntual de Unidades
Densitométricas Arbitrarias em relacdo ao contndle tratado. Como controles, do depdsito
de proteinas, foram realizadas eletroforeses inttujos géis foram corados com azul de

Comasie.). Esta andlise foi realizada em trés erpetos independentes.

5.3.5 Mensuracao de citocinas

As citocinas IL-6, IL 10 e TNFforam mensuradas no meio de cultura de célulagplSA
sanduiche. As células foram cultivadas em placasl®Blemm de diametro (5 x 10
células/pogo) e submetidas ao dano com aminocroma@omcentracdo de 0,01puM e/ou
tratadas com o flavonoide rutina (10uM). O meio ddtura de trés experimentos
independentes foi colhido 48 h ap6s o tratamen®.neis das citocinas IL-6 (R & D

systems) e TNF (R & D systems) foram medidas dedacoom as instrucfes do fabricante.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados pelo programaisgtat Graph Pad Prism 5.10
(California, EUA) e registrados como média + despadrao dos diferentes parametros
avaliados. Para determinar a diferenca estatistit@ os grupos foi realizada uma andlise de
variancia seguida pelo teste One Way ANOVA com tede de Student-Newmann-Keuls.
Valores deP < 0,05 foram considerados como estatisticamentgfisigntes. Os resultados de
citotoxicidade com o teste do MTT foram apresergaclimo a percentagem da viabilidade
(média e desvio padrdo) em relacdo ao controlesidgerado como 100 %.
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6. RESULTADOS
6.1 SCREENING DE CITOTOXICIDADE DOS FLAVONOIDES EMIFERENTES
MODELOS NEURAISIN VITRO

O efeito dos flavonoides rutina e quercetina,quaentracoes de 1 a 100 uM, sobre
a viabilidade celular em diferentes modelos deuca$t (linhagem SHSY-5Y, co-cultura
primaria de neurdnio/células gliais corticais; figem PC-12) foi investigado através do teste
do MTT, 24 h ou 48 h apds o tratamento. Ndo serebsereducdo do metabolismo
mitocondrial em nenhuma das concentracdes testhasnstrando que nestas condicbes o0s
flavonoides néo induziram efeitos citotéxicos (Fayul: A, B, C e D). Por outro lado,
observou-se que o flavonoide quercetina induziu esaton da atividade mitocondrial em
culturas de linhagem de células PC12 a partir deerttracdo de 5uM e apresentou neste
caso, resposta dose dependente a partir da coag@Emtle 10uM, 48 h apos os tratamentos
(Figura 1C). J& o flavonoide rutina induziu aumeahéoatividade mitocondrial em cultura da
linhagem PC12, a partir de concentracbes de 50uMtagmbém apresentou resposta dose-
dependente, 48 h apos os tratamentos (Figura 1D).

A andlise de microscopia oOptica 24 h apdés tratémndas culturas de células da
linhagem PC12 tratadas com os flavonoides quegrcetiutina, ambos na concentracao de 10
UM, mostrou que as células expostas ao flavonoigercgtina apresentam morfologia
poligonal assim como as células em condi¢des denfFagura 2, Querc 10uM). Entretanto
as células de culturas tratadas com rutina ap@sentalteracdes morfologicas caracterizadas
por contracdo do corpo celular, emissdo de fin@dopgamentos e algumas células com
morfologia esferoidal (Figura 2, Rut 10uM). Eststéefoi determinante para selecionar a
rutina como flavonoide de acgéo bioldgica mais isé&rportanto o utilizado para os demais

experimentos

6.2 EFEITO NEUROPROTETOR DOS FLAVONOIDES EM CELULASA LINHAGEM
PC12 SOB ACAO DA TOXINA MPTP

Para melhor caracterizar a alteracdo fenotipidefmir a eleicdo da rutina, como
flavonoide de estudo de efeito neuroprotetor, zeakse teste de citotoxicidade através do
método de exclusdo ao azul de tripan em culturasétidas PC12 expostas ao MPTP em
concentracdo de 400uM e/ou rutina (10uM) e tamb@nsandicdes controle (DMSO 0,1%).

Verificou-se que o flavonoide rutina induziu redoigde 13% na quantidade de células da
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linhagem PC12 viaveis, no entanto esta reducdo foAcestatisticamente significante,

enquanto que exposicao das células PC12 a préatdiTP induziu uma reducao de 28% da
viabilidade e foi estatisticamente significante. fdDema interessante, em culturas tratadas de
modo concomitante com MPTP e rutina, néo foi vigadb reducdo na quantidade de células

viaveis (Figura 3).

6.3 ANALISE DO EFEITO CITOTOXICO DO AMINOCROMO EM GLTURA DE
NEURONIOS CORTICAIS E CO-CULTURA MESENCEFALICA

Ao avaliar a neurotoxicidade do aminocromo atral@seste do MTT em cultura de
neurénios corticais e Fluoro Jade-B em co-cultueaencefalica expostas por 48h. Observou-
se uma diminuicdo viabilidade neuronal em ambosodelos de. Na cultura de neurdnio
cortical, foi visualizada reducéo da atividade eotadrial nas concentracdes de 0,025-0,1 uM
com uma reducéo de 12,7 a 19,9% na conversdo doeviTiielacdo a culturas em condigbes
controle (Figura 4A). Por outro lado, as célulaaropais tratadas com MPTP (50-400 pM)
nao sofreram alteracdo na atividade mitocondrigli@ado a importancia das células gliais
no metabolismo desta pré-toxina & MPRra inducio de citotoxicidade (Figura 4B). Ainala,
avaliacdo da viabilidade de neurbnios em co-culilgamesencéfalo, através do teste de
coloracdo com Fluoro-Jade B, demonstrou inducdmaee neuronal por aminocromo em
concentracdes de 0,025 e 0,05 pM, mas nao na doag@m de 0,1 uM (Figura 4C).

Ainda, visando caracterizar o dano neuronal indtuzior aminocromo, co-culturas
de mesencéfalo foram tratadas com a toxina a 1@ 48 h apos o tratamento, o0s niveis da
expressdo das proteingdll-Tubulina e Tirosina Hidroxilase foram avalisl@or Western
blot e imunodeteccédo. Estas analises revelaramogaminocromo induziu diminuicdo na
expressdo de ambas as proteinas, marcadores mgtrdéu neurénios e metabolico de
neurénios dopaminérgicos, com reducao de 55,4% WwiHdades densitométricas arbitrarias,

respectivamente (Figura 5: A, B, C e D).

6.4 EFEITO NEUROPROTETOR DOS FLAVONOIDES EM DIFERERS MODELOS
NEURAISIN VITRO

ApOs caracteriza¢do do dano induzido por aminocrem co-cultura mesencefélica,
foi investigada a acao neuroprotetora da rutinguk20apds 48 h de tratamento de culturas

submetidas ao dano com 10uM da toxina. Para tdotam investigados os niveis de
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expressdo das proteingslll-Tubulina e Tirosina Hidroxilase por western obl e
imunodeteccgdo. Os resultados mostraram que ass@ubmetidas ao dano com aminocromo
tiveram uma diminuicdo da expressdo desta protestraitural e da enzima de neurbnios
dopaminérgicos, o que € demonstrativo de neuroeéegeio. Quando essas ceélulas foram
submetidas ao tratamento somente com o flavonoidi@ar ou concomitante com o
aminocromo, verificou-se um aumento de 32,96 umdadensitométricas arbitrarias da
expressdo daB-lll-Tubulina mostrando que o flavonoide proteges aeurdnios da
degeneracéo (Figura 6: A e B). Entretanto ndo ésisfjvel observar a mesma inibicdo da
reducdo da expressao da Tirosina Hidroxilase emlasttratadas concomitantemente com
rutina, ainda que a rutina isoladamente, foi cagazinduzir aumento de 4,4 unidades
densitométricas arbitrarias da expressdo de Taollidroxilase em células que ndo foram
expostas ao aminocromo (Figura 6: C e D).

Para melhor avaliar o aumento da expressao3-tle Tubulina em co-cultura
mesencefalica tratadas com rutina a 10uM, realigzainounocitoquimica em culturas
expostas ao aminocromo e/ou rutina e também emigéesd controle (DMSO 0,1%). Foi
observado que em condi¢des controle as cultur&semaram uma densa rede de célgdas
[lI-Tubulina positivas (Figura 7A). Esta rede neuwab se apresentou desestruturada em
culturas expostas por 48 h ao aminocromo (10pMpasEsulturas também se caracterizaram
pela presenca de neurbnios com neuritos tortuésgsré 7B). No entanto, culturas expostas
ao aminocromo em concentracdo tratadas com o fédbemutina tiveram a rede de célufas
[lI-Tubulina positivas parcialmente mantida (Figuv&). Ainda, apresentaram ceélulas
neuronais com corpo celular e neuritos mais de$edes, que o observado em condi¢cdes

controle e mais integros que aqueles expostas sememminocromo (Figura 7C e D).

6.5 EFEITO GLIOPROTETOR E IMUNOMODULADOR DO FLAVONOE RUTINA
EM CULTURA PRIMARIA DE CELULAS GLIAIS.

Visando melhor compreender o papel da respostzldéas gliais ao dano induzido
pelo amicromo e a acdo do flavonoide rutina, foraalizados experimentos com culturas
primarias de células gliais em condi¢cdes similaxgselas realizadas em co-culturas de
mesencéfalo. Em culturas de células gliais exp@iamminocromo nas concentra¢des de 50-
0,05 uM foi visualizada uma reducéo de 6,9 a 18%tidadade mitocondrial, através do teste
de MTT, efeito ndo observado em culturas expostasngentracdo de 0,1 uM da toxina

(Figura 8B). Em cultura de microglias isoladas édiservada uma reducdo de 70% na
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quantidade de células viaveis expostas a 0,01puMnde@ocromo, e de 60% nas culturas
expostas ao aminocromo na mais alta concentragéad&e (0,1 uM) (Figura 8A). Por outro
lado, nas culturas que sofreram tratamento coneaieinente com rutina (10pM) e
aminocromo, a reducédo na viabilidade de célulasagii@is foi reduzida a 50% (Figura 8A).

A avaliacdo glioprotetora da rutina (10uM) em wrdtprimaria de glia e co-cultura
de mesencéfalo expostas ao aminocromo (0,01uMeédizada através do western blot para
avaliar os niveis de expressado da proteina GFARo&ns modelos de culturas que foram
expostos ao aminocromo ha presenca ou ausénciautola rapresentaram reducdo na
expressdo de GFAP (Figura 9: A, B, C e D). A ruts@ladamente aumentou a expressao
desta proteina em co-culturas de mesencéfalo @@ e D).

A investigacao da resposta imunomodulatéria eroutisias mesencefalicas tratadas
com aminocromo (0,01 uM) e/ou Rutina (10 puM) foigstigada através da quantificacdo dos
niveis das citocinas IL-6, IL-10 &NF-alfa secretadas no meio de cultura pelo teste d
ELISA. Em condi¢des controle foram observados sidei IL-6 e IL-10 na ordem de 232,91
e 2.170,92pg/mL, respectivamente, e por outro kwdeos niveis de TNF-alfa (53,71 pg/mL),
sugerindo um ambiente regulatério (Figura 10: A B).

Em células tradadas com rutina (10uM) foi detectao aumento dos niveis de
citocina IL-6 (Figura 10B). Por outro lado, foi @pgado que houve uma reducéao dos niveis
das citocinas IL-6, IL10 e TNF-alfa nas culturaatdadas com aminocromo (0,01 pM) em
comparacao com o controle negativo (0.1% DMSO)é&ulas tratadas com rutina, de forma
que os niveis de citocinas IL-6 e IL-10 reduziranvadores nao detectaveis pela técnica
aplicada, enquanto que os niveis de TNF-alfa reauzem 57,38% em relacédo ao controle.
Também se observou que as células tratadas conoenmimo e rutina tiveram os niveis de
IL10 e TNF-alfa semelhantes aos das células tratedia rutina e ao controle negativo, e 0s
niveis de IL-6 semelhante aos niveis detectadoséutas tratadas apenas com rutina (Figura
10: A,BeC).
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Figura 1. Os flavonoides rutina e quercetina néo interfenarviabilidade das células SHSY-5Y, PC-
12 e em Co-culturas primarias de neurénio/céluiassgcorticais. A toxicidade foi avaliada peloties

de MTT. (A) Células SH-SY5Y e (B) Co-cultura de rimio/células gliais cortical expostas a
quercetina e rutina nas concentracoes (5 e 10 pdvium periodo de 24h. (C) Células PC12 exposta a
gquercetina em concentracdes (1 e 100 uM), por uingede 48h. (D) Células PC12 exposta a rutina
em concentracdes (1 e 100 pM), por um periodo te 4&oi utilizado como controle negativo o
veiculo de diluicdo das substancias (DMSO 0,1%)sidgxificancia estatistica dos resultados foi
assegurada pelo tesbne-way ANOVA* p< 0,05 em relagdo ao controle; ** p<0,01 ermagdlo ao
controle ; ***p<0,1 em relagdo ao controle). Readlis sdo representativos de trés experimentos

independentes.
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Figura 2 - Efeito dos flavonoides quercetina e rutina em eS8IUPC12. Avaliagdo de morfologia
celular por microscopia de contraste de fase. G#lul&@ PC12 expostas ao veiculo de diluicdo dos
flavonoides, por 24h como controle (DMSO 0,1%).utz PC12 expostas aos flavonoides quercetina
(Querc) e rutina (Rut) na concentracao de 10uM2gbr obj 20x.
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Figura 3 - O flavonoide rutina protege as células PC12 egsoab dano por MPTP. A avaliagédo

neuroprotetora através do método de exclusdo dodaztripan.As células foram expostas a pré-
toxina MPTP na concentracdo de 400uM e/ou a rutl@uM) e em condicdo controle (DMSO

0,01%), por 24h. O resultado foi expresso em pénednle células impermeaveis ao Azul de Tripan,
em relacdo ao numero total de células/campo. Ogsdapresentaram distribuicdo normal e foram
analisados estatisticamente pelo teste One-Way ANQ@W< 0,05 em relagdo ao controle).
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Figura 4 — Testes de viabilidade celular em culturas de celuleurais apl0s exposicdo ao
Aminocromo e MPTP. (A) Cultura de neurbnios expest diferentes concentracbes de aminocromo
(0,005 - 0,01 uM) e avaliacdo da viabilidade pekid do MTT apds o periodo de 48h. (B) Cultura de
neurdnios corticais expostas a diferentes conag@dsa de MPTP (50-400puM) e avaliagdo da
viabilidade pelo teste do MTT apds o periodo de. 48) Co-cultura de neurbnios/células gliais
mesencefalicos exposto a diferentes concentragdesminocromo (0,01-0,1 uM) e avaliacdo da
viabilidade pelo teste de fluoro-jade B, ap0s dqukr de 48h. Os dados apresentaram distribuicao
normal e foram analisados estatisticamente pele @se-Way ANOVA, seguido do teste de Dunnett
para multiplas comparacdes. (* P < 0,05 em relagéoontrole)
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Figura 5 - Efeito do aminocromo na expresséo de proteimaadara de neuréniof-(llI-Tubulina) e
marcadora de neurénios dopaminérgicos (Tirosinaddithse) em co-culturas mesencefalicas através
de Western Blot e imunodeteccdo. As células foraantitias na presenca do aminocromo 10 puM.
Western blot e imunodetecgéo para expressao desmasp-IlI-Tubulina (A) e Tirosina Hidroxilase
(C) foi realizado apos 48h. A analise densitométdas bandas de proteirfa#il-Tubulina (B) e
tirosina hidroxilase (D) esta representada grafer@m em unidades arbitrarias, o grupo controle foi
considerado como 100%.
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Figura 6 — Efeito do aminocromo e rutina na expressao de im@tmarcadora de neurbnidgsI(l-
Tubulina) e marcadora de neurbnios dopaminérgicbisodina Hidroxilase) em co-culturas
mesencefélicas através de Western Blot e imunoghies células foram mantidas na presenca do
aminocromo 10 uM e/ou rutina 10uM. Western blothenodetecdo para expressao das protginas
[lI-Tubulina (A) e tirosina hidroxilase (C) foi réaado apds 48h. A andlise densitométrica das lsanda
de proteinag-IlI-Tubulina (B) e tirosina hidroxilase (D) est@presentada graficamente em unidades
arbitrarias, o grupo controle foi considerado cdrii0%.
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Aminocromo 10uM

Aminocromo 10uM + RutlOuM

Figura 7 - Andlise da expressdo da proteina neur@aid-tubulina por imunocitoquimica em co-
cultura de mesencéfalo. DMSO: Co-cultura mesericaftatada com o veiculo de diluicdo das
substancias, por 48h como controle (DMSO 0,1%).natdmo 10 uM: Co-cultura mesencefélica
expostas ao aminocromo na concentracao de 10 wMi8ho Aminocromo 10 uM + Rut: Co-cultura
mesencefélica exposta concomitantemente ao amimocr@a concentragdo de 10 uM e rutina na
concentracdo de 10uM, por 48h, em imagens obtidasnpcroscopia de fluorescéncia usando
objetiva (Obj) de 20 vezes ou 40 vezes de aumento.
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Figura 8 - (A) Analise da citotoxicidade do aminocromo e atade protetora da rutina em cultura de
células de microglia, através do teste de exclasdazul de tripan. (B) Andlise da citotoxicidade do
aminocromo em cultura de células gliais, atravétedte de MTT. Os dados apresentaram distribuicdo
normal e foram analisados estatisticamente pelte ©se-Way ANOVA, seguido do teste de
Newman-Keuls para multiplas comparacdées. (* P § 1@ relacdo ao controle).
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Figura 9 — Efeito do aminocromo e rutina na expressao deeppratmarcadora de astrcitos (GFAP)
em culturas de células gliais e co-culturas medalicas atraves de Western Blot e imunodeteccao.
As células foram mantidas na presengca do aminoc@@b uM e/ou rutina 10uM. Western blot e
imunodeteccao para expressao da proteina GFAP kumnacde células gliais (A) ou co-culturas de
mesencéfalo (C). A analise densitométrica das Isaddgroteinas GFAP em cultura de células gliais
(B) e co-culturas de mesencéfalo (D) esté repradargraficamente em unidades arbitrarias, o grupo
controle foi considerado como 100%.
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Figura 10 — Analise dos niveis de citocinas TNF-alfa (A); & (B) e IL-10 (C), pelo método de
ELISA, apos 48h de exposi¢cdo ao aminocromo (0,01pMy tratamento com rutina (10pM) em
sobrenadante de co-cultura de mesencéfalo. Os dgutesentaram distribuicdo normal e foram
analisados estatisticamente pelo teste One-Way ANQG¥¢guido do teste de Newman-Keuls para
multiplas comparacdes. (* P < 0,05 em relacéo atrole).
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7. DISCUSSAO

Moléculas com potencial antioxidante e anti-infiémrio vém sendo alvos de
interesse farmacoldgico e dentre estas estdoamnbBliales, que sdo compostos polifendlicos
amplamente encontrados em alimentos de origem alegais quais tém sido atribuidos
efeitos moduladores de células envolvidas na irdt#u, inibidor da producdo de citocinas
pro inflamatorias e modulador de enzimas formaddeéxido nitrico (LOPEZ-POSADAS
et al., 2008). O presente trabalho foi desenvol\pdoa prospectar compostos flavonoides
como agentes farmacoldgicos, analisando o poteneiatoprotetor e imunomodulador em
modelos m vitro da doenga de Parkinson. Para tanto, realizamaalmente unscreeningde
citotoxicidade dos flavonoides em diferentes maslélle cultura de células neuronaivitro,
em seguida investigamos o efeito neuroprotetor fda®noides em diferentes modelos
vitro de danos celulares caracteristicos da Doencarés$an e por fim analisamos o efeito
imunomodulador do flavonoide de maior potencial fiag&nico dentre aqueles testados em
um sistema de cultura de células neuronais dopagiias e gliais.

Nossos resultados de citotoxicidade realizados p&todo de MTT revelaram que
os flavonoides rutina e quercetina ndo apresentararperfil citotéxico em diversos modelos
de cultura de células neuronais, dentre elas: tarauprimaria de neurdnio/células gliais
corticais, linhagem celular de neuroblastoma hun{&SY-5Y) e de Feocromocitoma de
rato (PC12). Estudos de neurotoxicidade da rutimzomtrados na literatura, que também
foram realizados através da técnica de MTT revejameste flavonoide em concentracdo de
até 100uM néo induziu citotoxicidade em culturasngrias corticais de astrocitos, culturas
mistas de células gliais e células SHSY-5Y, apds @4 tratamento (SILVA et al., 2008;
PARK et al., 2014).

Por outro lado, nossos resultados demonstrarantepueentracées de 50 e 100uM
de rutina e quercetina aumentaram a atividade omtirial detectada em culturas de células
PC12 tratadas nestas condic¢des, por 48h. Ocorre tpste de MTT se baseia na capacidade
das desidrogenases mitocondriais (principalmenteirsato desidrogenases) em reduzirem
este brometo em cristais de formazan insolUveigottracdo violacea. A quantidade destes
cristais € medida por espectofotometria e o testie ser utilizado na avaliacdo tanto de
viabilidade quanto de proliferagcdo celular (HANSEN89). Neste caso, os flavonoides
podem estar induzindo um aumento da sobrevidagiesétalas neurais contra morte celular
programada basal da cultura, como visto por Nehes (2012) em experimentos com rutina,

mas nao por quercetina, em células multipotenf@egenitoras de oligodendrdcitos da crista
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neural (NC). Por outro lado, a hipétese de quelasmoides poderiam estar alterando o
metabolismo celular por seu potencial de induzierdnciacdo seria também teoricamente
sustentavel. Segundo Sagataal (2004) os flavondides podem induzir a diferer@iade
células PC12 e este efeito € mediado pela ativdgarascata de Ras-ERK, que parece estar
induzida pela presenca do grupo catecol no angu&,por sua vez esta presente na estrutura
tanto da rutina quanto da quercetina. Paukteal (2011) mostraram que o biflavondide
agathisflavona é um excelente potencializador teticiagdo neuronal induzida pelo acido
retindico e neuroprotetor. Por outro lado, Sagara. (2004) demonstram que os flavondides
quercetina, fisetina, isorhamnetina e genisteiruzam diferenciacdo em células PC12,
enquanto rutina ndo apresentou potencial pareedité-las.

Nossa hipotese de que rutina foi capaz de indiifgrenciagdo em células PC12
também foi sustentada por analises morfolégicasdgngonstraram que dose de 10 uM, por
24 h, abaixo daquelas que induziram aumento delatie mitocondrial detectada pelo MTT,
foi capaz de gerar alteracdes morfolégicas nesthgas, caracterizadas por contracdo do
corpo celular, emissao de finos prolongamentosrifios) e algumas células com morfologia
esferoidal. Sagar®t al (2004) caracterizaram a diferenciacdo neuronal céhulas da
linhagem PC12 induzida por flavonoides, dentre glesrcetina a 10 uM, também apdés 24 h
de e exposicéao, através da emissédo de emissaoodepfiolongamentos, o qual denominou de
neuritos, que por outro lado, ndo foram visualizaeim células expostas por 24h a rutina 10
HM. No entanto, a literatura apresenta alguns ebmmngdo potencial de indugéo de
diferenciacéao de rutina, sem inducéo de prolifevatél como a diferenciacdo de células do
tipo osteoblastos (MG-63) e células tumorais dgewoni glial (GL-15) (HYUN et al., 2014;
SANTOS, 2011).

Ainda, a contagem de células viaveis contribuafdartalecer a idéia de que rutina
esta induzindo diferenciacdo e ndo proliferacdocéhlas da linhagem PC12, quando os
resultados obtidos pelo método de exclusdo ao deuripan demonstram que ndo ouve
alteracdo significante na quantidade de célulageigératadas com rutina a 10uM, quando
comparada com células em condigcdo controle. Esseltado também evidenciou a
neuroprotecdo da rutina contra morte celular irghuzpor MPTP, uma vez que cultura
tratadas concomitantemente com rutina e a prédoxpresentaram a mesma quantidade de
células viaveis em comparacdo com a condicdo dengnquanto que as que foram tratadas
apenas com o MPTP tiveram a quantidade de célukaseis reduzida. Estudos tém
demonstrado que a rutina é capaz de proteger sétidalinhagem PC12 contra danos

oxidativos induzidos por nitroprussiato e por hpmxido de acido linoléico; proteger
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neurbnios em cultura cortical de camundongos cod&laos oxidativos induzidos pelo
fragmento 25-35 da proteina beta-amil6id¢ZB-35); células da linhagem SHSY-5Y contra
danos oxidativos induzidos por rotenona e mortela&elinduzida pelo fragmento 42 da
proteina bata-amildéide (¥2); células ganglionares da retina contra mortuzida por
hipoxia, glutamato e estresse oxidativo induzido gheplecédo de antioxidantes no meio de
cultura (CHOI et al., 2014; SASAKI et al., 2003; RK et al., 2014; ZHANG et al., 1999;
NAKAYAMA et al., 2011). Ainda, em experiments vivo, que a rutina € capaz de proteger
neurénios dopaminérgicos contra danos oxidativosr&ios que receberam 6-OHDA por
estereotaxia no striatum; proteger neurénios pitarmicontra morte induzida por trimetiltina;
inibir a neuropatia periférica dolorosa em camumg@sninduzida por injecdo de oxaliplatina,
através de efeitos antioxidativos; e proteger n@asd hipocampais e corticais da morte
induzida por isquemia cerebral em ratos (MOSHAHIBIAN et al.,, 2012; KODA et al.,
2009; AZEVEDO et al., 2013; FENGLING et al., 20ROQDRIGUES et al., 2013).

Estes achados, aliado ao fato de que a populagiomal alvo da morte celular em
pacientes com Parkinson apresentarem neuromelanarggearam alguns estudos a ser
desenvolvidos com a hipétese de que o aminocroampasto precursor da neuromelanina e
derivado da oxidacdo da dopamina, seria a prind¢gpaha envolvida na patogénese desta
enfermidade. Neste trabalho caracterizamos petaepa vez danos celulares induzidos pelo
aminocromo em modelos de cultura primaria do siateervoso central. Nossos resultados
demonstraram que exposicdo ao aminocromo em coacéas entre 250-1000uM é capaz de
induzir, apds 48 h do tartamento, reducédo da viale celular de neurdnios corticais, em
concentracdes entre 50-500 uM, reducédo da viab#idie cultura de células gliais corticais,
em concentracdes de 100 e 1000 uM, reducéo ddideale em culturas de microglia (entre
250-500 uM) e reducdo da viabilidade de co-culmmesencefélica, a partir de 100 uM.
Estudos tém demonstrado aminocromo a 50uM tem dgé@ta sobre células RCSN-3,
derivadas de substanaigra humana, induzindo morte celular apés 48 h que @itivada
quando estas células sdo submetidas a inibicdo Tddidorase pelo dicumarol. Ainda,
estudos tém demonstrado que aminocromo a 75uM ¢ém direta sobre células de origem
glial U373-MG silenciadas para GST-M2 (PARIS et aD11; CUEVAS et al., 2015). Os
nossos modelos de culturas primarias sao congtgufibr uma porcado heterogénea de
neurdnios corticais ou mesencefélicos e de cégliais, que ndo foram submetidas a inibicdo
da enzima DT-diaforase ou de enzimas GST , o qde paplicar a demanda de maiores

concentracdes desta toxina enddgena para geraz osbutar.
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Igualmente, a que foi demonstrado que aminocro®m@uaM induz morte celular em
culturas da linhagem neuronal SHSY-5Y, inibida poeio condicionado de células da
linhagem astrocitica U373-MG contendo glutationtie®ferase da classe M2-2 (GSTM2),.
Nossos resultados demonstram que doses superi@ss §250-500uM) foram necessarias
para induzir morte celular em neurénios mesenoei&lem co-cultura com células gliais.
Neste caso, ndo podemos atribuir a maior resigtéma cultura ao aminocromo
especificamente a esta isoforma da enzima GSTtdicigs, pois nosso modelo é derivado
de ratos e a isoforma GSTM2, a qual foi ja atriauadcapacidade de conjugar aminocromo
para formar produto estavel, e € uma isoforma han{@uevaset al., 2015; BAEZ et al.,
1997). Assim, podemos interpretar os resultadograditorios no teste de citotoxicidade em
concentragdes de 1000uM de aminocromo, que naaiincwrte em cultura de células gliais
ou em co-cultura mesencefalica, como indicativprdgecao por reatividade astrocitaria.

Ao investigar o potencial neuroprotetor do flavioleorutina (10puM) em co-culturas
mesencefalica de ratos, submetidas ao dano comoamimo (10uM) verificamos que as
células submetidas ao dano com aminocromo tiverama diminuicdo da expressdo da
proteina estruturap-lll-Tubulina e da enzima de neurbnios dopaminérgidndicando
neurodegeneracdo destes neurdnios. No entantoda@msas células foram submetidas ao
tratamento concomitante com o flavonoide rutinaeolmu-se um aumento na expressao da
proteina estrutural, mostrando que o flavonoideegeu os neurbénios da degeneracdo. Por
outro lado, ndo foi possivel observar a mesmadadida reducdo de expressao da tirosina
hidroxilase em células tratadas sob as mesmasgdmsicom rutina, 0 que pode sugerir que
parte da populacéo preservada pelo efeito da rptida n&o ser especificamente formada por
neurdnios dopaminérgicos e sim outra populacdoedednios Th-ou mesmo as condigdes
em que as células neuronais foram expostas ao emimo (dose e tempo) geraram um dano
celular mais intenso do que foi possivel o reswdmlento da expressao da tirosina
hidroxilase induzida pela rutina. Estudos presemntas literatura revelam que alguns
flavonoides e isoflavonoides (catequina, quercetiniaina, naringenina e genisteina) também
apresentam acao neuroprotetora em neurbnios do@ajitos, os protegendo de insultos
oxidativos induzidos por peroxido hidrogenio, 4+bikinonenal, rotenona e 6-
hidroxidopamina (MERCER et al., 2005). O poliferepigalocatequina-3-galato inibiu a
diminuicBo da expressdo da proteina tirosina hithex e morte de neurdnios
dopaminérgicos em animais tratados com MPTP (LE\AT& al., 2001). Por outro lado,
estudos vém mostrando que o mecanismo de protegsiofl@vonoides contra insultos

oxidativos é altamente especifico para cada comp@dSHIGE et al., 2001). No caso da
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rutina, sugerimos por estes resultados que o pahchecanismo de acdo, que gera uma
neuroprotecao pela rutina é a neurogénese.

Trabalhos desenvolvidos por Nonetsal (2012) com cultura de células da crista
neural (NC) mostraram que o flavonoide rutina naceatracdo de 20uM influencia no
desenvolvimento celular e no aumento da populagioonal. Em nosso estudo, as co-
culturas mesencefalicas que foram tratadas apemasutina a 10uM apresentaram aumento
da expressdo especificamente da tirosina hidrexilgee sugere uma diferenciacdo destas
células para o fendtipo de neurénios dopaminérgigoscipalmente quando este resultado
foi associado as analises por imunocitoquimica pgreoteing-1ll-Tubulina que mostraram
que a rutina, ndo s protegeu os neurbnios datdeseacado da rede neuronal causada por
aminocromo, como foi capaz induzir alteracdo dafohmgia neuronal, caracterizada por
aumento do volume do corpo celular e emissédo dgkneuritos, caracterizando claramente
a formacéo de neurbénios mais maduros.

Outros trabalhos desenvolvidos por Noeesl (2012) caracterizaram que a rutina
ndo induz diferenciagcdo de células progenitorasicais de camundongo para astrocitos.
Nossos resultados demonstram um aumento da expressdSFAP em co-culturas de
mesencéfalo tratadas com rutina (10pM), mas naobfeervada uma diferenca em relagdo ao
controle em culturas de células gliais, sugerinde g aumento da expressao desta proteina
em co-culturas seja em funcdo de uma resposta iglializida pelo flavondide. Estudos
prévios realizados pelo grupo de Neuroquimica doBia celular revelam efeitos ambiguos
da rutina (50uM) sobre a expressdo de GFAP em m®dkd cultura distintos. Assim foi
verificado por Silveet al (2008) que a rutina foi capaz de induzir aumeraa@xpressao de
GFAP em culturas de astrocitos, entretanto indueducdo da expressdo de GFAP em
culturas de células gliais (astrécito/microgliajnda, sabe-se que a proteina acidica fibrilar
glial (GFAP) séo constituintes dos filamentos imtediarios dos astrécitos, que portanto
formam parte do seu citoesqueleto e que aumengxpr@ssao desta, indicam reatividade
astroglial (astrogliose) (para revisao ver LIEM; STEHNG, 2009).

Em ambos os modelos de cultura verificamos umacées da expressao de GFAP
induzida por exposicdo ao aminocromo (100uM), gaensanteve com o tratamento
concomitante com a rutina (10uM). Estudos tém destnado que aminocromo forma adutos
com outras proteinas estruturais como actprybulina e desestrutura a arquitetura do
citoesqueleto (PARIS et al., 2010). Desta formaepuoas sugerir que a proteina GFAP
também pode ser alvo molecular do aminocromo (PARI&., 2010). Evidéncias apdiam a

hipotese de que células gliais podem ser alvosgpias em enfermidades neurodegenerativas
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como a doenca de Parkinson, doenca de Alzheimemoefadopatias espongiformes
transmissiveis (CROISIER; GRAEBER, 2006). E nogsssltados apontam para um efeito
direto do aminocromo sob astrécitos. Ocorre queses€lulas sdo fundamentais para
manutencdo da homeostasia do sistema nervosolce@ipaesentam um aparato enzimatico,
a exemplo das enzimas GSTs, que auxiliam na salarele neurdnios a danos gerados pelo
aminocromo (CUEVAS et al, 2015). Na auséncia déulag gliais funcionais, a
neurodegeneragdo de neurdnios dopaminérgicos deeenplificada.

E evidente que esta gliodegeneracdo induzidagmlnocromo esteja influenciando
nos resultados obtidos na dosagem de citocinasadelos atuais de induc#o vitro ouin
vivo, vém mostrando um processo inflamatério na paiaggdoenca de Parkinson. Animais
submetidos ao dano com a pré-toxina MPTP apresentama resposta pro-inflamatéria com
o0 aumento dos niveis da IL-6, IL-10 e TNF-alfa (¥tJl., 2015). Trabalho desenvolvido por
Kumar et al. (2012) utilizando ratos submetidos ao dano comH®A verificaram que 0s
animais apresentaram aumento dos niveis de IL{éFeal

Por outro lado, as evidéncias mostradas em nosssadtados de uma perda
astrocitaria e microglial em culturas expostas awnacromo, aliadas a niveis ainda
detectaveis de TNF-alfa, sugerem que células gliamanescentes ap0s exposicdo ao
aminocromo estéo respondendo com perfil de respbikta

Ainda, nossos resultados de dosagem de citocgeresm que rutina, isoladamente
induz uma resposta inflamatéria por aumentar niwlEsIL-6 em co-culturas. Estudos
realizados por Silvat al. (2008), demonstraram que este flavonoide foi zaga induzir
ativacdo de astrocitos e microglia com evidéndasaumento da liberacdo de NO e da
citocina TNFe.. Por outro lado, ndo podemos distinguir se odteekas obtidos em tratamento
concomitantes deste flavonoide com o aminocrome, dgmonstraram uma retomada dos
niveis de citocinas a valores basais de IL-6, ILeIDNF-alfa indicam uma neuroinflamacéo
induzida pelo flavonoide ou producdo normalizadageélulas gliais que foram protegidas
por este. Também devemos enfatizar que tratamemtoomitante de células expostas ao
aminocromo e rutina reestabelece niveis da citdtii®, de carater modulatoria.

Segundo Williams et al (2004), o flavonoide quénzeativa a via de MAPK (ERK-

2, JNK1, e p38), levando a expressdo de geneshdevdegncia (c-Fos, c-Jun) e defesa (fase
Il enzimas desintoxicantes; glutatioBatransferase, a quinona redutase), ativando
mecanismos de protecdo e sobrevivéncia celularin@agpode atuar como neuroprotetor
mediando resposta neuroinflatéria (BUREAU et aD08&). Neste estudo selecionamos o

flavonoide rutina para investigar os efeitos netotgiores contra danos induzidos por
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aminocromo em neurdnios dopaminérgicos co-cultigamm células gliais, uma vez que este
apresentou maior potencial morfogénico em cultudascélulas PC12. Com base em
pesquisas desenvolvidas por outros pesquisadopes 88 efeitos neuroprotetoras induzidos
pela quercetina, sugerimos que outros estudos sejalzados para também investigar a
neuroprotecdo de neurdnios dopaminérgicos soboefleit aminocromo induzida por este
flavonoide.
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8. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste trabalho poslerooncluir que os flavonoides
Quercetina e Rutina ndo sao toxicos para célulasise

O flavonoide Rutina induz alterac6es morfolégieascélulas PC-12.

O aminocrono induz dano neuronal e glial em modelgulturas primarias de ratos,
podendo o modelo de co-cultura de mesencéfalo iadinsim modelo de eleicdo para se
estudar a relacdo entre neurbnios e ceélulas gliaiante a degeneracdo dopaminérgica
induzida pelo aminocromo.

O flavonoide rutina protege neurénios mesencefale células gliais apresentando-
se, portanto, como uma molécula de interesse faldgico para estudos pré-clinicos que
buscam desenvolver novos medicamentos para o gatarda enfermidade de Parkinson.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar os rsewende dano e protecdo que

foram apresentados neste trabalho.
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