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Silva, RB. Avaliacdo do efeito do éster fenetil do acido cafeico (CAPE) em modelos
experimentais da Doenca de Parkinson. 2014. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

A doengca de Parkinson (DP) caracteriza-se pela perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos da substancia nigra, o que acarreta diversas disfungdes motoras. Nao ha ainda
tratamentos capazes de deter ou retardar a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos, € 0s
medicamentos hoje empregados na clinica apenas amenizam os sintomas, sem alterar a
progressdo da DP. No presente estudo foi avaliada a atividade neuroprotetora do éster fenetil
do acido cafeico (CAPE), um componente abundante do propolis de abelhas, com atividade
anti-inflamatoria, antiviral, antioxidante e imunomodulatéria. Estudos tém sugerido seus
efeitos benéficos contra as doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Parkinson, e
alguns mecanismos tém sido propostos; porém muitos dos estudos com CAPE foram feitos
apenas em culturas celulares. Este ¢ o primeiro estudo a demonstrar que a administragao
intraperitoneal do CAPE protege contra a perda neuronal dopaminérgica e a disfungdo motora
induzidas pela neurotoxina 6-OHDA em ratos, confirmando a capacidade do CAPE de
atravessar a barreira hematoencefilica e exercer seus efeitos benéficos no sitema nervoso
central (SNC). Adicionalmente foram empregados dois modelos in vitro para o delineamento
de possiveis mecanismos de neuroprote¢do: (i) mitocondrias isoladas de cérebro de ratos nao
tratados e (ii) células SH-SY5Y tratadas com 6-OHDA. Os achados in vivo e in vitro sugerem
o envolvimento dos seguintes mecanismos: (i) atividade antioxidante (sequestro de ERO,
neutralizacao de radicais livres e quelagcdo de metais); (i1) atividade anti-inflamatoéria (inibi¢ao
da ativagdo do NF-kB, TNF-a, IkKa e Ikkp); (ii1) aumento da expressdao da conexina 43; (iv)
inibicdo da Transi¢do de Permeabilidade Mitocondrial (TPM); (v) inibicdo da liberagdo de
citocromo c e (vi) inibi¢ao da ativacdo da caspase-3, executora final da apoptose. Além disso,
o estudo também demonstrou que, por si s4, 0 CAPE ndo interfere nas fungdes mitocondriais,
0 que representa uma vantagem com relacdo a outros inibidores da TPM. Assim, de acordo
com nossos achados, o CAPE ¢ um agente neuroprotetor promissor e pode auxiliar em futuras
estratégias terapéuticas para as doencas neurodegenerativas, bem como para o melhor
entendimento dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento dessas doengas.

Palavras Chave: CAPE; Doenca de Parkinson (DP); neuroprotecio; estresse oxidativo;
conexinas; apoptose; mitocondrias
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Silva, RB. Evaluation of Caffeic Acid Phenethyl Ester effects on experimental of
Parkinson’s diseases models. 2014. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Parkinson's disease (PD) is characterized by progressive loss of dopaminergic neurons in the
substantia nigra, which causes various motor dysfunctions. There are no treatments able to
delay or stop the degeneration of dopaminergic neurons and the therapy employed nowadays
only alleviate the symptoms without altering the progression of PD. In the present study we
evaluated the neuroprotective activity of caffeic acid phenethyl ester (CAPE), a compound
abundant in honeybees’ propolis, with anti-inflammatory, antiviral, antioxidant and
immunomodulatory activities. Its beneficial effects against neurodegenerative diseases,
including Parkinson's disease, have been suggested and some mechanisms have been
proposed; however, many of the studies with CAPE have been performed only in cell
cultures. This is the first study to demonstrate that the intraperitoneal administration of CAPE
protects against the dopaminergic neuronal loss and the motor dysfunction induced by the
neurotoxin 6-OHDA in rats, confirming the ability of CAPE to cross the blood brain barrier
and exert its beneficial effects on the central nervous system (CNS). Additionally two in vitro
models were used to delineate the possible mechanisms of neuroprotection: (i) mitochondria
isolated from the brain of non-treated rats and (ii) cells SH-SYSY treated with 6-OHDA. The
in vivo and in vitro findings suggest the involvement of the following mechanisms: (i)
antioxidant activity (scavenger of ROS, free radicals neutralization and metal chelation); (ii)
anti-inflammatory activity (inhibition of activation of NF-kB, TNF-a, IkKa and Ikkp); (ii1)
increased expression of connexin-43; (iv) Inhibition of Mitochondrial Permeability Transition
(MPT); (v) inhibition of cytochrome c release (vi) inhibition of the activation of caspase-3,
the final executioner of apoptosis. Furthermore, the study also showed that CAPE alone does
not interfere with mitochondrial functions, which represents an advantage in relation to other
inhibitors of MPT. Therefore, according to our findings, CAPE is a promising neuroprotective
agent and may be useful for future therapeutic strategies for neurodegenerative diseases, as
well as to better understand the mechanisms responsible for the development of these
diseases.

Keywords: CAPE; Parkinson's disease (PD); neuroprotection; oxidative stress;
connexins; apoptosis; mitochondria
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defender, mas também nos
afirmar, e nos afirmar nao
somente enquanto
identidades, mas enquanto
forca criativa”.

(Michel Foucault)
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1 INTRODUCAO
1.1 Doenca de Parkinson (DP)

Na classica monografia feita por James Parkinson em 1817, “Essay on the Shaking
Palsy”, foram descritas as caracteristicas clinicas centrais da Doenga de Parkinson (DP), a
doencga neurodegenerativa de maior incidéncia depois da doenga de Alzheimer (4).

A DP ¢ uma doenca degenerativa e progressiva do Sistema Nervoso Central (SNC),
caracterizada pela perda de neuronios dopaminérgicos da substancia nigra, associada a
manifestagdes motoras tipicas, como: tremores, rigidez, movimentos lentos (bradicinesia) e
dificuldade para caminhar. Também sdao encontradas alteragdes ndo motoras como: distirbios
do sono, constipacdo, perda de olfato, depressdo, disfungdo sexual e ansiedade e acredita-se
que estas alteragdes estejam relacionadas ao envolvimento de outros neurotransmissores, além
da dopamina, no desenvolvimento da DP (5, 6). Com o envelhecimento da populagdo mundial
a incidéncia da DP tem aumentado e estima-se em 6,3 milhdes o numero de pessoas com DP
hoje no mundo, projetando-se um numero duas vezes maior para 2030. A idade de inicio da
DP ¢ na maioria das vezes superior a 60 anos, mas estima-se que uma em cada dez pessoas
seja diagnosticada antes dos 50 anos, com uma prevaléncia ligeiramente superior no sexo
masculino (7, 8). Nao héd ainda um tratamento definitivo capaz de deter ou retardar a
degeneracdo dos neuronios dopaminérgicos, sendo que os medicamentos hoje empregados na
clinica apenas amenizam os sintomas, sem alterar a progressao da DP (9).

A etiologia da DP ¢ desconhecida e tem sido associada a multiplos fatores (fatores
ambientais, genéticos, viroses, envelhecimento), mas os achados anatomopatologicos,
principalmente a extensa degeneragdo da via nigroestriatal dopaminérgica, explicam os sintomas
caracteristicos da doenca. Outro achado relevante ¢ a presenga de corpos de Lewy, inclusdes
eosinofilicas no citoplasma dos neurdnios dopaminérgicos sobreviventes € que constituem um
sinal patognomonico da DP (4). A descoberta da neurodegeneragio da substancia nigra compacta
(SNc) ¢ decorrente das evidéncias da participacdo da SNc na atividade motora. Com a
degeneragdo dos neurdnios da SNc, nao ha estimulo excitatorio do estriado, ocorrendo um desvio
para estimulos inibitorios no globo palido interno (GP1) e substancia nigra reticulada (SNr), o que
por sua vez, causa uma excitacao do talamo, levando a uma resposta significativa do cortex
motor. Assim, embora j& se conhecam vérias estruturas do mesencéfalo envolvidas na doenga de
Parkinson, poder-se-ia dizer que o estriado, a SNc¢ e o talamo estdo envolvidos na via direta destas
alteracdes motoras (10), como esquematizado na Figura 1. Esta neurodegeneragdo tem sido
associada a mutacdes genéticas importantes (11) que estdo relacionadas a morte celular
esporadica dos neurdnios dopaminérgicos, além de estresse oxidativo, deficiéncia do complexo I

mitocondrial, disfuncdo do sistema ubiquitina e proteossoma (SUP) (12), neurotoxinas,
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inflamacdo e fatores neurotroficos (9). Estudos t€ém mostrado que a mitocondria tem uma
participagdo fundamental na perda neuronal da DP (11, 13).

Como na DP ocorre a degeneragao dos neuroénios da SNc, a via direta (libera o movimento
pelo Talamo) e a via indireta (interrompe o movimento pelo Talamo) sdo alteradas levando aos
sintomas tipicos da DP. Isso ocorre porque a dopamina (DA) liga-se aos receptores D1 ¢ D2 no
estriado e, uma vez que o estriado sofre a acdo da DA decorrente da ligag@o ao receptor D1, ocorre a
liberagdo de neurotransmissores que irdo inibir o estimulo excitatorio do globo palido interno (GP1)
e da Substancia nigra reticulada (SNr). Essa inibicdo ¢ procedida da a¢do de neurotransmissores
inibitorios que irdo inibir o estimulo inibitério do tdlamo levando a liberagdo do movimento pela
acao destes neurotransmissores no cortex somestésico. Por isso, na DP o estimulo segue pela via
indireta (ligagdo da dopamina ao receptor D2) e a a¢do do estriado, neste caso, estimula o globo
palido externo (GPe), liberando o estimulo excitatorio do GPe e Substancia Nigra compacta (SNc¢)
sobre os neuronios do talamo. Nesse caso ocorre a inibi¢do dos neurotransmissores excitatorios do

talamo e a sinalizagdo do movimento cessa causando paralisia (14).

Normal Parkinson
( Cortex D @ Cortex
Estriado' Y Estriado
g CM| VANL 94—HCM
A
SNc
GPe
=p-| STN =9~ GPi/SNr -1
\ | Y
Do (PPN )
medula espinhal
espinhal _

Figura 1 - Representacio simplificada dos circuitos que envolvem os nicleos da base, suas principais
projecoes e as mudancas na atividade associadas a Doenca de Parkinson (DP). As setas pretas indicam vias
inibitorias (gabaérgicas) e as setas vermelhas indicam as vias excitatorias. As proje¢des glutaminérgicas do
cortéx motor, pré-motor ¢ motor suplementar se direcionam ao estriado. NeurOnios estriatais enviam suas
projecdes inibitorias gabaérgicas para o segmento interno do globo palido (Gpi) em uma via direta e para o
segmento externo do globo palido (Gpe) que entdo se projeta para o nucleo subtalamico glutaminérgico (STN) e
a partir dai ao Gpi (via indireta) . GPe, globo palido externo; STN, nucleo subtalamico; GPi, globo palido
interno; SNr, substincia negra parte reticulada; SNc, substancia negra pars compacta; PPN, nucleo pedunculo
pontino; CM, nucleo centro-mediano do talamo; VA, nucleo ventro-anterior do tdlamo; VL, nucleo ventrolateral
do talamo. Figura adaptada de (14).
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No Gpi e na substancia nigra reticulada funcional (SNr) estdo os principais neurénios
eferentes dos ganglios da base. As proje¢cdes neuronais inibitdrias (gabaérgicas) no Gpi fazem
sinapse no talamo ventrolateral e areas motoras do tronco cerebral. O nucleo pedunculo
pontino (PPN) parece ter um papel no controle de funcdes posturais e locomotoras. A Figura
1 mostra que na DP, a deplecdo de dopamina est4 associada ao aumento da atividade das vias
eferentes gabaérgicas dos nticleos da base, Gpi e SNr. Dois mecanismos contribuem para isto:
(1) a inibi¢do diminuida do estriado através de uma proje¢ao direta, € o (ii) aumento do aporte
dos nucleos subtalamicos glutaminérgicos que sdo ativados como resultado da inibigdo
diminuida do Gpe na via indireta. A consequéncia do aumento da atividade do Gpi e SNr
pode ser uma “super” inibicdo das areas motoras talamicas e do tronco cerebral que resultam
na interrupcao e empobrecimento da fungdo motora. Os procedimentos neurocirurgicos atuais
utilizam a lesdo ou estimulacao elétrica cronica para diminuir a atividade do Nst ou do Gpi e

assim, liberar o sistema motor de sua excessiva inibi¢ao no Parkinsonismo (14).

1.2 Apoptose na neurodegeneraciao

A apoptose ¢ importante para o desenvolvimento do SNC, promovendo um processo
de eliminacdo celular natural, mas por outro lado, também esté associada a perda excessiva de
populacdes neuronais especificas nas doengas neurodegenerativas como: Doenca de
Alzheimer (DA), Doenga de Parkinson (DP), Doengca de Huntington (DH) e Doenca de
Batten’s (DB) (15). Os cérebros de individuos acometidos por essas doengas apresentam uma
elevada expressdo de proteinas associadas a apoptose e a fragmentacdo especifica do DNA
(16). Estudos in vivo demonstram o envolvimento da apoptose na neurodegeneragdo através
da inducao experimental dessas doencas. No caso do Alzheimer esta indugao ¢ feita através da
injecdo intracraniana de proteina B-amildide e no caso do Parkinson através da injecao
intracraniana de 6-hidroxidopamina (6-OHDA); inje¢do intraperitoneal de 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), cujo metabdlito ativo ¢ o 1-metil-4-fenilpiridini (MPP+)
(15) ou ainda inje¢do intraperitoneal de rotenona (17). No modelo experimental da doenga de
Parkinson a morte dos neurénios dopaminérgicos presentes na substancia nigra aparentemente
ocorre como resultado de trés eventos intimamente relacionados: o aumento de estresse
oxidativo, a neuroinflamacao e a ativagdo da apoptose pelas vias Janus Quinase (JNK), Bax e
Fas, induzidos pela acdo de neurotoxinas como: 6-OHDA, MPTP, MPP+ e rotenona. Todas
estas neurotoxinas lesam o sistema dopaminérgico nigro-estriatal e produzem um conjunto de

sinais e sintomas similares aos observados na DP (15). A c-jun N-terminal quinase (JNK) ¢
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um membro da familia das MAP quinases (MAPKSs) e assim como as demais MAPKs, as
JNKSs sdo ativadas por uma cascata de quinases. Esta cascata inclui: MAPK quinase quinase
(MAPKKK), DLK, ASK1 ¢ ASK2 ¢ a MAP quinase (MAPK). A JNK ¢ o maior ativador da
c-jun, um fator de transcricdo que regula a expressdo de numerosos genes relacionados a
morte celular. Além disso, a JNK pode fosforilar uma série de membros da familia Bcl-2,
levando a inibicdo de proteinas antiapoptdticas e induzindo a ativacdo de proteinas pro-
apoptoticas como a Bad e Bim (18). O balanco existente entre proteinas pr6 e antiapoptoticas
da familia Bcl-2 ¢ crucial para a sobrevivéncia neuronal. No caso das doengas
neurodegenerativas este balango encontra-se comprometido, com ativagdo de proteinas

associadas a morte celular e consequentemente, aumento da apoptose neuronal (15).

1.3 Modelos Experimentais de Doenc¢a de Parkinson

A 6-OHDA foi o primeiro agente usado em modelo animal de DP (19, 20). Pelo fato
da 60HDA nao atravessar a barreira hemato-encefalica, ¢ realizada a injecdo estereotdxica da
60HDA na via nigroestriatal. A 6-OHDA acumula-se preferencialmente nos neuronios
dopaminérgicos, lesando-os através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (19).
A 6-OHDA pode ser usada para produzir uma lesdo unilateral, sendo efetiva em ratos,
camundongos, gatos e primatas (19, 20). O tempo de agdo desta neurotoxina ¢ rapido (1 a 3
dias) e os efeitos sdo similares aos efeitos agudos do MPTP (20). Estudos realizados com a
injecdo de 6 OHDA no estriado de ratos para avaliacao da progressao da perda dopaminérgica
demonstram deplecdo de 41% a 65% entre 2 a 4 semanas, respectivamente, e uma lesao
similar a uma neurodegeneracao retrograda iniciando-se nos terminais dos axonios (19, 21).
Em ratos, essa lesdo pode ser avaliada através dos testes rotatorios realizados com a
administracdo de anfetamina ou apomorfina. Entretanto ndo ¢ possivel observar o
aparecimento de corpos de Lewy nesse modelo (20).

Os efeitos da neurotoxina l-metil4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) foram
observados pela primeira vez em 1982 em um grupo de dependentes quimicos da Califérnia
que desenvolveram crises sub-agudas de Parkinsonismo. As investigacdes mostraram que 0s
sintomas tinham sido causados pela administragdo de um andlogo de heroina sintética,
contaminada com o MPTP, um subproduto formado durante a sintese, e que por ser altamente
lipofilico, atravessa a barreira hematoencefalica (19, 20). A monoamina oxidase B, presente
nas c¢lulas da glia, converte o MPTP em 1-metil-4-fenilpirimidina (MPP+), que possui alta

afinidade pelos receptores de dopamina da membrana plasmatica, sendo transportado para o
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interior celular e posteriormente captado pelas mitocondrias, onde inibe o complexo I da
cadeia transportadora de elétrons. Como consequéncia tem-se reducdo da sintese de ATP,
producdo de espécies reativas de oxigénio e apoptose dos neurdnios dopaminérgicos (19, 20).
Além disso, o MPTP pode ativar a microglia por um processo conhecido como microgliose
reativa o que leva a exacerbagao da morte neuronal dopaminérgica pelo aumento do processo
inflamatério (Figura 2) (13, 22-28). Diferentemente do modelo com 6-OHDA, no modelo

experimental com MPTP observa-se a formacao dos corpos de Lewy (20)
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Figura 2 - Esquema simplificado ilustrando: (A) relagdo existente entre a microgliose reativa (processo
neuroinflamatorio) e a formacdo de espécies reativas de oxigénio na morte neuronal dopaminérgica e (B) agdo
do MPTP na ativacdo da célula glial e seu efeito apos ser oxidado via Monoamina Oxidase B (MAOB) (A)
adaptada de (29) e (B) adaptada de (30).

1.4 Sistema Ubiquitina Proteossoma e Corpos de Lewy na DP

A morte das células dopaminérgicas estd também relacionada a uma alteragao do
sistema ubiquitina-proteossoma, o qual ¢ constituido de proteinas de degradacdo. Esta
alteracdo ocorre devido a uma disfuncdo do proteossoma 26S levando a uma producdo

aumentada de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo (31). O Sistema Ubiquitina
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Proteossoma (SUP), ¢ um amplo complexo de multiplas proteinas que degradam proteinas-
alvos, processo mediado por um conjunto enzimatico denominado: E1; E2 e E3 ubiquitina
ligases. A E1 e E2 sdo conjugadas a proteina devido a participagdao da E3 ubiquitina ligase
(32). Uma série de estudos tem mostrado que na DP o SUP encontra-se comprometido, seja
em decorréncia do envelhecimento ou de mutagdes genéticas (12, 33). O maior achado
associando a disfungdo do SUP ao desenvolvimento da DP foi a identificagdo de mutagdes no
gene PAK?2 que codifica a proteina parkin, a qual faz parte do complexo E3 ubiquitina ligase.
Perda de fungdo da proteina parkin acarreta morte dos neuronios dopaminérgicos,
possivelmente porque a parkin degrada proteinas que exerceriam efeitos toxicos nos
neurdnios dopaminérgicos. Em estudos in-vitro foi identificada uma série de substratos para
parkin incluindo a a — sinucleina (34). Esta relagdo explica a contribui¢do da inibigdo do SUP
no acumulo de a-sinucleina, formando inclusdes e agregados citoplasmaticos, corpos de Lewi,

e conduzindo a morte neuronal (35).

1.5 Disfuncao Mitocondrial na DP

A mitocdndria ¢ a organela responsavel pela sintese de aproximadamente 95% do ATP
necessario a manuten¢do da estrutura e funcdo celular, processo que se da através da
fosforilagdao oxidativa (36). No entanto a mitocondria exerce outros papéis, como o controle
da morte celular. No caso das doencas neurodegenerativas, como a DP, existe uma disfungao
mitocondrial. Os estudos tém mostrado que no Parkinsonismo induzido com MPTP, a
mitocondria e a monoamina oxidase B, enzima presente na membrana externa da mitocondria,
exercem papéis fundamentais (11). Uma série de estudos aponta para uma deficiéncia no
complexo mitocondrial I na substancia nigra do cérebro de individuos com DP e também em
modelos experimentais (11, 37). Esta deficiéncia da cadeia transportadora de elétrons leva a
uma reducdo do processo de fosforilagdo oxidativa com a consequente reducdo da formacao
de ATP e aumento da producdo de ERO e espécies reativas de nitrogénio (11, 38). Esse
aumento das espécies reativas gera um dano oxidativo em proteinas, lipideos e no DNA e
reduz a prote¢do antioxidante como a glutationa reduzida (GSH). Este processo foi detectado
na autopsia dos tecidos encefilicos de pacientes com Parkinson. Esses achados tornam
plausivel a relagdo existente entre dano oxidativo e formacdo de corpos de Lewi (13). Este
dano leva a agregagdo da a-sinucleina devido a uma modificagdo pos-translacional (38),

disfung¢do do sistema ubiquitina-proteossoma e degradacdo de proteinas (13).
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1.6 Neuroinflamacio na Doenca de Parkinson

O processo inflamatoério € resultado de uma série de eventos complexos que envolvem
interacao intercelular, fatores pardcrinos e moléculas de adesdo. A inflamag¢do tem como
principal objetivo o combate a agentes patogénicos e a restauragdo tissular apoés uma lesdo.
Entretanto, alteracdes do processo inflamatdrio estdo associadas a uma série de disfuncdes
(39). Dentre os fatores que induzem o processo inflamatorio, o NF kappa B (NF-kB), uma
proteina de transcricdo que controla a expressdao de genes envolvidos na inflamagao, exerce
papel fundamental (40). Este fator de transcri¢do pertence a uma familia que inclui: NF-xB1
(p105/p50), NF-kB2 (p100/p52), p65/RelA, cRel e RelB, os quais atuam em diferentes
processos bioldgicos como apoptose, proliferagao, desenvolvimento e resposta imune. O NF-
kB encontra-se no citoplasma da célula, ligado a alguns inibidores denominados de IkB. Esses
inibidores sdo pequenas proteinas classificadas em: IkBa, IkBB e IkBe, que se ligam as
porcdes pl00 e pl05 e inibem a liberagdo do NF-kB. Na presenca de estimulos, como
citocinas pro-inflamatorias ou peptideos antigénicos, ocorre uma rapida fosforilacdo e
degradacao dos IkBs. Esta fosforilacao ¢ realizada por um complexo enzimatico denominado
IKK, composto de subunidades cataliticas IKK} e IKKa e uma subunidade regulatoria IKKy
também conhecida como NEMO. Apos a fosforilagao dos IkBs ocorre a exposi¢do da lisina
48, alvo para a poli-ubiquitinacdo e assim as proteinas IkBs sdo degradadas pelo sistema de
proteossoma (E3-ligase) (41). Consequentemente, o NF-kB ¢ liberado, e no ntcleo, liga-se a
uma sequéncia especifica do DNA conhecida como kB (40). Apos a ligagdao desse fator de
transcrigdo ao material genético ocorre a ativagdo de genes relacionados ao processo
inflamatorio, que codificam TNF-a, IL1, COX2, Moléculas de Adesdo Intercelular (ICAM),
Moléculas de Adesao Vasocelular (VCAM) (40). Os estudos tém mostrado a existéncia de
uma fina relagdo entre processos inflamatorios e doencas neurodegenerativas como a DP (42).

Embora exista uma série de estudos que descrevem a patogenia do Parkinson como
disfun¢do mitocondrial, estresse oxidativo, apoptose neuronal e modifica¢do protéica, a sua
etiologia continua pouco compreendida (43). A despeito de todas essas alteragdes celulares e
moleculares, provavelmente a neuroinflamagao também possa contribuir na cascata que leva a
degeneracdo neuronal, por mecanismo que envolve: (i) ativagdo da microglia, células de
defesa imune do sistema nervoso central (SNC) (44-46), (ii) astrogliose e (iii) infiltracao
leucocitaria (43). Uma série de estudos tem mostrado que a inflamag¢ao no SNC ndo ocorre
como uma resposta da necrose neuronal, mas ao contrario, esta envolvida na progressao da

degeneragdo neuronal (43, 44, 46). Em 1988 McGeer €t al. observaram a presenga de células
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da microglia ativada na substancia nigra do cérebro de pacientes com DP. Estas células foram
identificadas através da marcagdo imunoreativa ao antigeno leucocitario humano (HLA-DR),
um receptor de superficie celular que constitui o complexo principal de histocompatibilidade
da classe II (MHC II). Um estudo feito em modelos experimentais de Parkinson induzido por
6-OHDA demonstrou a cinética das alteragdes imunofenotipicas da microglia ativada. Esse
estudo mostrou que a ativagdo da microglia precede a perda dos neurdnios dopaminérgicos
(47).

A substancia nigra ¢ relativamente rica em microglia, quando comparada a outras
regides do cérebro. Adicionalmente, os neuronios dopaminérgicos presentes nessa regiao
possuem um menor nivel de glutationa intracelular, o que lhes confere uma caracteristica de
maior susceptibilidade a lesdes oxidativas e oriundas da microglia ativada. A ativagdo da
microglia leva a um aumento da producao de TNF-a, IL-B e interferon-y (INF-y), que sao
citocinas pro-inflamatorias. O aumento do INF-y leva a um aumento da populacdo de
linfocitos T CD4" ¢ CDS" no SNC por um processo conhecido como quimiotaxia. Esse
processo demonstra que na DP a funcdo da barreira hematoencefalica estd alterada.
Adicionalmente todas essas citocinas pro-inflamatdrias ativam a 6xido-nitrico-sintase (iNOS),
induzivel nas células da glia por um mecanismo indireto. Estas citocinas se ligam a receptores
de superficie celular de macréfagos FceR11 (CD23) que, por sua vez, induzem a ativagao da
iNOS e levam ao aumento do oxido nitrico (NO). Este NO pode amplificar a liberacao de
TNFa das células da glia, o que cria uma alga amplificadora do sinal. Associado a esse
processo, o TNFa liberado pela microglia pode se ligar a receptores das células
dopaminérgicas denominados de TNF-RI levando a “trimerizacdo” deste receptor. Apds essa
mudanga de conformacdo intracitoplasmatica do TNF-RI ocorre uma associacdo com uma
molécula adaptadora do dominio de morte (TRADD) e uma proteina (FAS) associada ao
dominio de morte (FADD). Este complexo TRADD e FADD ativa a pro-caspase 8, que por
sua vez, cliva a caspase-3 que ¢ uma caspase efetora, iniciando-se o processo de apoptose no

neurdnio dopaminérgico na DP.

1.7 Conexinas e Neurodegeneraciao

As mudancas na expressao e na funcdo das conexinas parecem ter uma participagdo
crucial nas doencas do SNC (48). As connexinas (Cxs) sdo uma familia de proteinas que se
associam em grupos de seis, formando canais de membrana (hemicanais ou conéxons) que

podem ser homéricos (com subunidades identicas) ou heteroméricos (com subunidades
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diferentes) (49, 50). Os hemicanais funcionam como poros que permitem a difusdo de ions e
pequenas moléculas entre os compartimentos intracelulares e extracelulares, mudando a
permeabilidade das células (51, 52). Dois hemicanais de células adjacentes podem combinar-
se formando canais intercelulares (JC, jungdes comunicantes), que permitem a passagem de
moléculas menores que lkDa de uma célula a outra, promovendo uma comunicacao
intercelular eletronica e bioquimica (30, 48, 53). As JC sdo abundantemente expressados em
células do sistema nervoso central (SNC) e eles promovem a comunicagdo neurénio-neuronio,
glia-neurdnio e glia-glia. A conexina 43 (Cx43) ¢ uma conexina com massa molecular de 43
kDa e ¢ uma das proteinas das JC mais abundantes do SNC. Ela ¢ particularmente expressa
em astrocitos e em células precursoras de neuronios durante o desenvolvimento do SNC.
Alteragdes na expressao e fungdo das conexinas tem sido associadas ao desequilibrio
homeostatico presente nas doengas do SNC (48), (54-56). Adicionalmente, a expressao da
Cx43 tem sido associada com a prote¢ao contra a apoptose em culturas de células gliais, o que
parece ocorrer independentemente da formacdo dos hemicanais ou JC (18, 52, 56). A
expressao alterada da Cx43 tem sido encontrada nas doenca de Huntington e Alzheimer (16,
20, 55); entretanto, o envolvimento da modulacdo da Cx43 na etiologia da DP ¢é controverso e
os achados variam nos diferentes modelos estudados.

A maioria dos genes que codificam conexinas se localiza em uma sequéncia com no
maximo 300 pares de base no sitio de iniciagdo transcricional. Esta regido contém sitios de
ligacdo para células independentes do fator de transcrigdo como: proteina de ligagdo TATA
box, Spl1/Sp3 e proteina de ativacdo 1 (AP-1) (57). Muitos estudos tém demonstrado a
regulagdo da transcri¢do de conexinas em resposta ao tratamento celular com uma variedade
de agentes quimicos ou biologicos como: Monofosfato Ciclico de Adenosina (cAMP), Esteres
de Forbol e retindides; ou ainda em resposta a manipulagao das vias de transdugdo de sinal
como: Wnt/B-catenina; fator de célula T (TCF)/fator de ligagao e amplificacdo de linfocitos
(LEF) (57, 58) A regido promotora da Cx43 (o maior sitio iniciador transcricional) contém
dois potenciais sitios de ligacdo TCF/LEF e um elemento responsivel ao cAMP (59).

O “turnover” das conexinas ocorre através da participacdo dos lisossomos que
degradam proteinas integrais de membrana e internalizam proteinas mediadas por receptores.
Além disso, o proteossoma também promove a degradacdo da proteina ao degradar a maior
por¢do citosolica e nuclear (60-63). Estudos tém mostrado que ambas vias (lisossomal e
proteossOmica) estdo envolvidas na degradacdo da Cx43 (63, 64). Alguns estudos tém
mostrado a participagdo proteossomica na degradagao das conexinas através da inibi¢cdo desta

via e consequente aumento na formacdo das JCs (155). Este mecanismo sugere que a
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comunicagdo intercelular pode ser regulada pelo grau de turnover das conexinas (65).
Entretanto, mesmo que existam evidéncias de que ambas as vias (lisossomal e proteossomica)
estejam relacionadas a degradacdo da Cx43, ndo estd claro se esta degradagdo ocorre na
superficie celular das JCs, nas Cx43 imaturas dentro do RE (reticulo endoplasmatico) em ou
outros compartimentos da via secretora (65).

Independentemente de como ocorre o “turnover” da Cx43 estudos tém mostrado que
as JC sdo indispensaveis para regulagao homeostatica dos niveis de K+ e glutamato no SNC

(66, 67).

1.8 Ester fenetil do acido cafeico — CAPE

O CAPE ¢ um dos compostos bioativos do propolis (produto natural secretado pelas
abelhas) e seu potencial terapéutico para o tratamento de diferentes doengas tém sido
demonstrado. E um potente seqiiestrador de espécies reativas de oxigénio (ERO) e inibidor do
sistema xantina-xantina oxidase e lipoxigenase. Além disso, o CAPE inibe a ativagao do fator
de transcri¢ao NF-kB, inibindo a producao da ciclo-oxigenase (COX), o que confere a este
composto multiplas atividades imunomodulatorias e anti-inflamatérias (68)

Estudos tém demonstrado o potencial protetor do CAPE em modelos de isquemia
cerebral focal (69), isquemia e reperfusdo cardiaca (70) e encefalomielite (71), processos estes
associados ao estresse oxidativo. Estudos in vitro demonstraram que o CAPE protege contra a
morte neuronal induzida por 6 hidroxi-dopamina na regido Nigro-estriatal, por mecanismo
envolvendo o sequestro de espécies reativas de oxigénio (ERO) (72, 73). Outros mecanismos
de protecdo também parecem estar envolvidos. Estudos mostram que o CAPE inibe a
liberagdo do Cytc induzido por Ca®” em mitocondrias isoladas de figado e cérebro (68, 72, 73)
e inibe a expressdao do gene associado a enzima oxido nitrico sintase (iNOS), reduzindo sua
atividade (74). O aumento da producdo do NO tem sido associado a doencas autoimunes
como o lipus eritematoso sistémico e a processos inflamatdrios cldssicos, o que se explica
pelo fato da enzima iNOS possuir sitios de ligacao tanto para o NF-kB quanto para a proteina
de ativacao 1 (AP-1) (74). Estudos ja haviam demonstrado a agdo inibidora do CAPE na
liberagdo do 4acido araquidonico da membrana celular, com consequente na inibicdo da
produgdo de COX2 e COX1 (75). A inibi¢ao da iNOS pelo CAPE ocorre devido ao bloqueio
do NF-kB, e consequentemente da produgdao de NO induzida pelo INF-y (76). Devido ao seu
potencial inibidor destes agentes pro-inflamatérios, o CAPE ¢ um agente promissor contra o

processo de neuroinflamacdo associado a neurodegeneragdo. Além dos efeitos antioxidantes e
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antiinflamatorios, o CAPE também apresenta atividade antitumoral, sendo capaz de
restabelecer a comunicagdo entre células tumorais, possivelmente por mecanismos
envolvendo as conexinas (77, 78)

Assim, considerando-se as propriedades do CAPE, os eventos envolvidos na
degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos da substincia nigra e a possivel participacao das
conexinas nesse processo de neurodegeneracdo, ¢ possivel que o CAPE exerca um efeito
neuroprotetor nestas células, sendo capaz de retardar a progressao da morte neuronal. No
presente estudo propde-se a investigacdo do potencial neuroprotetor do CAPE in vivo, e o
delineamento de alguns mecanismos moleculares em modelo in vitro com células de

neuroblastoma (SH-SY5Y) e em mitocondrias isoladas do cérebro de ratos.



“Do rio que tudo arrasta, diz-se que
¢ violento. Mas ninguém chama
violentas as margens que O
comprimem”.

(Bertolt Brecht)

2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

Investigar o possivel efeito neuroprotetor do CAPE em modelo experimental de DP
induzida por 6- hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos e delinear os mecanismos moleculares
envolvidos, utilizando células SH-SY5Y tratadas com neurotoxinas (6-OHDA ou MPP") e

mitocOndrias isoladas de cérebro de rato ndo tratados.



“Quem possui a faculdade de ver
a beleza, nao envelhece”

(Franz Kafka)

3 MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Todos os reagentes foram obtidos da Sigma-Chemical Co. (St. Louis MO, USA), exceto
quando especificado de maneira diferente. Foi utilizada agua tipo I, obtida em sistema de
purifica¢do de agua gradiente Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). O CAPE foi diluido em DMSO
(solugdo estoque: 1 mM) e armazenado a 4°C por até 1 més. A solugdo de 6-hidroxidopamina (6-

OHDA, 8 mg/mL) foi preparada diariamente em solug@o salina contendo 0,2% de &cido ascorbico.

Animais

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto — USP, sob protocolo n°® 10.1.972.53.5 ¢
seguem as normas estabelecidas nos “Principios Eticos na Experimenta¢io Animal”.

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, com 200-230 g, obtidos no biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, USP. Os animais foram alojados em
gaiolas mantidas em salas com temperatura ambiente controlada (22-24°C), com ciclos de 12 horas

de claro e escuro. Agua e ragio padrdo foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento.

Modelo Experimental A - mitocondrias isoladas de cérebro de ratos nao tratados

A funcdo mitocondrial foi analisada através da avaliagdo da respiracdo e da captacdo
de célcio. Foi avaliada também a capacidade protetora do CAPE contra o intumescimento
osmotico (“swelling” ) induzido por calcio e fosfato.

As mitocondrias do cortex cerebral foram isoladas por centrifugagdo diferencial de
gradiente de densidade do Percoll® (79) e a concentracdo de proteina mitocondrial foi dosada
pelo método do Biureto. As mitocondrias foram tratadas com diferentes concentragdes de

CAPE (1,0; 2,0; 5,0 € 10,0 uM) e foram analisados os parametros descritos a seguir.

¢ Determinac¢ao do intumescimento osmaético mitocondrial

A suspensao mitocondrial (1,0 mg/mL) foi incubada em 1,5 mL de meio de reacdo

composto por manitol 210mM, sacarose 70mM, HEPES 5mM, pH= 7,2 acrescido de
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succinato de potassio 7,5mM e rotenona 4uM, pH= 7,2. O intumescimento osmotico
mitocondrial foi estimado pela diminuicdo da absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro
com agitagdo constante e termostatizado a 30 °C (80).

Foi avaliada a capacidade do CAPE de induzir ou inibir o intumescimento osmotico
mitocondrial na presenga de (a) Ca”™ 20 uM ou (b) Ca™ 20 uM + Fosfato inorganico 1,5mM

(controle positivo).

e Determinacio da captacido mitocondrial de calcio

A captacdo mitocondrial de calcio foi estimada pela variagdo na absorbancia do
arsenazo III (a 680 nm), um indicador do célcio livre. A suspensdo mitocondrial (Img de
proteina/mL) foi incubada em meio composto por manitol 300mM, KCI 10 mM, HEPES
SmM, MgCl 5mM, rotenona 4 uM e calcio 20 uM, pH 7,4. A captacao do calcio foi iniciada

apos a adigdo de succinato de potassio SmM.

e Determinacio da respiracio mitocondrial

O consumo de oxigénio foi analisado polarograficamente, a 30°C, em um oxigrafo
equipado com um eletrodo de Clark (Gilson Medical Eletronics, USA), em uma camara de
volume final de 1,6 ml. As mitocondrias (1 mg de proteina mitocondrial) foram energizadas com
succinato de potdssio 10 mM (+ rotenona SuM) em um meio de respira¢ao contendo Manitol 300
mM, KH; PO, 10 mM, KCI1 10 mM, MgCI2 5 mM, pH 7, 2 e incubadas na presenca ou auséncia
de diferentes concentragdes de CAPE (0,5; 1; 2; 5 e 10uM). A respiragao do estado 3 foi iniciada
com 0,4 umol de ADP (81). A capacidade fosforilativa foi representada pela Razao de Controle
Respiratério (RCR), calculada pela razdo do consumo de O; no estado 3 pelo consumo de
oxigénio no estado 4 da respiracdo mitocondrial, a qual foi determinada a partir do tracado

polarografico, de acordo com o método descrito na literatura (82).

Modelo Experimental B - ratos tratados com 6-OHDA ¢ CAPE

e Tratamento dos animais e desenho experimental

Ratos Wistar machos pesando 200-240 g foram anestesiados com 0,15mL/ 100mg de

peso de uma solugdo contendo ketamina a 10% e 0,07mL de xilazina a 2% e posicionados no
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sistema estereotaxico em decubito ventral. Os pontos de inje¢do intracraninana (ic) no estriado
dorso-lateral foram determinados com o auxilio do atlas Paxinos & Watson (A: +1.2, L: -2.6; D:
-5.0 e A: -04; L: -4.2; D: - 5.0, a partir do bregma) (83). Os animais foram divididos em trés
grupos (n=6 em cada grupo): (A) Controle: 3 uL de salina por via ic; (B) 6-OHDA: 3 pL de 6-
OHDA (8mg/mL, via ic, 1 vez) e (C) 6-OHDA + CAPE: 3uL de uma solugdo de 6-OHDA
(8mg/mL, via ic, 1 vez), e 200 uL de CAPE (10 pumol/kg) por via intraperitoneal (ip) por 5 dias
consecutivos, sendo a primeira injecdo de CAPE administrada logo apds a inje¢do de 6- OHDA
(ic) e as demais injecdes apos intervalos de 24h. No 28° dia foi realizado o teste comportamental
rotacional apds injecdo subcutanea de 1mg/kg de apomorfina (agonista da dopamina). Apos 48

horas (30° dia apds a cirurgia) os animais foram sacrificados (Figura 3).

Inje¢do de Salina

SHAM Sacrificio dos animais
Teste
i rotatorio l
' i Grupo Controle (SHAM)
t=0 v
30°dia
60HDA 28°dia
l Grupo 60HDA (Parkinson)
_ v I
=0 30° dia
28°dia
6-OHDA 5 dias no total
| : Sacrificio dos animais

24h 24h 24h

30 de cirurgia | |
| 24h
| l | l Grupo 60HDA + CAPE

R

CAPE i.p ap0s cirurgia

Figura 3 - Esquema ilustrando o desenho experimental do modelo in-vivo da doenga de Parkinson induzida pela
neurotoxina 6-OHDA em ratos, o tratamento com CAPE e o teste rotacional.

e Preparacio do homogenato do estriado cerebral de rato

Os cérebros foram removidos ¢ os estriados seccionados. As sec¢des foram imersas
em solu¢do de homogeneizacao, composta por sacarose 0,32M, EGTA ImM, HEPES 5mM,
pH 7,2 (10% m/v), acrescido de PMSF ImM e cocktail de inibidores de protease (Sigma)
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(1:250). Os estriados foram separados, pesados e cortados em pequenos fragmentos e em
seguida homogeneizados em Potter, 3 vezes, a 700 rpm com intervalo de 1 min. A
concentracdo de proteinas do homogenato foi determinada e diferentes concentragdes foram

utilizadas, conforme a necessidade do experimento realizado.

e Determinacio de proteina no homogenato cerebral de rato

Foi utilizado o método espectrofotométrico que emprega o reativo de biureto (CAIN e

SKILLETER, 1987).

¢ Determinacio de H,O, em homogenato cerebral de rato

O homogenato foi diluido com tampdo de homogeneizacdo gelado para obter a
concentragdo de Smg de tecido por mL. O homogenato (2mL) foi incubado a 23°C por 5
minutos, e entdo 2ul. de DCFH-DA (concentracao final 10uM) foram adicionados, seguindo-
se incubacao por 30 minutos. O controle positivo foi realizado com adicao de 20 pL de terc-
butil hidroperoxido (concentragdo final 100uM). Apds o periodo de incubacdo a fluorescéncia

das amostras foi determinada a 430nm (excitagdo) e 540nm (emissao).

o Determinagio de metais essenciais (Cu®, Fe**, Zn*" ¢ Mn**) na Substincia Nigra e

Estriado por técnica de ICP-MS

Uma porcao de 75 mg da amostra do tecido cerebral (substancia nigra ou estriado) foi
diluida em Iml de uma solu¢do de hidréxido de tetrametilamonio (TMHA) 50% (v/v) e
incubada por 12 horas a temperatura ambiente. O volume foi completado para 10ml com uma
solugdo contendo 0,5% (v/v) de HNOs e 0,01% de Triton X-100. As andlises foram realizadas
no espectrometro de massa acoplado a plasma (DRC-ICP-MS ELAN DRCII, Perkin Elmer,
SCIEX, Norwalk, CT, USA). Os resultados foram expressos em ng/g de tecido (84).

e Determinac¢io imunohistoquimica de tirosina-hidroxilase

Foram feitas sec¢des de 25 pum do cérebro em micrétomo semiautomatico. As

amostras foram processadas de modo “free-floating” (separando o CPUl/estriado e a
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substancia nigra), as sec¢des de interesse foram colocadas em uma placa de Petri e com o
auxilio de um pincel, o tecido foi aberto na seguinte solugdo de montagem (200mL de agua
destilada; 0,5g de gelatina tipo A; 200mL de PBS 0,2M; 50 mL de etanol absoluto; 50 mL
de PBS 0,1 M ). As secgdes foram entdo transferidas para uma microplaca de 24 pocos (1
sec¢do/ poco) e lavadas 3 vezes com PBS 0,IM; em seguida foram submetidas a
recuperagdo antigénica pelo tratamento enzimatico com proteinase K 20ug/mL, solubilizada
em tampao (composto por 0,05M Tris-HCI, 0,0IM CaCl,, pH 8.0, fornecido pela
Millipore®) por 25 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddgena pela incubagdo das amostras em H,0, a 3% em PBS por
30 minutos. Apos este periodo, foi realizado o bloqueio das ligagdes inespecificas com 2%
de soro eqiiino em PBS, por 50 minutos a temperatura ambiente e logo em seguida, foi feita
a incubagdo com o anticorpo monoclonal anti-tirosina hidroxilase 0,49ug/mL (SIGMA)
diluido em Img/mL de albumina bovina sérica por 12 horas em camara uUmida.
Posteriormente, as secgdes foram incubadas com o anticorpo secundario HRP (HRP -
polymer conjugate broad spectrum - DAB INVITROGEN) de acordo com as especificagdes
do fabricante. As secgdes foram lavadas e transferidas para as laminas e deixadas a
temperatura ambiente por 24 horas para melhor aderéncia. Apds este periodo, as laminas
foram desidratadas em gradientes com concentragdes crescentes de etanol (90%, 100%) e
logo em seguida em xilol (absoluto). A montagem das laminas permanentes foi realizada
com laminula de 24 x 60 mm e Entelan (Merck®).

As secgdes foram visualizadas em microscopia Otica com filtro de luz branca
(Olympus, BX 51) e aumento de 400x. A quantificacdo das amostras foi realizada com auxilio
do programa “Image J” (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2014), de acesso publico.

e Avalicio comportamental rotacional

No 28° dia apds o inicio do tratamento foi realizada a andlise de simetria rotacional
com todos os animais apOs a inje¢do subcutanea do agonista dopaminérgico apomorfina
(0,Img de apomorfina’kg de animal), ou seja, um volume de aplicagdo de 0,2ml de uma
solucao (0,5mg/10ml) por 100 gramas de peso do animal. Foram feitas contagens distintas

para movimentos ipsilaterais e contralaterais (85).
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Modelo Experimental C- células de neuroblastoma humano (SH-SYSY)

e (Cultura celular

Foram utilizadas células de neuroblastoma humano (SH-SYS5Y), adquiridas da
“American Type Culture Collection” (ATCC) e mantidas em meio DMEM com alta
concentragdo de glicose, acrescido de 10% de soro fetal bovino e 5% de uma mistura de
antibidticos composta por Smg/mL de penicilina, 5 mg/mL de estreptomicina e 10mg de
neomicina, em atmosfera umidificada composta de 95% de ar e 5% de CO,, a 37%. Para
realizagio dos experimentos foram utilizadas células apos a 2% ou 3" passagem (quando havia
cerca de 80% de confluéncia). Foi avaliado o efeito do CAPE em diferentes concentragdes
[100uM]; [SOuM]; [10uM]; [1uM] na viabilidade das células no modelo Parkinson (induzido
com 6-OHDA [ImM] e com MPP' [10.5mM]) e o efeito do CAPE per si para avaliagdo de

possivel toxicidade deste composto nesse tipo de linhagem celular.

e Ensaio de Viabilidade Celular: Atividade da Lactato Desidrogenase (LDH).
Determinacao da ECsy das neurotoxinas 6-OHDA e MPP" na linhagem celular de

neuroblastoma (SH-SYSY)

As células de neuroblastoma humano - SH-SY5Y (1x10° céls/pogo) foram incubadas
em placas de 96 pocos por 24 horas e mantidas em meio DMEM com alta concentragao de
glicose, acrescido de 10% de soro fetal bovino e 5% de uma mistura de antibidticos composta
por Smg/mL de penicilina, 5 mg/mL de estreptomicina e 10mg de neomicina, em atmosfera
umidificada composta de 95% de ar e 5% de CO,, a 37%. Apos este tempo foram
adicionadas diferentes concentragdes do MPP* ¢ 6-OHDA (10® a 10" M) e seguiu-se
incubacao por mais 24 horas. A viabilidade celular foi determinada utilizando-se kit de ensaio
para atividade de LDH (Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit, Sigma Aldrich-UK), de
acordo com protocolo sugerido pelo fabricante e descrito a seguir: No controle positivo
(controle de lise) foram adicionados 2ul do tampao de lise e incubou-se por 30 minutos a
37°C. Apés este periodo foram adicionados 100 pl da mistura substrato/tampdo, as
microplacas foram cobertas com papel aluminio e incubadas a 37°C durante 20 minutos. Ao
final deste tempo foram adicionados 50ul de solugdo de bloqueio em todos os pocos e a

absorbancia foi determinada em leitor de microplaca operando em 450nm (Figura 04).
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Figura 04. Esquema do ensaio de viabilidade celular realizado através da avaliagdo da atividade da enzima
Lactato Desidrogenase (LDH).

o Efeito de diferentes concentracoes de CAPE na viabilidade das células SH-SYSY
tratadas com ECsy) das neurotoxinas MPP e 6-OHDA: Ensaio de exclusao do corante

“Trypan Blue”

Este ensaio baseia-se no principio de que as células vivas possuem membranas
celulares intactas que excluem determinados corantes, como o “trypan blue’, enquanto as
c¢lulas mortas ndo. Neste teste, uma suspensao de células ¢ simplesmente misturada com o
corante e depois examinada no microscopio Otico para determinar se as células absorveram ou
excluiram o corante. Assim, as células vidveis apresentam citoplasmas claros ao passo que
células nao vidveis apresentam citoplasmas azuis (86).

As células SH-SY5Y (1x10° céls/pogo) foram incubadas em placas de 24 pocos
durante 24 horas em meio DMEM completo. Apos este periodo, as células foram incubadas
da seguinte forma: a) controle (células); b) 6-OHDA (células+ 6-OHDA [1mM]), ¢) 6-OHDA
+ CAPE (células + 6-OHDA [1mM] + CAPE [100uM]; [SOuM]; [10uM]; [1uM]), d) MPP"
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(células + MPP' [10,5mM]) MPP" + CAPE (células + MPP" [10.5mM] + CAPE [100uM];
[S0uM]; [10uM]; [1uM]) durante 24h a 37°C em DMEM incompleto (sem soro).
Posteriormente, as células foram removidas com o auxilio de um “scraper” e centrifugadas a
1000 rpm por 5 min. Desprezou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em
DMEM incompleto sem soro. Aliquotas de 50uL das células e 50ul de trypan blue 0,4%
foram homogeneizadas em tubos conicos de 1,5 mL e transferidas para camara de Newbauer

para contagem de células vivas e mortas.

e Determinacio da Ativaciao da via NF-kB no modelo celular de Parkinson (SH-SY5Y)
induzido com 6-OHDA.

As células SH-SY5Y (2x10° céls/pogo) foram incubadas em microplacas de 96 pogos
por 24 horas em DMEM completo e posteriormente foram incubadas da seguinte forma: a)
controle (células); b) 6-OHDA (células+ 6-OHDA 1mM), c) 6-OHDA + CAPE (células + 6-
OHDA 1mM + CAPE [100uM]) e d) CAPE [100uM], por 24 horas a 37°C, em DMEM
incompleto (sem soro). Apds esse periodo foi realizada a determinacao da ativagdo do NF-kB,
IkKa e IkKB com a utilizacdo de kit comercial (NFkB Pathway activation InstantOne™

ELISA, Bioscience UK), seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante.

e Determinacio da conexina 43, citocromo ¢ e Tirosina Hidroxilase (TH) no modelo

celular de Parkinson (SH-SY5Y) induzido com 6-OHDA — Técnica de Imunofluorescéncia

As células SH-SY5Y (2x10° céls/poco) foram incubadas (24 horas em DMEM
completo) em microplacas de 24 pogos, nos quais foram colocadas laminulas circulares
previamente recobertas com poli-D lisina. Apds este periodo as células foram incubadas da
seguinte forma: a) controle (células); b) 6-OHDA (células+ 6-OHDA 1mM), c) 6-OHDA +
CAPE (células + 6-OHDA 1mM + CAPE [100uM]; [SOuM]; [10uM]; [1uM]) e d) CAPE
[100uM], por 24 horas a 37°C em DMEM incompleto (sem soro). Posteriormente as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% (por 30 minutos) e lavadas (3 vezes) com 0,1M PBS.
A seguir as células foram incubadas com soro de cabra diluido (120ul de soro em 12ml de
PBS 0,1M) por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacao (100rpm). Apds o bloqueio as
células foram incubadas (overnight, 4°C, 100 rpm) com os anticorpos primarios: rabbit anti-
connexin 43 (diluicdo 1:100), Mouse anti-Tyrosine Hydroxylase, (dilui¢do 1:200) e mouse

anti-cytocrome c¢ (diluicdo 1:100), todos adquiridos da Invitrogen, UK. Os anticorpos



Materiais e Métodos | 24

primarios foram diluidos com uma solug@o contendo 0,05% Triton X-100 e de 1% de soro de
cabra. Apds a incubacdo com anticorpos primdrios as células foram lavadas (3 vezes) com
solugdo de PBS 0,1M contendo 0,05% Triton X-100 e 1% de soro de cabra. Apos a lavagem
as cé€lulas foram incubadas (T.A., 2h, 100rpm) com os anticorpos secundarios (Invitrogen,
UK) conjugados com dois fluoréforos: Alexa Fluor® 488 (marcagdo verde) e Alexa Fluor®
594 (marcagdo vermelha), os quais foram diluidos em solu¢dao de PBS 0,1M contendo 0,05%
do TritonX-100. As laminulas foram removidas da microplaca e colocadas sobre as laminas
contendo DAPI (marcacdo em azul), e as mesmas foram armazenadas em camara escura, a
4°C, por 24 horas. As imagens foram capturadas em aumento de 200x e 400x, em 5 campos
diferentes em 4 laminas de cada grupo. A fluorescéncia das imagens digitalizadas foi
analisada usando-se o software ImageJ (Rasband, W.S., ImagelJ, U. S. National Institutes of

Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2014.).

e Determinacio de TNF-o no modelo celular de Parkinson (SH-SY5Y) induzido com 6-

OHDA

As células SH-SY5Y (2x10° céls/pogo) foram incubadas em microplacas de 96 pocos
por 24 horas em DMEM completo. Apos este periodo as células foram incubadas (37°C, 24h;
DMEM sem soro) da seguinte forma: a) controle (células); b) 6-OHDA (células+ 6-OHDA
ImM), c¢) 6-OHDA + CAPE (células + 6-OHDA 1mM + CAPE [100uM]; [10uM]; [1uM]) e
d) CAPE [100uM]. Apoés esse periodo os sobrenadantes foram transferidos para outra
microplaca e submetidos ao ensaio com o uso de kit comercial (Human TNF-alpha Instant

ELISA — ebioscience, UK) seguindo-se as instru¢des do fabricante.

e Determinacio da atividade da Caspase 3

As células SH-SY5Y (2x10° céls/pogo) foram incubadas em microplacas de 96 pocos
por 24 horas em DMEM completo. Apo6s este periodo as células foram incubadas (37°C, 24 h,
DMEM sem soro) da seguinte forma: a) controle (células); b) 6-OHDA (células+ 6-OHDA
ImM), c) 6-OHDA + CAPE (células + 6-OHDA ImM + CAPE [100uM]; [10uM]; [1uM]) e
d) CAPE [100uM]. Apds esse tempo foi utilizado o kit comercial Caspase-3 Cellular Activity

Assay kit da (Calbiochem®) seguindo-se as instrucdes do fabricante.
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e Lisado celular para ensaios de Western Blotting

As células SH-SY5Y (2x10° céls/pogo) foram incubadas em uma microplaca de 6
pogos previamente recobertas com poli-D lisina, por 24 horas em DMEM completo. Apos
este periodo as cé¢lulas foram incubadas (37°C, 24 h, DMEM sem soro) da seguinte forma: a)
controle (células); b) 6-OHDA (células+ 6-OHDA 1mM), c) 6-OHDA + CAPE (células + 6-
OHDA 1mM + CAPE [100uM]; [50uM]; [10uM]; [1uM]) e d) CAPE [100uM]. Apds esse
periodo, o meio foi desprezado e as células foram lavadas (3 vezes) com PBS. Foram
adicionados 600uL de tampao de lise (tampao Tris-HC1 50mM, dodecil sulfato de sodio, SDS
1%, 0,1% coquetel inibidor de proteases Sigma P8340). Apds 10 minutos as células foram
removidas dos pogcos com uso de “scrapers’ e transferidas para tubos coOnicos. Para
complementar a lise celular as suspensdes celulares foram submetidas & uma série de
aspiracdo/descarga com seringas de 1ml acopladas a agulhas de 25G, 1.5°. Todos os
procedimentos para lise celular foram realizados em banho de gelo para diminuir a atividade
de proteases.

Os lisados foram transferidos para tubos tipo eppendorf e aquecidos a 94°C por 10
minutos, para desnaturagdo proteica e bloqueio por calor. Seguiu-se centrifugacdo (75.590g,
10 minutos, 4°C), os pellets foram desprezados e os sobrenadantes foram estocados a -70°C
até o uso. A concentragdo de proteina do lisado celular foi determinada pelo método de

Bradford.

e Determinacio de Bax e Caspase 3 por Western Blotting

As placas de vidro (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) foram montadas de acordo
com as instru¢des do fabricante. O gel de resolucgao foi preparado de acordo com a Tabela 1
abaixo. As solu¢des de APS e TEMED nao foram colocadas até o final da montagem do gel,
pois a polimerizacdo ocorre com a adigdo destas solugdes. A porcentagem de acrilamida do
gel de resolucao foi escolhida em funcao do peso molecular da proteina de interesse, o qual
determina a separagdo eletroforética.

Ao final da montagem do gel, colocou-se o APS ¢ o TEMED ao mesmo tempo e
cobriu-se o aparato de vidro com agua deionizada, aguardando-se a polimerizacao do gel por
45 minutos. O gel de empilhamento foi preparado como descrito na Tabela 2 sendo que o
APS e o TEMED foram adicionados por ultimo. Apds a montagem desse gel, desprezou-se a

agua do aparato de vidro e colocou-se este segundo gel cuidadosamente evitando-se a
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formagao de bolhas. Um ‘pente’ de 10 pocos foi colocado no gel e esperou-se por mais 45
minutos. Apos a polimerizacdo do gel de separagdo o pente foi retirado cuidadosamente.

As amostras (lisados celulares) foram diluidas (1:2, v:v) com tampao de carregamento
e aquecidas por 3 - 5 minutos a 95°C. Apds esse aquecimento, as amostras foram
centrifugadas e armazenadas em banho de gelo.

O gel foi colocado na cuba eletroforética contendo 1,2 L de tampdo de corrida e as
amostras foram aplicadas nos 10 pogos do gel.

Fechou-se a cuba e aplicou-se uma corrente de (30-35mA) até a marcagao azul do
tampao de carregamento (Laemli) atingir a parte inferior do gel. A voltagem foi de 200V e o
tempo de corrida foi entre 1 a 3 horas. O gel foi checado a cada 30 minutos para determinar o
final da corrida.

Para transferéncia foram usadas membranas de PVDF cortadas nas mesmas dimensdes
do gel e previamente mergulhadas em metanol por 2 minutos e em seguida, tampao de
transferéncia por 10 minutos. Ao término deste tempo essas membranas foram colocadas em
outro recipiente contendo tampao de transferéncia. Ao término da corrida eletroforética os
géis foram removidos das placas de vidro, colocados sobre as membranas de PVDF e
envolvidos por papel de filtro, formando assim, um “sanduiche”, o qual foi colocado em um
aparato para transferéncia protéica, operando a 18-20V por 1-2 horas.

Terminada a transferéncia a membrana de PVDF foi colocada em um recipiente
contendo tampao de lavagem TTBS (do inglé€s, Tween/Tris buffered saline). A membrana foi
lavada 3 vezes e as proteinas transferidas foram marcadas com solugdo de Ponceau S. Apds a
confirmagdo da transferéncia proteica, o corante foi removido lavando-se a membrana com
agua.

A membrana foi entdo incubada (4°C, overnight, 100rpm), com uma solugdo contendo
TTBS + 5% de leite desnatado (no caso da Bax) ou 5% de albumina bovina (no caso da

caspase-3).
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Tabela 1 - Preparacao do gel de resolugao

Gel de resolucio 6% 7.5% 10% 12.5% 15%

30% de acrilamida 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

4xRGB 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
10%SDS 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

H,O 5.313 4.813 3.983 3.153 2.313
TEMED 12pul 12ul 12ul 12ul 12ul

10% APS 75ul 75ul 75ul 75ul 75ul

>
Maiores Menores

Tabela 2 - Preparacao do gel de empilhamento

Tamanho das proteinas

Gel de empilhamento 5%
30% acrilamida 660ul
4X SGB 1.25mL
10%SDS 50ul
H,O 3.0mL
TEMED oul
10% APS 50ul
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Incubacio com os anticorpos primarios e secundarios e reacio de quimiluminescéncia

Apo6s o bloqueio com leite ou BSA, as membranas foram lavadas com TTBS (3 vezes,
5 minutos cada). As membranas foram incubadas (1 hora, 4°C) com os anticorpos primarios
anti-Bax (1:500) ou anti-caspase-3 (1:250), diluidos em TTBS + 1% de BSA (para caspase 3)
e TTBS + 2.5% de leite desnatado (para Bax). Todos os anticorpos foram adquiridos da
Sigma Aldrich, UK. As membranas foram entdo lavadas com TTBS (4 vezes, 5 minutos
cada) e em seguida incubadas por 2 horas com o anticorpo secundario conjugado com
Horseradish peroxidase (HRP) diluido (1:1000) em TTBS + 1% de BSA ou 1% de leite
desnatado. A membrana foi lavada com TTBS (3 vezes, 5 minutos cada), tratada com a
mistura ECL (1:1) e colocada em caixa escura por 5 minutos. Por fim a membrana foi
colocada entre dois filmes plasticos sobre uma placa cassete. A revelagao foi feita em sala
escura, sob luz infravermelha com a utilizagdo de um filme de raio-x e uma madaquina
fotografica. As membranas foram tratadas com tampao de stripping e submetidas a
imunorreagao com anticorpo primario para beta-actina (controle interno de carregamento) € os
dados das demais proteinas foram normalizados pela beta-actina. A quantificacdo das bandas
foi feita por densitometria 6tica usando o Image J open source software (Rasband, W.S.,
ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.
gov/ij/, 1997-2014).

Avaliacao da atividade antioxidante do CAPE em solucio

Técnica de Ressonancia de Spin Eletronico (ESR, “Electron Spin Resonance”).

A capacidade do CAPE de neutralizar o radical livre DPPH (difenil-picrilhidrazil) foi
avaliada em uma série de solugdes do CAPE (0-500uM) diluido em DMSO. As aliquotas da
solu¢do de DPPH (500uM, 40uL) foram adicionadas as solugdes de CAPE (40uL) ou DMSO
(40uL, referéncia) e foram transferidas para um tubo capilar, que foi selado e colocado dentro
de um tubo de quartz padrao para ESR (com um didmetro de 3mm). A ESR foi avaliada com
um espectrometro de Banda X (Jeol JES-FA200) operando com campo magnético central de
349mT, campo de varredura de 8MT, amplitude de 0.ImT, freqiiéncia 100kHz e poténcia
ImW.
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Analise Estatistica

Para determinagdo do nivel de significancia os grupos foram comparados da seguinte
forma:
> OHDA x Controle ou MPP" x Controle, para a validagio dos modelos de Parkinson e
comprovacgao dos efeitos neurotoxicos;
> OHDA+CAPE x OHDA ou MPP"+CAPE x MPP", para avaliar a possivel neuroprotegao;
» CAPE x controle, para investigar um possivel efeito intrinseco do CAPE, particularmente

sobre a fungao mitocondrial.

Os dados foram expressos como média = erro padrio da média (SEM) de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Para analise estatistica foi empregado
teste Sminorff Komorov para determinar a normalidade e definir se os dados classificavam-se
como paramétricos ou ndo paramétricos. Os dados ndo paramétricos foram tratados com o
teste de Kruskal-Wallis e pds- teste de Dunn. Os dados paramétricos foram avaliados através
do teste Student’s T. Foram utilizados os programas “GraphPad Prism for Windows”
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA) e BioEstat versao 5.0. Foi adotado p <

0,05 como nivel de significancia.



“Nao importa o que faremos de
nos. O que importa € o que
faremos daquilo que fizeram de

”»

nos”.

(Jean Paul Sartre)

4 RESULTADQOS
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4 RESULTADOS

Modelo Experimental A - mitocondrias isoladas de cérebro de ratos nio tratados

Efeito do CAPE no intumescimento osmético mitocondrial ou “swelling” (Figura 05)

Nas concentragdes de 1uM (0,0200 + 0,0017) e 2uM (0,0150 + 0,0020), o CAPE
reduziu de forma significativa o intumescimento osmotico mitocondrial quando comparado ao

controle positivo (0,0440 + 0,0030).
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Figura 05. Inibicdo do Intumescimento Osmético Mitocondrial pelo CAPE. O intumescimento osmotico
mitocondrial foi induzido com fosfato inorgénico (exceto no controle negativo). Os ensaios foram realizados
com mitocondrias isoladas de cérebro de animais ndo tratados. As condi¢des experimentais foram descritas em
Materiais e Métodos. (A) Monitoramento do decaimento da absorbancia (540nm). Tragado representativo de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. (B) Decaimento liquido da absorbancia (t0s — t600s).
Dados expressos como média + SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. ~Significativo para
p< 0,05 em relacdo ao controle positivo. a, controle negativo; b, CAPE 2uM; ¢, CAPE 1uM; d, controle
positivo. Pi, fosfato inorganico. *Significativo para p< 0,05 em relacdo ao controle negativo; *Significativo para
p< 0,05 em relagdo ao controle positivo.

Efeito do CAPE na captacio de calcio mitocondrial (Figura 06)
Nas concentragdes de 1uM (0,0169 £ 0,0001) e 2uM (0,0175 £ 0,0007) o CAPE nao

alterou significativamente a homeostase mitocondrial do célcio quando comparado ao

controle (0,0179+0,0014).
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Figura 06. Efeito do CAPE na captacio de calcio mitocondrial. Dados expressos como média £ SEM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Os ensaios foram realizados com mitocondrias isoladas de
cérebro de animais ndo tratados. As condigdes experimentais foram descritas em Materiais e Métodos. Nao
houve diferenca significativa em relagdo ao controle.

Efeito do CAPE na respiracao mitocondrial (Figura 07)

O consumo de oxigénio mitocondrial foi afetado de maneira distinta por diferentes
concentragoes de CAPE. Em baixas concentragdes (0,5 uM, 1,0 uM e 2 uM) o CAPE nao
alterou o consumo de oxigénio no estado de 3 e no estado 4, e portanto o RCR manteve-se
inalterado em comparacdo com o controle. Somente as maiores concentracdes de CAPE (5
uM e 10 uM) causaram aumento no consumo de oxigénio no estado 4 em relagdo ao
controle, provocando desacoplamento total da respiragdo, situacdo onde o consumo de
oxigénio ndo tem correlacdo com a producdo de ATP . O consumo de oxigénio no estado 3 foi
significativamente reduzido somente pela maior concentracio de CAPE (10 uM). Apesar
disso, devido ao aumento de consumo de oxigénio no estado 4, a razdo RCR foi

significativamente diminuida por ambas as concentragcdes de CAPE (5 ¢ 10 uM).
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Figura 07. Efeito do CAPE no Consumo de O, Mitocondrial. (A) Estado III da respiracdo mitocondrial. (B)
Estado IV da respiracdo mitocondrial. (C) Razdo de Controle Respiratorio (RCR). Dados apresentados como
média + SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. Os ensaios foram realizados com
mitocondrias isoladas de cérebro de animais ndo tratados. As condigdes experimentais foram descritas em
Materiais e Métodos. Significativo para p < 0,05 em relagio ao grupo controle.

Efeito do CAPE em solucdo na estabilizacdo do radical livre DPPH — Técnica de

Ressonancia de Spin Eletronico (ESR) (Figura 08)

A ESR (Ressonancia de Spin Eletronica) mede spins eletronicos desemparelhados
presentes em liquidos ou sélidos (87). Esta técnica foi utilizada para monitorar o sinal
produzido pelo radical livre DPPH na presenga de concentragdes crescentes de CAPE. A
neutralizagcdo dos elétrons desemparelhados do DPPH pelo CAPE diminuiu a intensidade do
sinal de ESR, demonstrando a a¢do antioxidante do CAPE. A avaliagdo do sinal de ESR
gerado pelo DPPH mostrou o efeito exponencial da concentragdo do CAPE (0-500 pM) sobre
a taxa de decaimento do sinal. A IC50 do CAPE calculada utilizando os parametros

encontrados por ajuste exponencial dos dados experimentais foi 111uM.



Resultados | 34

2000

2000 <

1000 4

-1000 4

Intensidade (u.a.)

- 2000 4

-3000 4

— DMS0
—— CAPE 1mM

CAPE 10u,M

7000+

£0004

5000+

4000+

3000+

2000+

1000+

Intensidade do Sinal EPR (u.a.)

T
34

"

T T T T T T T
346 348 350 52

Campo Magnético (mT)

.

(B)

-1000

0

T T T I T T T T I I i
50 100 150 Z0O 250 300 350 400 450 500 550

CAPE (uM)

Figura 08. Neutralizagdo do radical livie DPPH por diferentes concentragdes do CAPE. (A) Intensidade do
Sinal de ESR em diferentes campos magnéticos na presenga de 10uM e de 1 mM de CAPE; (B) Efeitos de
diferentes concentragdes de CAPE (0-500 uM) na intensidade do Sinal ESR em campo magnético de 349
mT (maior amplitude de sinal). ESR, Ressonéncia de Spin Eletronico (do inglés, Electron Spin Resonance).
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Modelo Experimental B - ratos tratados com 6-OHDA e CAPE

Efeitos da 6-OHDA e do CAPE no comportamento rotacional (Figura 09)

Os resultados mostram que a dose de 6-OHDA administrada causou uma reducao dos
movimentos contralaterais (4,00 + 0,91) e ipsilaterais (14,00 = 1,91) dos animais ao final de
60 minutos em relagcdo ao grupo controle (55,75 + 6,08 e 56,25 + 6,06, respectivamente). O
grupo tratado com 6-OHDA + CAPE apresentou aumento significativo dos movimentos
contralaterais (55,75 + 2,66) e ipsilaterais (53,25 + 1,70) em relacdo ao grupo 6-OHDA.
Além disso, houve um aumento significativo da assimetria dos movimentos no grupo 6-
OHDA ao final de 60 minutos, ou seja, aumento dos movimentos ipsilaterais (14,00 £ 1,91)
em relagcdo aos movimentos contralaterais (4,00 + 0,91) do mesmo grupo. Esta assimetria ndo

foi observada nos demais grupos.
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Figura 09. Avaliacio Comportamental rotacional. (A) Numero de movimentos contralaterais. (B) Numero de
movimentos ipsilaterais. Dados experimentais descritos em Materiais e Métodos. Dados apresentados como
média £ SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. *Signiﬁcativo para p < 0,05 em relacdo
ao grupo controle. # Significativo para p < 0,05 em relacdo ao grupo 6-OHDA.
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Efeitos da 6-OHDA e do CAPE na imunoreatividade da Tirosina-Hidroxilase na

substincia nigra e no estriado (Figura 10)

A injegdo estereotaxica unilateral (lado direito) de 60HDA induziu perda neuronal
significativa na substancia nigra e no estriado. As percentagens de células TH-positivas do
grupo 6-OHDA foram 30,52 + 3,77% na SNpc e 42,81+4,71 % no corpo estriado, ao passo
que nos controles os percentuais foram respectivamente 91,51+4,58 % e 97,39 + 2,267%. O
CAPE reduziu significativamente a perda neuronal em ambas as areas; as porcentagens de

células TH-positivas foram 72,76 + 4,30% na SNpc e 73,75 = 6,25% no estriado do grupo
60HDA + CAPE.

R

Imunoreatividade da TH na SNpe (%)
Imunoreatividade da TH no CPu (%)

Figura 10. Marcacio imunohistoquimica para TH na substincia nigra e no estriadoe. Fotomicrografias
(aumento 400x): (A) Controle (estriado), (B) 6-OHDA (estriado), (C) 6-OHDA+CAPE (estriado), (D) Controle
(substancia nigra) (E) 6-OHDA (substancia nigra) (F) 6-OHDA+CAPE (substancia nigra). (G) ¢ (H) Percentual
de marcagdo da TH na substancia nigra e no estriado (CPu) respectivamente. Em (G) e (H) os dados foram
apresentados como média = SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. *Significativo para p<
0,05 em relagdo ao grupo controle; #Significativo para p< 0,05 em relagdo ao grupo 6-OHDA.
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Efeitos do CAPE e da 6-OHDA na concentra¢io de metais na substincia nigra e estriado
(Figura 11)

As concentragdes de Cu, Fe, Mn e Zn aumentaram significativamente no grupo 6-
OHDA em comparagdo ao grupo controle. O Cu aumentou de 1.142 ng/g no controle para
1.705 ng/g no grupo 6-OHDA; o Fe aumentou de 9,253 ng/g para 15.132 ng/g; o\Mn
aumentou de 166 ng/g para 227 ng/g e o Zn aumentou de 9.705 ng/g para 14,177ng/g. As
concentragdes dos metais foram significativamente reduzidas no grupo 60HDA+CAPE (Cu,
1.303 ng/g; Fe, 9.262 ng/g; Mn, 163 ng/g and Zn, 10.673 ng/g) em comparacio ao grupo 60HDA. A
solugdo de 6-OHDA (8mg/mL) foi avaliada para presenca de tragos dos metais, ¢ ndo foram
detectados Cu, Zn, Mn ou Fe. Os limites de detec¢do do método sdo 0,02 pg/g para Cu, 0,5 pug/g para
Fe, 0,0030 ug/g para Mn, ¢ 0,1 pug/g para Zn.
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Figura 11. Efeitos do CAPE e da 6-OHDA na concentracio de metais na substincia nigra + estriado (A)
Concentracao de ferro; (B) Concentragao de cobre; (C) Concentracdo de manganés e (D) Concentragdo de zinco.
Os dados foram apresentados como média = SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata.

*Significativo para p < 0,05 em relacdo ao grupo controle; #Significativo para p < 0,05 em relagdo ao grupo 6-
OHDA.
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Efeitos CAPE e da 6-OHDA na producido de peroxido de hidrogénio no homogenato
cerebral (Figura 12)

A intensidade de fluorescéncia do DCF, marcador de estresse oxidativo, diminuiu
significativamente no grupo CAPE (4,85 + 0,49) em comparagdo ao grupo 6-OHDA (11,89 +
0,53), no qual houve aumento significativo quando comparado ao grupo controle (4.93 +

0,56).
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Figura 12. Efeitos do CAPE e da 6-OHDA na producio de pero6xido de hidrogénio no homogenato
cerebral. Dados expressos como média + SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As
condigdes experimentais foram descritas em Materiais ¢ Métodos. “Significativo para p<0,05 em relagio ao
grupo controle; *Significativo para p<0,05 em relago ao grupo 6-OHDA.
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Modelo Experimental C - células de neuroblastoma humano (SH-SYSY) tratadas com

neurotoxinas

Curva dose-resposta - Determinacio da ECsy das neurotoxinas 6-OHDA e do MPP" nas
células SH-SYSY — Atividade da LDH (Figura 13)

Os resultados das absorbancias obtidas no ensaio de viabilidade celular (atividade da
LDH) foram normalizados para o intervalo de 0-100% (morte celular) e as concentragdes das
neurotoxinas foram convertidas no respectivo logaritmo. Os valores de ECsy (10,47 mM)
foram calculados com base na equagao: Y=100/(1+10"((LogIC50-X)*HillSlope). Os valores
de ECsy encontrados foram: 10mM para o MPP'" ¢ ImM para a 6-OHDA. Com base nestes
valores foram realizados os ensaios com células SH-SYSY para estudo dos mecanismos

envolvidos na neurotoxicidade e neuroprotecao.
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Figura 13 - Efeitos do MPP+ e 6-OHDA na viabilidade celular — Determinacio da ECsy. Dados expressos
como média = SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As condigdes experimentais foram
descritas em Materiais € Métodos.
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Efeitos do CAPE na viabilidade nos modelos celulares de Parkinson induzidos pelas

EC50 das neurotoxinas (MPP" 10 mM e 6-OHDA 1mM) (Figura 14)

Dentre as concentragdes de CAPE avaliadas, somente as concentracdes de 10uM e
100uM inibiram significativamente a morte celular quando comparadas aos respectivos
modelos de neurotoxicidade. O CAPE aumentou significativamente a viabilidade celular para
73,39% = 3,851 (10 uM) e 75,05% = 4,223 (100uM) quando comparado ao grupo MPP"
(47,04% =+ 1,368) ¢ para 71,86% = 8,438 (10 uM) e 75,46% = 3,037 (100uM) quando
comparado ao grupo 6-OHDA (37,75% =+ 4,011).

100~ 100~
P b
S * * = * *
% %]
= # S 604
S 50- g #
8 g -
E E
3 3 201
0- o4
! ‘I\ { i { { ] ] ] ] ] ]
<
S & S S S ¥ S &S &
R A P IS & & & @ &
& XN QT LT L S Y & & NS
F F F ¥ L F & e
N @ ' SoflNe O S <
\ \ \2 ('oo X X O Q?‘
> &S W NN
F & & SN MIFONIIN
» N Q <& < < & N
SASES S S X & &L
& & & & F & Y
¥ g & & & ®
o

Figura 14 — Efeitos do CAPE na viabilidade das células SH-SYSY tratadas com as EC50 das neurotoxinas
MPP" e 60HDA. Dados expressos como média = SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata.
As condigdes experimentais foram descritas em Materiais e Métodos. #Signiﬁcativo para p<0,05 em relagdo ao
grupo controle; *Signiﬁcativo para p<0,05 em relacdo aos grupos MPP" ou 6-OHDA.
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Efeitos do CAPE e da neurotoxina 6-OHDA no TNF-a em células SH-SYSY (Figura 15)

O grupo 6-OHDA apresentou concentragdes significativamente aumentadas de TNF-a
(54,30+ 12,48) em relacdao ao grupo controle (11,89 £ 0,70). As concentracdes de CAPE de
10uM e de 100uM reduziram significativamente a concentragdo de TNF-a (14,12 + 3,146 ¢
9,292 + 2,314, respectivamente) em relagdo ao grupo 6-OHDA (54,30+ 12,48). Porém, a
menor concentracdo de CAPE (1uM) nao foi capaz de inibir significativamente o aumento do

TNF-a (45,25 + 3,29) quando comparada ao grupo 6-OHDA (54,30+ 12,48).
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Figura 15. Efeitos do CAPE contra o aumento do TNF-a induzido pela 6-OHDA em SH-SY5Y. Dados
expressos como média + SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As condigdes
experimentais foram descritas em Materiais e Métodos. *Significativo para p< 0,05 em relacdo ao grupo 6-
OHDA; #Significativo para p< 0,05 em relag@o ao grupo controle.
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Efeitos do CAPE e da neurotoxina 6-OHDA na ativacio do NFkB, IkKa e IkKp em
células SH-SYSY (Figura 16)

O CAPE (10uM) inibiu significativamente a ativagao das citocinas NF-kB, IkK-a e
IkK-B induzidas pela neurotoxina 6-OHDA. Os valores encontrados no grupo CAPE (10uM)
para NF-kB, IkK-a e IkK-B foram significativamente menores (0,544 + 0,177; 0,518 + 0,185
e 0,532 + 0,205 , respectivamente) do que no grupo 6-OHDA (1,157+ 0,327; 1,228 + 0,395 ¢
1,023 + 0,324, respectivamente), que por sua vez foram significativamente maiores do que no
grupo controle (0,381 £ 0,233; 0,394 + 0,172 ¢ 0,387 £ 0,237 respectivamente). O CAPE por

si s6 ndo alterou significativamente os valores de NF-kB, IkK-a e IkK-f em relagdo ao

controle.
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Figura 16 - Efeito do CAPE sobre a ativa¢io do NF-kB, IkK-a e IKKp (Modelo de Parkinson in-vitro —
SH-SYSY). (A) NF-kB fosforilado. (B) Ikk-P fosforilado. (C) Ikk-a fosforilado. Dados expressos como média +
SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As condi¢des experimentais foram descritas em
Materiais e Métodos. *Significativo para p<0,05 em relagao ao grupo 6-OHDA; #Significativo para p<0,05 em
relagdo ao grupo controle.
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Efeito do CAPE e da neurotoxina 6-OHDA na ativacdo da caspase-3 em células SH-
SYSY (Figura 17).

As concentragdes de 10uM e 100uM de CAPE reduziram a ativagdo da caspase-3
(7,42 £ 0,42 ¢ 5,86 + 0,47 respectivamente), em relacdo ao grupo 6-OHDA (10,48 + 0,556). A
concentracao de 1uM de CAPE nao alterou significativamente a ativacao da caspase-3 (10,74
+ 0,416) em relacdo ao grupo 6-OHDA (10,48+0,5562). O CAPE por si s6 ndo alterou a

ativagdo da caspase-3 quando comparado ao controle (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do CAPE e da neurotoxina 6-OHDA na ativacio da caspase-3 em células SH-SYSY.
Dados expressos como média + SEM de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As condigdes
experimentais foram descritas em Materiais ¢ Métodos. *Significativo para p<0,05 em relacdo ao grupo 6-
OHDA; * Significativo para p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Efeito do CAPE e da 6-OHDA na expressio da Bax e da caspase-3 em células SH-SYSY
(Figura 18)

O grupo 6-OHDA apresentou expressao significativamente aumentada de Bax (35,09
+ 2,28) e caspase-3 (44,70 + 4,15) em relagdo ao grupo controle (16,84+1,287 ¢ 8,234+1,790,
respectivamente). As concentragdes de 10uM e 100uM de CAPE reduziram
significativamente a expressao da Bax (20,80+ 2,820 ¢ 18,53+ 2,577 respectivamente) em
relagdo ao grupo 6-OHDA (35,09+ 2,277). Da mesma forma, essas mesmas concentragoes de
CAPE reduziram a expressao da Caspase-3 (24,14+2,696 ¢ 20,47+1,526, respectivamente) em
relacdo ao grupo 6-OHDA (44,70+4,148). Nao houve diferencas significativas na expressao

destas proteinas no grupo tratado com 6-OHDA + 1uM de CAPE em relagdo ao grupo 6-
OHDA.
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Figura 18 - Efeito do CAPE e da 6-OHDA na expressio da BAX e da caspase-3 em células SH-SYSY.
Analise por Western Blot. Valores normalizados pela D.O. da B-actina. Dados expressos como média £+ SEM
de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As condi¢des experimentais foram descritas em
Materiais ¢ Métodos. *Significativo para p<0,05 em relagdo ao grupo 6-OHDA; * Significativo para p<0,05 em
rela¢do ao grupo controle.
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Efeito do CAPE e da 6-OHDA na expressio de conexina 43 em células SH-SYSY -

Técnica de Imunofluorescéncia por simples marcacio

A neurotoxina 6-OHDA reduziu significativamente a expressao da Cx 43 (34,98 =
7,43) em relagdo ao grupo controle (60,05 + 3,27). As concentracdes de CAPE de 10uM;
50uM e 100uM aumentaram significativamente a expressao de Conexina 43 (63,34 + 5,614;
64,95 + 10,44 ¢ 62,98 + 6,02, respectivamente) em relacao ao grupo 60HDA (34,98 + 7,43).
Nao foi observada correlacao entre a concentracdo do CAPE e o efeito protetor (Figura 19

A,B).
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Figura 19 - Efeito do CAPE e da 6-OHDA na expressio de conexina 43 em células SH-SYSY - (A)
Fotomicrografias de simples marcagéo da conexina 43 por imunofluorescéncia Em verde tém-se a Cx43 e em
azul os nucleos celulares (marcagdo DAPI). As fotos foram obtidas em microscopio confocal Zeiss e analisadas
no software ImageJ. Em (B) tem-se os dados expressos como média = SEM da intensidade de fluorescéncia de
trés experimentos independentes feitos em triplicata. As condigdes experimentais foram descritas em Materiais e
Meétodos. *Significativo para p<0,05 em relacdo ao grupo 6-OHDA; #Significativo para p<0,05 em relacdo ao
grupo controle.
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Efeitos do CAPE e da 6-OHDA na expressao da Tirosina hidroxilase (TH) em células

SH-SYS5Y- Técnica de imunofluorescéncia - dupla marcacio para Cx43 e TH

A neurotoxina 6-OHDA reduziu significativamente a expressao da TH (7,39 + 1,19)
em relacdo ao grupo controle (20,42 + 1,08). As concentracdes de CAPE de 10uM; 50uM e
100pM aumentaram significativamente a expressdo da TH (21,19 + 1,397; 22,09 + 3,39 ¢
18,16 £+ 1,71, respectivamente) em relacdo ao grupo 60OHDA ( 7,39 = 1,19). Nao foi

observada correlagdo entre a concentragdo do CAPE e o efeito protetor (Figura 20 A, B).
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Figura 20 - Efeitos do CAPE e da 6-OHDA na expressdo da Cx43 e da Tirosina hidroxilase em células SH-
SYS5Y: Dupla marcacio de imunofluorescéncia. (A) A Figura mostra a relacdo existente entre aumento da
Cx43 (marcagdo em verde) e aumento da TH (marcagdo em vermelho). A co-localiza¢do das duas proteinas pode
ser visualizada na fusdo das imagens. Em (B) tem-se os dados expressos como média + SEM da intensidade de
fluorescéncia de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As condi¢des experimentais foram
descritas em Materiais e Métodos. *Significativo para p<0,05 em relagdo ao grupo 6-OHDA; #Significativo para
p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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Efeitos do CAPE e da 6-OHDA na expressao do citocromo c (cit ¢) de células SH-SYSY-

Técnica de imunofluorescéncia - dupla marcacio para Cx43 e cit ¢

A neurotoxina 6-OHDA aumentou significativamente a expressdo do cit ¢
(26,63+1,196) em relacdo ao grupo controle (14,40 + 2,47). As concentragdes de CAPE de
10uM; 50uM e 100uM reduziram significativamente a expressao do cit ¢ (10,68 + 0,7749;
6,282 + 0,5686; 4,149 + 1,257, respectivamente) em relagao ao grupo 60OHDA (26,63+1,196).
Foi observada correlagdo positiva entre a concentracdo do CAPE e o efeito protetor. O grupo
tratado com 6-OHDA + 1uM de CAPE nio apresentou diferenca significativa em relagdo ao

grupo induzido por 6-OHDA para nenhuma das proteinas analisadas (Figura 21 A, B).
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Figura 21 — Efeitos do CAPE e da 6-OHDA na expressio da Cx43 e do citocromo ¢ em células SH-SYSY.
Dupla marcacio de imunofluorescéncia: (A) A Figura mostra a relagdo existente entre aumento da Cx43
(marcacdo em vermelho) e redug¢do da liberagdo do cit ¢ (marcacdo em verde). A co-localizagdo das duas
proteinas pode ser visualizada na fusdo das imagens. Em (B) tem-se os dados expressos como média + SEM da
intensidade de fluorescéncia de trés experimentos independentes feitos em triplicata. As condigdes experimentais
foram descritas em Materiais e Métodos. *Significativo para p<0,05 em relagdo ao grupo 6-OHDA;
#Significativo para p<0,05 em relagdo ao grupo controle.



“E uma alegria estar escondido,
mas um desastre nao ser
achado”

D. Winnicott
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo a avaliagdo do potencial neuroprotetor e dos
mecanismos de neuroprotecao do CAPE em modelos experimentais da doenga de Parkinson. Foram
realizados ensaios (i) in Vivo, em ratos tratados com 6-OHDA; (ii) em mitocondrias isoladas de
cérebro de ratos ndo tratados e (iii) em células (SH-SYSY) tratads com 6-OHDA ou MPP".
Adicionalmente foi empregada técnica de Ressonancia de Spin Eletronico ou ESR (do inglés,
“Electron Spin Resonance”) para avaliagdo do potencial neutralizador de radicais livres do CAPE
em solucdo. Sabe-se que injecdes de 6-OHDA na substancia nigra induzem lesdes na via
nigroestriatal que resultam na morte dos neurdnios dopaminérgicos € que isso ocorre por
mecanismo envolvendo estresse oxidativo (88). Estudos anteriores demonstraram que o CAPE ¢
capaz de inibir a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA em modelos in vitro (72, 89); e, mais
recentemente, um estudo mostrou que o CAPE também ¢ capaz de proteger contra a perda neuronal
dopaminérgica induzida pelo MPTP em camundongos (90). No presente estudo demonstramos que
o CAPE protegeu contra a perda neuronal induzida pela 6-OHDA em ratos, achado inédito na
literatura e recentemente publicado por nosso grupo de pesquisa (91). Para validagao do modelo de
Parkinson in vivo foi realizada a avaliagdo comportamental rotatoria dos animais. Embora ndo haja
nenhuma ocorréncia espontanea de Parkinsonismo em animais, varios modelos animais
experimentais da DP simulam as mesmas caracteristicas clinicas em animais. As técnicas que
empregam neurotoxinas para lesdo do sistema dopaminérgico (DA) nigrostriatal tem uma grande
seletividade e reprodutibilidade. As neurotoxinas mais frequentemente utilizadas sdo o 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e 6-hidroxidopamina (6-OHDA), porém os ratos parecem
ser refratarios a0 MPTP. Por essa razao, a 6-OHDA ¢ utilizada para danificar a substantia nigra em
modelos com roedores, enquanto o MPTP ¢ utilizado em modelos com macacos. Testes
comportamentais de animais com lesao nigrostriatal representam métodos nao invasivos valiosos
para avaliar a influéncia do sistema dopaminérgico danificado na atividade locomotora, permitindo
avaliar comparativamente os desequilibrios de dopamina em ambos os hemisférios do modelo
hemi-parkinsoniano em ratos (92, 93). A rotagdo ¢ um dos testes mais utilizados na neurociéncia
comportamental e tem por objetivo detectar alteragdes locomotoras e polarizagdes laterais
principalmente em animais com lesoes e deplecdes unilaterais de dopamina do feixe nigrostriatal,
causadas pela 6-OHDA. Este modelo produz déficits comportamentais bem definidos e estavesis.
Quando tratados com drogas estimulantes ou agonistas da dopamina, como por exemplo, a
apomorfina (usada no presente estudo), ratos e camundongos giram vigorosamente em circulos, e
alteragdes desses movimentos estdo relacionadas a extensdo da lesdo e ao mecanismo de acao da
droga no sistema dopaminérgico no cérebro do animal (85, 94). No presente estudo, o CAPE causou

reducdo do déficit locomotor e da assimetria rotacional, ambos induzidos pela lesdo unilateral no
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grupo 6-OHDA. Estes resultados validam o modelo de Parkinson in vivo usado neste estudo e estdo
em linha com estudos anteriores que indicam que o CAPE ¢é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e exercer seus efeitos neuroprotetores no cérebro (45, 95). Além da avaliagdo
comportamental, a validagio do modelo in vivo também foi feita pela determinagdo
imunohistoquimica de tirosina-hidroxilase (TH) no estriado e na substancia nigra do tecido cerebral
dos animais tratados. Foi observada maior marca¢do imunohistoquimica da TH ndo apenas na SNc
mas, também no estriado. A neurodegeneragdo da via nigro-estriatal caracteristica da DP resulta na
perda dos neur6nios dopaminérgicos da substancia nigra, na deple¢do de TH no estriado e SNc¢, na
diminuigao da produgdo de dopamina e, consequentemente, no déficit motor (96). A TH ¢ a enzima
inicial que promove uma reagao limitante para a via de sintese das catecolaminas. Ela ¢ considerada
o principal regulador da biossintese de dopamina no sistema nervoso central (1), pois cataliza a
conversao do aminodcido tirosina em dihidroxifenilalanina (L-DOPA), precursor da dopamina (1,
97). A L-DOPA, por sua vez, ¢ convertida em dopamina pela acdo da enzima aminodcido

descarboxilase (AADC) (1), como esquematizado na Figura 22.
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Figura 22. Sintese, liberacido e recaptacio de dopamina. (A) Sintese de dopamina através das reagdes
catalizadas pela TH e pela aminoacido descarboxilase. (B) Liberacdo e recaptacdo de dopamina da fenda
sinaptica e processamento da dopamina no figado. Adaptado de (1).



Discusséo | 54

Estudos mostram que alteragdes na atividade da TH estao implicadas no desenvolvimento
das formas idiopaticas de doengas como Esquizofrenia e Parkinson (1, 98). Assim, a marcagio
imunohistoquimica da TH € crucial para validar o modelo experimental e avaliar a protecao
contra a perda neuronal dopaminérgica. Observamos em nosso modelo de Parkinson induzido por
6-OHDA, a diminui¢do significativa de TH em relagdo ao controle ndo tratado, sendo que a
protegdo exercida pelo CAPE ficou bem caracterizada na marcacdo histoquimica
significativamente maior no tecido cerebral do grupo 6-OHDA+CAPE, o que da suporte aos
resultados dos testes comportamentais rotacionais. Essa prote¢do provavelmente estd associada a
menor perda dopaminérgica e consequentemente, manuten¢do dos niveis de dopamina, a qual
atua no controle motor exercido pelo SNC. Esta prote¢do pode estar associada a agdo
antioxidante do CAPE, avaliada em nosso estudo pela determinagdo da producao de perdxido de
hidrogénio (H,O,) no homogenato da substancia nigra. Foi observado, neste teste, um aumento
significativo dessa ERO no modelo de Parkinson induzido por 6-OHDA e uma significativa
reducdo pela agdo do CAPE. O aumento de ERO neste modelo ¢ sustentado por estudos que
mostram a produgdo de peroxido de hidrogénio através da degradacdo da dopamina pela
monoaminoxidase (MAO) (99, 100). A oxida¢ao enzimatica da dopamina com formagao de
H,0; leva a um aumento da glutationa oxidada (GSSG), estresse oxidativo e deplecao do sistema
antioxidante celular (100). Devido as altas concentragdes de ferro na substancia nigra, o H,O, ¢
convertido, pela reacdo de Fenton, no radical hidroxil (OH®), espécie altamente reativa que
promove peroxidagdo lipidica (68, 100). Ao reduzir o peroéxido de hidrogénio o CAPE reduz a
formagdo do radical hidroxil e protege os neurdnios dopaminérgicos da lesao oxidativa. O
mecanismo pelo qual o CAPE promove a redu¢do do H>O, pode estar associado ao sequestro de
outras espécies de oxigénio, como o radical superoxido, espécie precursora que € convertida em
H,0, pela agdo da superoxido dismutase (68). Em linha com a redug¢ao do H,O,, o potencial do
CAPE para neutralizar radicais livres também foi demonstrado no ensaio de ressonancia de spin
eletronico (ESR, Electron Spin Resonance), com o emprego do radical livie DPPH. Este ensaio
avalia a habilidade do antioxidante de transferir elétron e/ou radical H e consequentemente
estabilizar a espécie radicalar (DPPH) (101). Estudos anteriores demonstraram a atividade
seqiiestradora de radicais livres do CAPE em solugdo etandlica por método colorimétrico (102,
103). A técnica de ESR permite a medicao direta da concentragdo de radicais livres, com elevada
sensibilidade, diferente do ensaio espectrofotométrico, que detecta a mudanga de cor do DPPH,
do violeta para amarelo escuro, quando reage com uma substancia doadora de um atomo de
hidrogénio. Esta transi¢do de cores pode ser dificil de detectar por causa das amplas bandas de

absorc¢ao optica (102). Diferente dos estudos anteriores, realizamos o ensaio de ESR em DMSO
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em vez de etanol, para simular a solu¢do injetada in vivo. A IC50 obtida em nosso estudo
(111uM) foi diferente do valor encontrado em outro estudo (IC50 = 13.2uM) que também
empregou ESR (104). O maior valor de IC50 obtido no nosso estudo pode ser devido ao solvente
usado (DMSO) no ensaio. Solventes sdo fatores importantes nas reacdes antioxidantes,
particularmente no caso de compostos fenolicos, como CAPE. A neutralizagdo do radical livre
DPPH ocorre mais facilmente em solventes que sejam bons aceitadores de ligagdes de hidrogénio,
tal como o etanol, que favorecem a perda de protons do antioxidante, e, portanto, a transferéncia
de elétrons a partir do antioxidante para o DPPH (81). Ainda com relagdo a atividade antioxidante
do CAPE, também demonstramos o efeito do CAPE na quelagio dos metais Fe*" Zn*"; Mn®" e
Cu’. Alguns estudos mostram que o acimulo de metais, como o ferro est associado a diferentes
doengas neurodegenerativas, como: Parkinson (105-108), Esclerose Multipla (109) e Alzheimer
(105). Outro estudo também demonstrou a capacidade do CAPE de quelar metais como o Fe*™
(103), o que resulta na redugdo da formagdo do radical hidroxil (Hsiao et al., 2007) (110) e
consequentemente reduz a ativagdo do NF-kB induzida pelo ferro (111, 112). O mecanismo de
acimulo de ferro na DP ainda ndo esta claro, mas alteracdes na barreira hematoencefalica
decorrente do processo inflamatorio e aumento das proteinas transportadoras de ferro, como a
transferrina, parecem estar envolvidos. O aumento da concentragdo de ferro na substancia nigra
leva a formagdo excessiva de ERO, pela reacdo de Fenton (Figura 23), contribuindo para a perda

neuronal e sua diminui¢ao esta relacionada a protegao e sobrevivéncia neuronal (113).

Reacao de Fenton
Fe2*+ H,0, => OH* + OH" + Fe3*
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Figura 23 - Esquema simplificado do estresse oxidativo. Adaptado de (113).
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Também ja foi demonstrado que ocorre aumento na concentragio de Zn>" e redugdo na
concentragio de Cu’ na substincia nigra em modelos experimental de DP, enquanto o Mn*"
permanece inalterado (114). Entretanto, um estudo mostrou aumento da concentracao de
Mn*" Zn*", Cu” e Fe’" em todas as regides da via dopaminérgica do cérebro de ratos tratados
com 6-OHDA (115). Nosso estudo converge para esses ultimos achados, ao mostrar que a
concentragdo destes metais encontra-se significativamente aumentada tanto no estriado quanto
na SNc¢ dos animais tratados com 6-OHDA. Além disso, mostramos que a administragdo do
CAPE reduziu significativamente a concentracao desses quatro metais. Embora a habilidade
quelante de metal do CAPE tenha sido demonstrada in vitro (103), nosso estudo é o primeiro
a confirmar este evento in-vivo.

O mecanismo de neuroprotecdo do CAPE também esta associado a inibi¢cdo das vias
mitocondriais de inducao de morte celular. A reducdo da atividade da caspase 3, executor
final da apoptose, que ocorre pela clivagem proteolitica resultante da liberacdo do citocromo ¢
da mitocondria para o citosol, tem sido associada aos efeitos do CAPE (72, 89). Em nosso
estudo, os ensaios com mitocondrias isoladas tiveram por objetivo avaliar uma possivel
interferéncia do CAPE per se na funcao mitocondrial (captagdao de calcio e respiragdo), bem
como 0 seu potencial protetor contra o intumescimento osmotico, fendmeno relacionado a
Transi¢do de Permeabilidade Mitocondrial (TPM) que precede a ativagdo das vias apoptoticas
(liberacao do cit-c e ativagdo da caspase 3) da neurodegeneracdo (11). O CAPE inibiu o
intumescimento mitocondrial induzido por calcio/fosfato em mitocondrias isoladas de cérebro
de rato. O monitoramento do intumescimento mitocondrial dependente de célcio € um ensaio
classico para avaliar a TPM (116-120). A CsA ¢ um conhecido inibidor da TPM e foi usado
em nosso ensaio para caracterizar este fendmeno (dados ndo mostrados). Estudos mostram
que o intumescimento mitocondrial resulta de um processo de abertura de poros na membrana
mitocondrial interna, o qual pode ser provocada pela acdo das ERO ou pela elevacao da
concentragdo citosélica de Ca>". Esta abertura promove a entrada de fons e solutos com um
peso molecular menor do que 1.500 Da (120, 121). Este fendomeno de formagao da TPM tem
sido associado a condi¢des neurodegenerativas cronicas como DA, DP, DH e Esclerose
Lateral Amiotrofica (ELA) (122). Por esta razao a inibicdo da TPM tem sido sugerida como
estratégia de neuroprotecdo (123). Neste contexto o CAPE ¢é um agente neuroprotetor
promissor por ser eficaz na inibi¢do da TPM e, adicionalmente ser capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica. Além do estresse oxidativo, a TPM pode ser induzida por elevados
niveis citoplasmaticos de calcio (80, 124). Assim, um inibidor da TPM poderia atuar inibindo

o 2+ . S
a captacdo do Ca” ou reduzindo os processos oxidativos. De acordo com nossos achados, o
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CAPE ndo alterou a captag@o de calcio pela mitocondria, o que sugere que a inibi¢do da TPM
esteja relacionada apenas a sua capacidade antioxidante. Outro importante aspecto sobre os
inibidores da TPM ¢ que este efeito, em alguns casos esta associado a reducao das fungdes
mitocondriais e, consequentemente, ao dano mitocondrial. O inibidor classico da TPM, a
CsA, por exemplo, causa uma disfun¢do mitocondrial neuronal e inibe a produgdo celular de
energia (125). Em funcdo disso, avaliamos os efeitos diretos do CAPE sobre a principal
fungdo mitocondrial, a respiracao. As concentragoes de CAPE que foram efetivas contra a
TPM [1uM] e [2uM], ndo alteraram o consumo de oxigénio nos estados 3 e 4 da respiragao
mitocondrial e nem o RCR (Razdo do Controle Respiratorio). Apenas altas concentra¢des de
CAPE [5uM] e [10uM] foram capazes de aumentar o consumo de oxigénio no estado 4 e
reduzir no estado 3; reduzindo o RCR. O estado 4 caracteriza a respiragao mitocondrial apds o
substrato ADP ter sido consumido e o consumo de oxigénio aumentado nesta fase caracteriza
o desacoplamento mitocondrial, com comprometimento da producdo de ATP. A concentracao
de 10uM provocou desacoplamento completo (RCR=1). Outro estudo relatou o
desacoplamento completo em mitocondrias de figado de rato causado por 50uM de CAPE
(126). Entretanto, ¢ importante ressaltar que o desacoplamento mitocondrial foi observado
apenas no ensaio com mitocondrias isoladas e com altas concentragdes de CAPE.

Nosso estudo também mostrou que o CAPE melhorou a viabilidade das células
SH-SYSY tratadas com as neurotoxinas MPP™ ou 6-OHDA. Um estudo demonstrou o
aumento de viabilidade celular na presenca de 10uM de CAPE em neurdnios mesencefalicos
rostrais de rato (RMN) e em neuronios granulares cerebelares (CGN) tratados com 60HDA
(72). Nosso estudo demonstrou efeito similar nas células de neuroblastoma humano
(SHSYS5Y). Outro estudo demonstrou que o CAPE induziu o NGF e o receptor de
neurotrofina p75 (p75NRT) e foi observada uma relacao diretamente proporcional ao tempo e
a concentragdo (127). O receptor p75 interage com diferentes ligantes, participa em multiplas
vias de sinalizacdo e regula diferentes fungdes. A interagdo do NGF com o p75NRT tem sido
associada a morte e sobrevivéncia neuronal, sendo que o balango desses efeitos opostos €
importante no desenvolvimento, manutencao e regeneracdo do SNC (128). O mecanismo
protetor do CAPE também tem sido associado a agcao imunomodulatoéria e anti-inflamatoria. O
CAPE inibe os sistemas xantina/xantina oxidase e lipoxigenase, além de inibir a atividade da
cicloxigenase, bem como o fator NF-kB (68). O CAPE ¢ sabidamente um inibidor do NF-kB
(129) e também demonstramos este efeito em nosso modelo celular. Porém, também
observamos que o CAPE inibiu a fosforilacdo dos inibidores desse fator de transcrigao nuclear

(Ikka e o IkK), possivelmente bloqueando a degradagdo dos mesmos via sistema ubiquitina-
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proteossoma. Nosso estudo ¢ o primeiro a demonstrar o efeito do CAPE nos mecanismos de
fosforilacdo destes inibidores enddgenos do NF-kB. Nao se sabe qual o mecanismo molecular
do CAPE para promover essa inibicdo da fosforilagdo do IkKa e IkKp. Entretanto, uma
possivel hipdtese ¢ a reducao de ERO (que leva a reducao da fosforilagao), além da reducao
da liberagdo do TNF-a pela inibi¢do especifica do NF-kB. Independentemente de como
ocorrem esses bloqueios, essas inibi¢des favoreceram a ndo ativagdo e nao translocagcdo do
NF-kB do citosol ao nucleo, inibindo o processo inflamatorio. Esse resultado de nosso estudo
(inibi¢do da ativagdo do NF-kB) condiz com vérios outros estudos (129-132); entretanto, este
¢ o primeiro trabalho que aborda este efeito neste modelo celular (SH-SYS5Y tratadas com a
neurotoxina dopaminérgica 6-OHDA). Adicionalmente, o CAPE também reduziu a produgao
do TNF-a induzida pela 6-OHDA. Estudos mostram que o NF-kB ¢ capaz de levar ao
aumento na producdo de TNF-a e esta citocina pode levar, através das vias de transducao de
sinais, a0 aumento da ativacdo do NF-kB, formando uma al¢a amplificadora do sinal (133-
135). Concomitantemente a isto o TNF-a pode-se ligar a dois receptores, o TNFRI e o

TNFR2 e; com isso desencadear respostas distintas (3), como ilustrado na Figura 24.

Via do NF-kB Via do JNK Via dependente de caspase
o C Sobrevivéncia ou morte celular Neurénios Pré-apoptose — desregulagdo e morte
Sobrevivéncia e Neuronios L. . L.
funcionais ou ndo funcionais neuronal -

funcionais I

Figura 24— Esquema simplificado do mecanismo de transducio de sinal do TNF-a através da ligacio em
diferentes receptores (TNFR1 e TNFR2). A ativagcdo do NF-kB pode levar a efeitos benéficos; a ativagdo da
via JNK pode levar a efeitos benéficos ou danosos, enquanto a ativagdo das caspases via TRADD leva a morte
celular (apoptose). Adaptado de (3). TRADD, do ingles: “TNF- a receptor-associated death domain”; TRAF, do
ingles: “TNF Receptor Associated family of proteins”.
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O TNF-a ¢ sintetizado como uma proteina de membrana monomérica do tipo 2 (tm
TNF-a) inserida dentro da membrana como um homotrimero, o qual ¢ clivado por uma
metaloprotease conversora de TNF-o (ADAM-17). Esta clivagem leva a formagdo de um
trimero soluvel de 51kDa (3). Ambas as formas de TNF- a (soluvel e ligada a membrana) sao
sintetizadas no SNC, na microglia, astrocitos e em algumas populag¢des neuronais (136, 137).
Estudos mostram que altos niveis de TNF-a podem ligar-se ao receptor de TNF-a do tipo 1
(TNFR1 ou p55TNFR), associado a morte celular programada através das vias dependentes
de caspase 1 e 3, receptor este que tem sido encontrado em neurénios dopaminérgicos de
pacientes com DP (3, 138, 139). Por outro lado, a ligagdo preferencial desta proteina ao
receptor de TNF-a do tipo 2 pode levar a sobrevivéncia celular (por uma ativagdo moderada
do NF-kB) ou ao aumento da morte celular via ativagdo da Janus Quinase (JNK), existindo
um ajuste fino entre estas duas vias (3). Dessa forma existem duas vias preferenciais de morte
e uma de sobrevida. Nosso estudo mostrou que o CAPE levou concomitantemente a inibi¢ao
do NF-kB, e a redu¢do do TNF-a, o que resultaria na redu¢do do processo inflamatdrio e da
possibilidade de ligagdo desta proteina ao receptor do tipo 1. As células dopaminérgicas sao
ricas no receptor de TNF-a do tipo 1 (3), e supostamente, mais susceptiveis a morte por
apoptose em decorréncia da elevacdo do TNF-a, considerando-se a alta afinidade do TNF-a
ao receptor do tipo 1. Independentemente do mecanismo pelo qual o CAPE reduz a produgao
de TNF-a, nosso estudo mostrou, pela primeira vez, este efeito nesse modelo celular,
associando-o a inibi¢do da caspase 8 (via apoptotica extrinseca) e da executora final (ativagao
da procaspase 3 em caspase 3). A redugdo da ativacdo destas caspases foi acompanhada da
reducdo na liberacdo do citocromo c. A associacdo destes mecanismos apoptoticos ao TNF-a
e a neuroinflamacdo presente nas doengas neurodegenerativas ¢ sustentada por outro estudo
(3). As caspases sao proteases que levam a protedlise extensiva e irreversivel. Essas proteases
existem na forma de zimogenos (procaspase) na maioria das células animais e sua ativagao
depende de uma resposta intracelular que leva a sua clivagem, resultando em dano ao DNA,
proteinas, ¢ membranas celulares (53). O CAPE reduz a ativagdo da prd-caspase 3 por
mecanismo que provavelmente envolve a inibi¢ao do NF-kB redugdo da sintese e liberagao
do TNF-a. A caspase-3 ¢ a executora final de ambas as vias apoptdticas, intrinseca e
extrinseca (3), e cuja ndo ativagdo estd associada a sobrevivéncia celular e, no caso, protecao
contra a perda celular induzida por 6-OHDA. Outra forma de ativacdo da cascata de caspases
e, consequentemente da morte celular por apoptose, ¢ a liberacao do citocromo c (140-142).
Nosso estudo mostrou que o CAPE foi capaz de inibir significativamente a liberacao do cit-c.

O mecanismo responsavel por este efeito provavelmente envolve sua atividade antioxidante e
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inibi¢do da formacdo da TPM, evento que precede a liberagdo do citocromo ¢ (11). Também
observamos que o CAPE promoveu aumento significativo da expressdo da conexina 43. Nao
ha na literatura dados relativos aos mecanismos pelos quais o CAPE altera a expressao de
conexina 43 ¢ se esta alteragcdo estaria associada a liberagdo do citocromo c. No entanto, a
atividade anti-inflamatéria do CAPE (90, 132, 143) poderia estar associada ao aumento da
expressdo das conexinas. Alguns estudos corroboram esta hipotese ao mostrar que a
inflamag¢ao pode reduzir a expressdao e/ou fun¢do das conexinas (144-146). Adicionalmente,
outro estudo demonstrou a localizagao da Cx-43 na membrana mitocondrial interna (Figura
25), associada a bomba de K+ ATPase mitocondrial (mitoK ATP) (2). Quando este canal de
K" ATPase esta ativo, ocorre inibicio da TPM, inibicio da liberacdo do cit-c e,
consequentemente, inibicdo da apoptose (2). A ativagdo desse canal se da pela atividade da
Proteina Quinase Ce (PKCg), que atua diretamente nos Canais Anidnicos Dependentes de
Voltagem (VDAC), promovendo a homeostase idnica e o transporte dos ANT (Adenosina

Nucleotideo Translocase) no interior da mitocondria (2).
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Figura 25 - Esquema representando a localizagcdo da Cx43 na mitocondria e sua fun¢do na inibicdo da TPM. A
reducdo da Cx43 poderia levar a uma alteragdo na homeostase id6nica, mudanca no potencial de membrana
mitocondrial e liberagdo do cit c. Adaptado de (2).

Um complexo mitocondrial que compreende o VDAC (membrana externa), a ANT
(membrana interna) e ciclofilina-D (matriz) se forma nos sitios de contato entre as membranas
mitocondriais interna e externa. Em condigdes patoldgicas, este complexo mitocondrial sofre
alteracdes conformacionais, formando poros de transicdo, que se abrem de forma transiente,

permitindo a permeagao livre de solutos de baixo PM através da membrana interna, fendmeno
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conhecido como TPM. Além disso, as mitocondrias sdo os principais locais de a¢do da Bax,
proteina pro-apoptotica pertencente a familia Bel-2 (proteinas pro- e anti-apoptoticas). Estas
proteinas controlam um circuito de amplificagdo mitocondrial na via de sinalizacdo de
apoptose, em que o citocromo ¢ € outras proteinas pro-apoptoticas do espaco intermembranar
mitocondrial sdo liberadas para o citosol. As mitocondrias podem ser recrutadas para a via de
sinalizagdo apoptotica, pela Bax, que se transloca do citoplasma para a membrana
mitocondrial externa. A Bax induz a liberacdo do fator de inducao de apoptose (AIF),
procaspase-9, citocromo c (cit ¢) e outras proteinas do espago intermembranas para o citosol.
O citocromo c liga-se a proteina adaptadora Apaf-1, a qual ¢ capaz de se ligar as procaspases-
9 e -8, que s3o assim clivadas em suas formas ativas (147). Foi demonstrado que o
silenciamento de genes para Bax, bem como a administragcdo de inibidores farmacologicos da
Bax conferem neuroprotecdo em modelos de isquemia cerebral em ratos (140). Nosso estudo
demonstrou que o CAPE diminuiu a expressdo da Bax e aumentou a expressdo da Cx43,
inibindo a liberacdo do cit ¢ e consequentemente a apoptose (caspase-3) induzida pela
neurotoxina 6-OHDA nas células SH-SYS5Y. Além disso, observamos que o aumento da Cx43
foi acompanhado pelo aumento na produgdo da TH por estas células. Esse achado corrobora
outros estudos que mostram um potencial neuroprotetor do CAPE em modelos in-vitro e in-
vivo do Parkinson induzido por 6-OHDA ¢ MPTP (72, 90). Além disso, essa estreita relagao
existente entre aumento da Cx43 e neuroprote¢do (avaliada pelo concomitante aumento da
TH), pode contribuir para esclarecer algumas divergéncias existentes na literatura, ou seja,
ambos, aumento e redu¢do da Cx43 foram associados a neurodegeneracao em modelos de
Parkinson e, ainda, as alteragdes nas conexinas foram sugeridas ndo como causa, mas como
resposta neuroplastica ao processo degenerativo (146, 148). A relagdo entre TH e Cx43 ndo
havia ainda sido demonstrada. Além disso, o papel de Cx43 na doencga de Parkinson ndo foi
esclarecido e os resultados sdo controversos. Ja foi demonstrado que a rotenona atenua o
aumento da expressao de Cx43 induzido em células musculares lisas vasculares submetidas a
hipoxia (149). Por outro lado, foi relatado aumento da expressdao de Cx43 e da comunicacao
intercelular (Jungdes Comunicantes, JC) de astrocitos em modelos in vitro e in vivo de DP
induzidos por rotenona (146). Também foi sugerido recentemente que a redug¢ao da expressao
de Cx43 ¢ a inibigdo da fosforilagdo de Cx43 sdo eventos benéficos num modelo de rato de
DP induzida por rotenona (150, 151). No entanto, as alteragdes da Cx43 em modelo de
doenca de Parkinson induzida por MPTP podem estar associadas a uma resposta restauradora
a neurodegeneracdo, sem qualquer inducao de acoplamento funcional (JC) entre os astrocitos

e as outras células da glia (148). Estas discrepancias poderiam ser explicadas pelos diferentes
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mecanismos de acdo induzidos pelas diferentes neurotoxinas utilizadas nestes estudos.
Estudos sugerem que as neurotoxinas dopaminérgicas rotenona, 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e o seu metabolito ativo: 1-metil-
4-phenylpyridinium (MPP") induzem a morte celular por mecanismos distintos e exercem
efeitos diferentes sobre a bioenergética celular (152). Ao contrario da rotenona e do MPP', a
6-OHDA age principalmente através da indug¢do da geracdo de ERO, sem alterar a
bioenergética; portanto, a via de sinalizagdo da morte celular mediada por ERO parece
desempenhar um papel essencial na apoptose induzida por 6-OHDA (109, 152).

No presente estudo, a diminui¢do dos niveis de conexina 43 também foi associada a
inducdo de apoptose, como demonstrado pelo aumento nos niveis de cit ¢ e caspase-3. De
fato, alguns estudos demonstraram que as fungdes de Cx43 ndo estdo restritas a comunicagdo
intercelular. Fungdes das Cx-43 independentes da formacgdo de JC incluem a translocagdo
intracelular da Cx43 entre organelas celulares como uma resposta a estimulos fisioldgicos e
fisiopatologicos (153, 154). Além disso, um estudo demonstrou: (i) a presenca de Cx-43 na
membrana mitocondrial interna; (ii) a existéncia, na Cx-43, de dominios BH3 comuns a
familia Bcl-2 antiapoptotica e (iii) que a translocagao especifica da Cx43 para as
mitocondrias diminui a liberacao de cit ¢ (153), o que estd em linha com nosso estudo. Outros
estudos também tém relatado a fungdo antiapoptotica de Cx43 (154, 155). A inibigdo da
liberagdo do cit-c pelo CAPE, observada em nosso estudo, foi associada ao sequestro de ERO
e aumento da expressdo da Cx43, ambos associados a inibicdo da formacao da TPM,
demonstrada no ensaio do “swelling”. Esses mecanismos antiapoptéticos sdo sustentados por
outros estudos (2, 153).

Assim, de acordo com nossos achados, o CAPE ¢ um agente neuroprotetor muito
promissor, pois atua em varias vias de sinalizagdo que irdo culminar na inibigdo da apoptose,
na reducao do estresse oxidativo, na melhoria da homeostase celular e na reducdao da

neuroinflama¢do em modelos experimentais da DP (Figura 26).
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“Nao ha impasse quando se esta
imbuido de desafio. Nao se anda
porque existe um caminho; por

andar € que se abre o caminho”.

(Daisaku Ikeda)
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6 CONCLUSOES

A administragdo intraperitoneal do CAPE protege contra a perda neuronal
dopaminérgica induzida pela neurotoxina 6-OHDA em ratos, como demonstrado pela
determinag¢do da TH. Tal achado confirma a capacidade do CAPE de atravessar a barreira
hematoencefalica, o que representa uma vantagem em relacdo a outros agentes
neuroprotetores. O mecanismo de neuroprotecdo do CAPE foi avaliado in vivo e in vitro ¢
sugere o envolvimento dos seguintes eventos: (i) atividade antioxidante (sequestro de ERO,
neutralizagdo de radicais livres e quelacdo de metais); (ii) atividade anti-inflamatoéria (inibicao
da ativagdo do NF-kB, TNF-a, IkKa e IkkP); (iii) aumento da expressdo da Cx-43; (iv)
inibicdo da TPM; (v) inibi¢do da liberagao de citocromo c e (vi) inibicdo da ativacdo da
caspase-3, executora final da apoptose. Adicionalmente, quando avaliado nas mesmas
concentragdes capazes de inibir a TPM, o CAPE ndo alterou as principais fungdes
mitocondriais, como captagdo de célcio e respiracdo mitocondrial, o que o coloca em posi¢ao
de vantagem com relacao a outros inibidores da TPM.

Assim, de acordo com nossos achados, o CAPE ¢ um agente neuroprotetor promissor
e pode auxiliar em futuras estratégias terapéuticas para as doengas neurodegenerativas, bem
como para o melhor entendimento dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento dessas

doengas.



“Que seja doce a duvida a quem a verdade pode
fazer mal”.

(Michelangelo Buonarroti)
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