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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 imunomodulatoria. 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 neuroprotecdo: (i) mitocondrias isoladas de cérebro de ratos nao
tratados e (ii) células SH-SY5Y tratadas com 6-OHDA. Os achados in vivo ¢ in vitro sugerem
o envolvimento dos seguintes mecanismos: (i) atividade antioxidante (sequestro de ERO,
neutralizacao de radicais livres e quelagcdo de metais); (i) atividade anti-inflamatoéria (inibi¢ao
da ativagdo do NF-kB, TNF-a, IkKa e Ikkp); (iii) aumento da expressdo da conexina 43; (iv)
inibicdo da Transi¢do de Permeabilidade Mitocondrial (TPM); (v) inibicao 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 doencgas 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



“Devemos nao somente nos
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, constipagdo, perda de olfato, depressdo, disfuncdo 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 (GPi) e substancia nigra reticulada (SNr), o que
por sua vez, causa uma excitacdo do talamo, levando a uma resposta significativa do cortex
motor. Assim, embora j& se conhecam vérias estruturas do mesencéfalo envolvidas na doencga 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 mutagdes 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
participagao 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 ligagdo ao receptor D1, ocorre a
liberagdo de neurotransmissores que irdo inibir o estimulo excitatorio do globo pélido interno (GP1)
e da Substancia nigra reticulada (SNr). Essa inibicdo ¢ procedida da a¢do de neurotransmissores
inibitorios que irdo inibir o estimulo inibitdrio 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).
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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, substancia 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, e 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 estimulacdo 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), Doenca 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 injecdo
intracraniana de 6-hidroxidopamina (6-OHDA); inje¢do intraperitoneal de 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), cujo metabdlito ativo é 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 neuroinflamacdo 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) ¢



Introdugédo | 5

um membro da familia das MAP quinases (MAPKSs) e assim como as demais MAPKs, as
JNKs 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 balango 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 exacerbagdao 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 ativagdo 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 é constituido de proteinas de degradacdo. Esta
alteracdo ocorre devido a uma disfungdo 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 PAK2 que codifica a proteina parkin, a qual faz parte do complexo E3 ubiquitina ligase.
Perda de fungdo da proteina parkin acarreta morte dos neurdnios 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 € 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¢ao do sistema ubiquitina-proteossoma e degradacao 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 apés 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 expressao 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 fosforilagao ¢ 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¢ao 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 nucleo, liga-se a
uma sequéncia especifica do DNA conhecida como kB (40). Apos a ligagao 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 ativacdo 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" ¢ CD8" 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 ativacao da
iNOS e levam ao aumento do oxido nitrico (NO). Este NO pode amplificar a liberacdao 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 associagdo 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.



“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)

6 CONCLUSOES
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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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