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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda forma mais comum de doenca
neurodegenerativa nos idosos. E caracterizada pela perda progressiva de
neurbnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta, levando a uma
severa reducdo do conteddo de dopamina no estriado. O modelo utilizando
células PC12, uma linhagem celular de feocromocitoma de rato, exposta a
diferentes toxinas que recapitulam mecanismos de morte celular na DP, vem
sendo utilizado como screening para testar agentes neuroprotetores. Dentre os
principais mecanismos que levam a morte celular nas doengas
neurodegenerativas, incluindo a DP, a inflamacdo, a apoptose e 0 estresse
oxidativo assumem um papel importante. O Acido Tanico (AT) é um polifenol
com efeito antioxidante do tipo quelante e sequestrador de radicais livres. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o possivel efeito citoproteror do AT sobre
a citotoxicidade induzida por 6-OHDA em células PC12. A morfologia celular foi
avaliada utilizando a coloracéo panético rapido. A viabilidade celular foi avaliada
pelo teste do MTT, morte celular por lodeto de propidio por citometria de fluxo e
brometo de etidio e laranja de acridina utilizando microscopia optica. A
determinacao do estresse oxidativo foi feito pela dosagem de nitrito e nitrato e
malonaldeido. A apoptose foi avaliada através da avaliacdo da expressao das
caspases 3 e 7 e GSK-3B. O tratamento com AT aumentou a viabilidade celular
em testes como o do MTT, brometo de etidio/laraja de acridina e integridade de
membrana por iodeto de propidio, manteve a morfologia celular, além de reduzir
0s niveis de nitrito e malonaldeido, comprovando sua atividade antioxidante. A
exposicao das células ao AT também diminuiu de forma significativa a ativacéo
das caspases efetoras 3 e 7, resultando em um decréscimo da apoptose. Os
resultados obtidos sugerem que o AT € uma substancia citoprotetora que pode
prevenir a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos. Contudo mais estudos
devem ser feitos para comprovar os efeitos do AT, afim de que ele possa ser

usada terapeuticamente na DP.

Palavras chave: Doenca de Parkinson, Células PC12, 6-OHDA, Acido tanico,

Apoptose.



ABSTRACT

Effect of tannic acid on toxicity induced 6- ohda in pcl12 cells, a model in

vitro parkinson disease.

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disease in the elderly. It is characterized by progressive loss of dopaminergic
neurons in the substantia nigra pars compacta, leading to a severe reduction in
striatal dopamine content. The PC12 cells are a cell line of rat
pheochromocytoma and represents an experimental model of PD when it is
exposed to toxins like the 6-hydroxydopamine (6-OHDA). This recapitulate
differents mechanisms of cell death in PD and has been used as a screening test
for neuroprotective agents. Inflammation, apoptosis and oxidative stress play an
important role among the major mechanisms that lead to cell death in
neurodegenerative diseases including PD. The tannic acid (TA) is a polyphenol
that has a antioxidant effect as a chelating and sequestering free radicals. The
aim of this study was to evaluate the possible citoproteror effect of TA on the
cytotoxicity induced by 6-OHDA in PC12 cells. The cell morphology was
evaluated using the Fast Panoptic color. Cell viability was evaluated by the MTT
test, cell death by flow cytometry with propidium iodide and using light microscopy
by staining with ethidium bromide and acridine orange. The determination of
oxidative stress was made by measuring levels of nitrite, nitrate and
malondialdehyde. Apoptosis was evaluated by the expression of caspases 3, 7
and GSK-3B. The treatment with TA increased cell viability in the MTT, ethidium
bromide / laraja acridine assay and membrane integrity by propidium iodide, TA
also retained cellular morphology, in addition to reducing the levels of nitrite and
malondialdehyde, proving its antioxidant activity . Exposure of cells to the TA also
decreased significantly the activation of effector caspases 3 and 7, resulting in a
decrease in the apoptosis.The results suggest that TA is a cytoprotective
substance that can prevent the degeneration of dopaminergic neurons. Further
studies must be done to prove the effects of TA so that it may be used

therapeutically in PD.

Key words: Parkinson disease, PC12 cells, 6- OHDA, tannic acid, Apoptosis.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Parkinson

1.1.1 Definic&o e Caracteristicas Clinicas

A DP é um distarbio neurodegenerativo definido pela perda progressiva
por apoptose dos neurdnios dopaminérgicos (VENDEROVA; PARK, 2012). ADP
€ caracterizada por apresentar distarbios motores como rigidez muscular, tremor
de repouso, bradicinesia e perda progressiva e tardia de reflexos posturais. O
bloqueio motor e a postura fletida sédo particularidades que comumente
aparecem no parkinsonismo. Para diagnosticar a DP devem ser avaliados, no
contexto de cada paciente os sintomas motores e nao motores. Também é
preciso avaliar se o paciente faz uso de algum medicamento que possa gerar
pakinsonismo medicamentoso, como antipsicoticos por exemplo (ERIKSEN et
al.,2005; WHITE et al., 2009; JANKOVIC, 2008).

Os aspectos clinicos da DP apresentam uma intersecdo entre sintomas
motores, mudancgas cognitivas, mudangas comportamentais/neuropsiquiatricas
e sintomas relacionados a falhas no sistema nervoso autbnomo (SNA). Esses
sintomas estéo associados, principalmente, a deficiéncia de dopamina (DA) nos
nucleos da base, (BARBOSA; LIMONGI; CUMMINGS, 1997).

O tremor de repouso € o sintoma mais facil de ser reconhecido. Ocorre
em um lado do corpo (unilateral) e geralmente € mais acentuado na parte
periférica de uma extremidade (JANKOVIC, 2008).

A bradicinesia € a lentiddo do movimento. Esse sintoma é caracteristico
da alteracao dos nucleos da base, que leva a uma dificuldade no planejamento,
inicio e execucao do movimento, e na realizacdo simultanea de tarefas. A rigidez
€ caracterizada por uma maior dificuldade em realizar os movimentos causada
por uma certa resisténcia. Quando o membro é deslocado passivamente pode-
se sentir, junto com a rigidez, pequenos intervalos de liberacdo ritmicos e
intermitentes, que é chamado de “roda dentada”. Uma manifestagéo tardia da
DP é a instabilidade postural que ocorre por causa da perda dos reflexos
posturais. A marcha em bloco e em pequenos passos € o reflexo da rigidez de
tronco e instabilidade postural (JANKOVIC, 2008).

Alguns sintomas ndo motores como hiposmia (reducao da sensibilidade

olfativa) movimentos oculares rapidos, disturbios de comportamento, do sono,
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alteracdes de personalidade, tendéncia ao isolamento, ansiedade, depressao
fadiga, dor e parestesias podem estar presentes, chegando a se manifestar
antes mesmo que qualquer sintoma motor (LAUTERBACH, 2004).

Depois de alguns anos que a doenca ja foi diagnosticada varios
problemas tornam-se evidentes como disturbios urinarios, hipotensao ortostatica
e distarbios neuropsiquiatricos como deméncia, alucinacdes e delirios. A
deméncia aparece tardiamente e geralmente em pacientes idosos. (HELY et al.,
2005).

1.1.2 Epidemiologia

Um novo perfil epidemioldgico esté se formando, onde a populacdo esta
envelhecendo, trazendo consigo um volume crescente de doencas crbnicas e
degenerativas, que séo tipicas de idades mais avancadas (PETERNELLA,
MARCON, 2009).

A DP é a segunda forma mais comum de doenca neurodegenerativa
entre idosos, ficando apenas atras da doenca de Alzheimer. Dados apontam que
a DP acomete 0,1% da populacdo geral e 1% da populagdo com 60 anos ou
mais, aumentando a incidéncia com o avancar da idade, e trata-se de uma das
principais causas de inabilidade motora em idosos (FRITSCH et al, 2012).

Pringsheim et al., (2014) durante um trabalho de revisdo descreveram
gue a ocorréncia da DP no mundo varia de acordo com a idade (sendo mais
prevalente em idosos acima de 80 anos 1,9%), com a etnia (asiaticos tem maior
prevaléncia que europeus), e de acordo com 0 sexo (para cada 134 homens com
a DP apenas 41 mulheres sao diagnosticadas com a doenca, entre 50 a 59
anos).

Aos 55 anos é a idade em que geralmente aparecem os sintomas da DP.
Em geral a expectativa de vida apds o diagndstico é de apenas 15 anos. (HALD;
LANTHARIUS, 2005; KATZENSCHLANGER et al, 2008). Em 2005 havia no
mundo aproximadamente 4,1 a 4,6 milhdes de casos de DP, a estimativa para
2030 é que esses numeros dupliqguem para 8,7 a 9,3 milhdes de pessoas.
(DORSEY et al, 2007).

Um estudo feito no Brasil mostrou que 3,3% dos idosos apresentavam

DP e 2,7% tinham outros tipos de parkisonismo, nimeros maiores que a média
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mundial se juntarmos os valores totais (DP e outros tipos de parkisonismo), mas
falando apenas da DP, os indicativos sdo semelhantes. (BARBOSA et al., 2006).

Dados da associacao brasileira de doenca Parkinson estimam que no
Brasil existam 200 mil pessoas com DP. Sul e Sudeste concentram cerca de
30% do total de pessoas diagnosticadas (BRASIL, 2006).

1.1.3 Fisiopatologia e Etiologia

Ja foi conivente que a DP era definida como uma patologia do sistema
dopaminérgico, nos tempos atuais € considerada uma doenca
neurodegenerativa multisistémica que afeta diversas vias neurais e sistemas de
neurotransmissores. Quando os sintomas clinicos aparecem, a patologia ja esta
bem avancada, como quase metade das células dopaminérgicas da substancia
negra perdidas e deplecao de aproximadamente 80% da dopamina do estriato.
Os sintomas clinicos demoram a aparecer por conta dos mecanismos de
compensacao pré e pés- sinapticos que impedem que as caracteristicas clinicas
se manifestem até que o sistema seja incapaz de compensa-las (BRAAK et al.,
2003; LEVY et al., 2009).

A tirosina é o precursor de todas as catecolaminas. A maior parte da
tirosina é obtida da dieta, e uma pequena proporcdo também pode ser
sintetizada no figado a partir da fenilalanina. A primeira etapa na sintese de
dopamina (DA) consiste na conversdo da tirosina em L-DOPA (I -3,4-
diidroxifenilalanina) por oxidag&o da posi¢ao 3 no anel de benzeno. Essa reagéo
€ catalisada pela enzima tirosina hidroxilase (TH), uma ferro-enzima constituida
de quatro subunidades idénticas. E importante assinalar que a oxidacdo da
tirosina a L-DOPA ¢é a etapa que limita a velocidade na produ¢édo ndo apenas da
DA, mas também de todos os neurotransmissores da familia das catecolaminas.
A proxima e ultima etapa na sintese € a conversdao da L-DOPA em DA pela
enzima aminoacido aromatico descarboxilase (AADC). A AADC cliva o grupo
carboxila do carbono da cadeia lateral de etilamina, liberando dioxido de
carbono. A AADC requer o co-fator fosfato de piridoxal (GOLAN et al., 2009).

A DA livre no citosol é rapidamente captada pelo transportador vesicular
de monoaminas (VMAT) que utiliza um gradiente eletroquimico de prétons para
transporta-la para o interior das vesiculas, sendo que este apresenta duas

isoformas: VMAT-1, presente na periferia, e VMAT-2, localizado em estruturas
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do SNC (GOLAN et al.,, 2009). As vesiculas contendo o neurotransmissor
fundem-se a membrana do neurénio pré-sinaptico, apos influxo de célcio pelos
canais de calcio sensiveis a voltagem (STAAL et al., 2004).

Em resposta a elevacdo na concentracdo de calcio intracelular, as
vesiculas liberam o neurotransmissor que, entdo, pode se ligar nos seus
receptores. O término da transmissdo dopaminérgica ocorre, principalmente,
através da recaptacdo do neurotransmissor, pelo transportador de dopamina
(DAT), de volta para o terminal neuronal. O neurotransmissor € bombeado
novamente para a vesicula sinaptica para ser reutilizado ou € degradado pela
enzima monoamina-oxidase (MAO) (SIEGEL et al., 2005). Parte da dopamina
que se difunde da fenda sinaptica ou é liberada da forma nao classica, chamada
transmissdo por volume, sofre degradacdo pela enzima catecol-O-
metiltransferase (RICE, 2000). Os efeitos dopaminérgicos sédo exercidos pela
ligacdo com receptores pré e pos sinapticos. Os receptores dopaminérgicos
pertencem as familias D1(englobando os tipos D1 e D5) e D2 (D2, D3 e D4).
Todos estes receptores sdo metabotropicos (atuam via proteina G), sendo que
os D1 ativam a adenil ciclase, ativando a cascata de sintese do AMP ciclico,
enquanto os D2 inibem a adenil ciclase (SIEGEL; ALBERS, 2006).

A disfuncéo de dopamina leva a uma cascata de mudancas funcionais nos
circuitos dos nucleos da base. A principal caracteristica fisiopatologica da DP é
uma atividade de disparo neuronal aumentada nas vias de saida dos ganglios
da base (formado pelos globo palido interno (GPi) e SN reticulata (SNr)), levando
a uma excessiva inibicdo dos sistemas motores talamo-cortical e do tronco
cerebral. Aparentemente esse fato € o resultado de uma menor inibi¢cdo da via
estriatal “direta” e de um aumento da atividade dos neurdnios GABAérgicos
estriato-palidais da via indireta, causando uma maior excitacdo dos neurdnios
subtalamicos (OBESO et al., 2008).

Além da degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos no SNC a DP
também tem como caracteristica a presenca de inclusbes esféricas
citoplasmaticas, os corpos de Lewy, que sdo uma densa camada granular
cercada por um halo que cresce em filamentos. Dentro dos corpos de Lewy
existem principalmente a-sinucleina e ubiquitina, que juntamente com outros

fatores, contribuem para a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos. O
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acumulo de a-sinucleina leva a uma cascata de reacfes que resulta no bloqueio
do sistema ubiquitina-proteossoma, levando ao dano mitocondrial e
consequentemente a morte neuronal (FLINT, 2004; DAWSON at al., 2010).

Acredita-se que a reducdo nos niveis de dopamina estriatais seja a
principal responsavel pelos sintomas da DP (VALKO et al., 2007). A perda destes
neurdbnios que normalmente sdo ricos em neuromelanina, resulta em
despigmentacao da SN (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Apesar das caracteristicas da DP estarem bem caracterizadas, a causa
da doenca ainda ndo €& completamente esclarecido. Varios fatores estéo
envolvidos com a etiologia da DP, dentre eles podemos citar os fatores
genéticos, e ambientais (MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina,

monoxido de carbono e rotenona).

1.1.1.1 Fatores genéticos

A primeira evidéncia genética ligada a DP foi confirmada em 1997, como
a identificacdo de uma mutagcado no gene SNCA que codifica a a-sinucleina no
locus PARK 1, levando a formacgéo de proteinas mutantes que ficam propensas
a deformacdo e aceleram a formacdo de agregados (DAWSON; DAWSON,
2003). Ja foram identificados 13 lécus e mutacdes em 7 genes (ELBAZ et al.,
2007). De acordo com Schulz e Falkenburger (2004) muta¢cdes no gene da a-
sinucleina favorecem a agregacdo de a-sinucleina e podem promover a
formacao de corpos de Lewy. Mutacdes no I6cus PARK1 levam a identificacao
de agregacfes de a-sinucleina na DP, enquanto mutacdes no lécus PARK2
causam deficiéncia na proteina parkina e degeneracdo nigroestriatal
predominante sem corpos de Lewy (CALNE, 2005).

Acredita-se que 10% dos casos da DP seja heranca familiar, alguns
estudos sugerem que individuos com idade inferior a 50 anos que apresentam
DP tem uma probabilidade maior de apresentar alteragfes genéticas. Pessoas
gue possuem parentes em primeiro grau com DP tem duas a trés vezes mais
chances de desenvolver a doenca (TANNER et al., 1999).

Nas ultimas décadas, estudos clinicos pos mortem e experimentos in vivo
e in vitro com modelos animais, tém possibilitado alguns entendimentos sobre a
patogénese da doenca. As hipéteses incluem: defeitos conformacionais nas

estruturas de proteinas citoplasmaticas e disfungcdes mitocondriais com
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conseqiente aumento do estresse oxidativo, resultando na morte neuronal
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; SINGH; DIKSHI, 2007; REALE et al., 2009).
A combinacao de fatores ambientais e genéticos pode contribuir para o

aparecimento da doenca, havendo um sinergismo (THIRUCHELVAM, 2000).

1.1.1.2 Fatores ambientais

De acordo com alguns autores, fatores ndo-genéticos, como por
exemplo, exposicdo a agentes téxicos ambientais (pesticidas e metais) estariam
envolvidos tanto quanto fatores genéticos na génese da DP e que até mesmo
esses fatores ambientais seriam antecedentes a hereditariedade na etiologia DP
(COLLINS; NEAFSEY, 2002).

Evidéncias apontam que o0 ambiente rural e exposicdo a pesticidas estdo
associados a DP, embora ndo se saiba a taxa de exposicdo que pode levar a
doenca. (MIGLIORE; COPPEDE, 2009).

A neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina  (MPTP) age
bloqueando o complexo | da cadeia respiratéria, interrompendo a transferéncia
de elétrons para a ubiquinona. Essa perturbacdo aumenta a producdo de
espécies reativas do oxigénio (EROs) e diminui a sintese de adenosina trifosfato
(ATP), portanto, comprometendo o aporte energético da célula (DAUER,;
PRZEDBORSKI, 2003).

Os pesticidas e herbicidas como, por exemplo, a rotenona e o paraquat,
alteram o metabolismo mitocondrial, levando a disfungéo no complexo da cadeia
respiratoria e a morte celular (HERNANDEZ-MONTIEL, 2006). O paraquat € um
dos herbicidas mais utilizados na agricultura e apresenta uma estrutura quimica
semelhante ao 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), metabdlito ativo do MPTP
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; BARTELS;LEENDERS, 2009).

O ferro € outra toxina ambiental implicada como causa da DP. Um
acumulo consistente deste metal na SN tem sido relatado em casos da doenca
(GERLACH et al.,2006) Depositos de ferro parecem ser toxicos para neurénios
da SNpc e tem sido observados em conjunto com outras inclusdes de proteina.
O ferro pode causar agregagéo de a-sinucleina (maior constituinte dos corpos
de Lewy), por causa de sua propenséo a gerar excesso de EROs (JELLINGER,
1999).

Diversos fatores tém sido relacionados com a fisiopatologia da DP, dentre
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eles a disfuncdo mitocondrial, agregacdo de proteinas, estresse oxidativo,
excitotoxicidade, inflamacdo, apoptose e deficiéncia de fatores neutroficos
(TERZIOGLU; GALTER, 2008; ALI; BINIENDA; IMAM, 2011).

1.1.1.3 Estresse Oxidativo.

O estresse oxidativo tem sido apontado com um contribuinte na
fisiopatologia de doencas neurodegenerativas. Estudos em modelos animais e
humanos mostram que a disfuncdo mitocondrial pode ocorrer no inicio da
patogénese da doenca. As anomalias mitocondriais relacionadas com a doenca
incluem dano a cadeia transportadora de elétrons e alteragcfes na homeostase
do calcio (SUBRAMANIAM; CHESSELET, 2013). O influxo de calcio na
mitocdndria ocorre por varios mecanismos incluindo canais de sodio/calcio e
canais ibnicos como poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial PTPM
(eminglés MPTP - mitochondrial permeability transition pore). O PTPM pode ficar
em estado de baixa condutancia (reversivel) ou de alta condutancia
(irreversivel). O estado de alta condutancia leva a uma turgidez mitocondrial e
extravasamento de moléculas como citocromo ¢ que desencadeia a apoptose
(SUBRAMANIAM; CHESSELET, 2013).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas, formadas a partir de
transferéncia de elétrons, podendo reagir e formar outras espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs). O estresse oxidativo é descrito como um
desequilibrio entre a eliminacdo e a formacdo de EROs e ERNs. As espécies
oxidantes que mais provocam esse estresse sao radicais superoxido, hidroxila e
peréxido de hidrogénio, e a ERN com maior potencial reativo é o peroxido de
nitrito (BARNHAM at al., 2004).

As enzimas NOS que sao sintetizadoras de NO, sdo produzidas em
grande quantidade pela microglia ativada e macrofagos e a forma endotelial
(LUIKING; ENGELEN; DEUTZ, 2010). O papel do NO na doenca de Parkinson
tem ganhado importancia pelo achado de 3-nitrotirosina no centro de
corpusculos de Lewy, o marcador patologico desse distlrbio neurodegenerativo
e a superexpressdo de NOS no cérebro de paciente com DP (GOOD et al.,
1998).

Os neurdnios da SN parte compacta sdo mais susceptiveis ao estresse
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oxidativo por causa da presenca de neuromelanina, ferro e dopamina
(ANDRADE at al., 1999).

A dopamina intracelular é degradada pela monoamina oxidase e por
oxidacdo. Porém o metabolismo da dopamina pela MAO-B leva a formacao de
acido dihidroxifenilacético (DOPAC) e peréxido de hidrogénio (H202) sob
consumo de oxigénio e agua, ja a oxidacdo da dopamina intracelular produz
H202 e dopamina-quinona. O proprio metabolismo da dopamina leva a formacao
de peréxido de hidrogénio, que pode reagir com o ferro e formar radicais livres
que sdo citotoxicos (GOTZ et al., 1944; GESI et al., 2001; SULZER; ZECCA,
2000).

A glutationa e a glutationa peroxidase inativam potencialmente os radicais
livres e os metabdlitos do oxigénio derivados das reacbes oxidativas e do
metabolismo (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Existem fortes evidéncias de que a
deplecédo de GSH é um dos eventos principais na etiologia da DP. Reducao dos
niveis de GSH no mesencéfalo pode ser indicativo de aumento de niveis de
radicais livres(MARTIN; TEISMANN, 2009).

A mitocondria também contribui para a producdo de EROs, pois quase
todo oxigénio molecular € consumido na respira¢cao mitocondrial, formando como
subproduto espécies oxidantes como superéxido, hidroxila e perdxido de
hidrogénio. Portanto a inibicdo do complexo | mitocondrial aumenta a producao
de radicais livres que causam danos celulares. Dessa forma, a disfuncao
mitocondrial tem sido amplamente relacionada com a patogénese da DP
(ABOUSLEIMAN et al., 2006).

Atualmente existem inOmeras pesquisas buscando substancias

antioxidantes que possam agir como possiveis agentes neuroprotetores.

1.1.1.4 Disfungédo mitocondrial e apoptose

A mitocéndria é uma organela citoplasmatica relacionada ao metabolismo
energético, uma vez que ha diferentes reacdes bioquimicas que nela
transcorrem. Apresenta duas membranas, uma interna e outra
externa,envolvendo uma matriz. Na membrana mitocondrial interna (MMI), esta
localizada a cadeia transportadora de elétrons (CTE), havendo producédo de
energia a partir do fluxo de elétrons e consequente fosforilagdo oxidativa
(SCHEFFER, 2001).
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A descoberta em 1983 de pessoas gque desenvolvam sinais tipicos de DP
apos a injecdo intravenosa de drogas contaminadas com MPTP e que esta
substancia causa danos a funcdo da mitocondria levaram a hipétese de que a
disfuncé&o mitocondrial estaria envolvida na DP (ONYANGO,2008).

Experimentos in vitro demonstraram que o MPP+ é um inibidor do
complexo | da CTE, cursando com reducao da producao de ATP mitocondrial e
aumento na producdo do anion superéxido e de radicais livres (KOPIN;
MARKEY, 1988).

Inibicio do complexo | da CTE tem duas consequéncias principais:
adeplecdo de ATP, portanto prejuizo de todos 0s processos celulares
dependentes de ATP e a geracao de radicais livres causando estresse oxidativo
(SCHAPIRA et al.,1990). A deficiéncia energética relacionada a mitocéndria
pode levar ao rompimento de vesiculas que armazenam DA, aumentando sua
concentragdo no citossol ocasionando danos em macromoléculas (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). A inibicdo do Complexo | leva ao aumento da geracao
de radicais livres, 0 que resulta em um ciclo de auto-amplificacdo de inibicdo
deste complexo provocando morte celular programada (SCHAPIRA et al., 1998).

Apoptose dos neurbnios dopaminérgicos da substancia negra € um
evento envolvido no processo de neurodegeneracdo na DP (BATTISTI et
al.,2008). Essa hipotese foi demonstrada em estudos de modelos animais e de
modelos in vitro (MLADENOVIC et al., 2004; NOVIKOVA et al.,2006).

O processo apoptdtico € causado por uma cascata de eventos na qual a
familia de cisteina proteases conhecida como caspases levam a quebra de
multiplos substratos, com especificidade para o acido aspartico (EBERHARDT;
SCHULZ, 2003; LEV et al.,2003). A ativacao da apoptose pode ser iniciada de
duas diferentes maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via
intrinseca (mitocondrial) (GRIVICICH; REGNE; ROCHA,2007). A via extrinseca
é desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um grupo de receptores
de membrana da superfamilia dos receptores de fator de necrose tumoral (rTNF).
Esta ligacdo é capaz de ativar a cascata das caspases (BUDIHARDJO et
al.,1999). Sao conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis (caspases -3,
-6, -7, - 8, -9, -10) participam da apoptose, o restante participa da maturacao de
citocinas e ndo sabe-se ao certo a participacdo que elas possuem na apoptose
(BOATRIGHT; SALVESEN; 2003)
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As caspases pertencem a familia das cisteinas proteases que tém a
capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de
aspartato. (NICHOLSON D.W.; THORNBERRY NA. 1997) As caspases
sinalizam para o inicio da apoptose e clivam os substratos de aspartato levando
a condensacdo e fragmentacdo nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de
membrana que irdo sinalizar para estas células serem fagocitadas por
macréfagos. (BOATRIGHT K.M.; SALVESEN G.S. 2003).

Na via intrinseca, quando ocorrem danos na membrana mitocondrial, o
citocromo c é liberado no citosol formando um complexo com a APAF- 1 (fator
ativador de proteases pro-apoptoticas 1) e a caspase-9, o chamado
apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9, liberando a caspase-
9, ativa. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 e -7 (caspases
efetoras) ocasionaM a apoptose (PETROS; OLEJNICZAK; FESIK, 2004;
RUPNARAIN et al.,2004) (Figura 1).

As proteinas inibidoras da apoptose (IAP - Inhibitor of Apoptosis Protein)
sdo moléculas que possuem seu papel antiapoptotico por conseguir inibir a
atividade das caspases efetoras -3 e -7, da caspase iniciadora -9 e de
modularem o fator de transcricdo NF-kB. (GRIVICICH I.; REGNER A.; DA
ROCHA A.B., 2007).

Estudos mostraram que para a via intrinseca da apoptose ser ativada a
GSK-3 também deve estar ativa. (BEUREL; JOPE, 2006). Um mecanismo pelo
qual a GSK3 pode ser ativada € por sinais que reduzem a sua fosforilacdo
mediada por AKT ou outras quinases. (BEUREL; JOPE, 2006).

A superexpressao de GSK-3 é suficiente para iniciar a apoptose e morte
neuronal em cultura de células e em cérebro de roedores (BIJUR; DE SARNO;
JOPE,2000) O primeiro estudo desse tipo mostrou que a superexpressao de
GSK-3B induz apoptose em cultura de células PC12. (PAP; COOPER, 1998;
BEUREL; JOPE, 2006).

Desequilibrios entre os processos de apoptose resultam em disturbio na
homeostase do tecido e a sua desregulacdo estd relacionada com o
desenvolvimento de diversas doencas com o cancer, doencas autoimunes,
neurodegenerativas e infeccdes virais (DLAMINI et al., 2004). Outros estudos in

vitro demonstraram que 0 aumento da atividade da GSK3 podem promover a
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ativacdo da via de sinalizacdo intrinseca da apoptose e que a inibicdo da GSK3

proporciona protecao contra a apoptose. (GRIMES; JOPE, 2001)

Figura 1. Viaintrinseca e extrinseca da apoptose
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Fonte: http://envelhecimento93.blogspot.com.br/2011/06/e-por-que-elas-morrem.htmi

1.1.1.5 Neuroinflamacéo

A neuroinflamacdo € definida como a resposta do cérebro a leséo,
infeccdo ou doenca e tem como objetivo remover ou desativar agentes
prejudiciais ou tecido lesionado (HURLEY:; TIZABI, 2012). As evidéncias sobre a
participacdo da inflamacdo na patogénese da DP vem sendo estudada e
confirmada nos dltimos anos.

Diversos marcadores inflamatorios, tais como fator de necrose tumoral
(TNF-a) e interleucinas 1p e 6 (IL-1pB, IL-6,) foram encontrados em analises post-
mortem de cérebros humanos com DP. Normalmente esses marcadores estdo
ausentes na populacdo de idosos que ndo apresentam doencas
neurodegenerativas (AKIYAMA et al., 2000). Estudos feitos em animais com
antiinflamatérios ndo esteroides (AINES) demostraram que 0 uso desses
medicamentos reduz o risco de desenvolver DP (CHEN et al., 2003; LIU et al,
2006). Pesquisa feita com um inibidor ndo seletivo de COX, o salicilato sédico
(SA), atenuou de forma significativa a deplecéo de neurénios dopaminérgicos no
estriato causado pelo MPTP, corroborando com outro estudo que utilizou acido

salicilico e o paracetamol em modelo animal de Doenca de Parkinson induzida
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por cianeto de potassio (KCN) demostrando que esses medicamentos
apresentaram uma neuroprotecdo (SAIRAM et al.,2003; MOHANAKUMAR;
MURALIKRISHNAN; THOMAS et, al. 2000).

A neuroinflamacéo € caracterizada pela ativacéo das células da glia no
SNC, principalmente microglia e astrocitos que liberam mediadores proé-
inflamatérios como TNF-a , IL-1B e IL-6, cicloxigenases (COX-1 e 2) e o 6xido
nitrico sintase indutiva (iNOS) (MOSLEY et. al., 2006). As microglias sédo células
do sistema imune presente no cérebro e sdo sensiveis a mudanca no
microambiente, tornando-se facilmente ativadas em resposta a inflamacéo ou
infeccdes. Ao ser ativada, a micréglia muda morfologicamente passando da
caracteristica ramificada para o estado ativado ameboide (BANATI et al., 2003).

A neurodegeneracdo ocorre concomitantemente com astrogliose,
microgliose e remodelamento da microvasculatura. Inicialmente os fatores
troficos sdo liberados por astrécitos durante astrogliose e reparo tecidual,
amplificando o processo inflamatério e a permeabilidade vascular. Durante uma
inflamacéo prolongada, a ativacdo constante e o recrutamento de células
efetoras estabelecem um feedback que mantém a inflamag&o e termina por
causar uma injaria neuronal. Desse modo, um balanco entre o reparo celular e
fatores pré-inflamatérios determinam o progresso e os resultados finais do
processo neurodegenerativo. (RAMES et al., 2013).

1.1.4 Tratamento para Doenca de Parkinson

Atualmente o tratamento da DP esté restrito ao alivio dos sintomas, ja que
nao existem agentes capazes de inibir a degeneracdo neuronal. Esses
tratamentos levam a uma melhora inicial, mas com o passar do tempo sua
eficacia diminui drasticamente. Os efeitos colaterais provocados pelos
medicamentos (desenvolvimento de discinesias por exemplo) impossibilitam
muitas vezes a continuidade do tratamento. (RICHARDSON et al., 2005).

O principal tratamento é feito com Levodopa, precursora de dopamina,
que promove uma melhora na fungdo motora, porém a administracdo crbnica
esta associada ao desenvolvimento de flutuagbes motoras, discinesias,
confusdes, alucinacgdes e fadiga. (FREIRE; SANTOS, 2010).

Para minimizar alguns dos efeitos colaterais, inicialmente s&o usadas

baixas doses de levodopa, sendo elevadas gradualmente. Além da levodopa,
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drogas que sao prescritas atualmente no tratamento da DP incluem agonistas
dos receptores de DA, selegilina (inibidor de MAO-B), amantadina (anti-viral com
influéncia na sintese da DA), inibidores de catecol-O-metil transferase (COMT)
e anticolinérgicos (NAGATSU; SAWADA, 2009). Os inibidores das enzimas
metabolizadoras da dopamina catecol-O- metiltransferase (COMT) e
monoaminaoxidase-B (MAO-B) tém sido desenvolvidos com o objetivo de
prolongar a meia-vida da levodopa, limitando assim a flutuagdo motora. Os
agonistas dopaminérgicos estimulam diretamente os receptores pds-sinapticos
de dopamina no corpo estriado, a fim de diminuir a necessidade de levodopa e
limitar o aparecimento de complicagbes motoras. No entanto, estes
medicamentos podem induzir as desordens de comportamento, confuséo,
alucinacoes, psicose, sonoléncia diurna excessiva e episodios de sono profundo
(DEVOS et al., 2013).

Muitos estudos vem sendo realizados com o0 objetivo de gerar novas
alternativas de tratamentos e neuroprotecdo, como vitamina E, o deprenil, a
nicotina, agentes anti-inflamatérios e antioxidantes como a melatonina,
coenzima Q10, acido félico, selénio, vitaminas A, C e E sédo algumas substancias
promissoras e que podem contribuir para o tratamento da DP (KLIVENYI,;
VECSEI, 2009). Intervencdes cirtrgicas, uso de células tronco, estimulacdo
cerebral profunda (ECP) dentre outros tratamentos também sao utilizados para
tentar retardar e amenizar o avango da DP (SINGH et al., 2007).

A prética de exercicios fisicos regularmente também ajudam na melhora
e manutencdo do sintomas motores, particularmente para a marcha, equilibrio,
disfuncbes motoras, depresséao e qualidade de vida (PAHWA; LYONS, 2014).

Os tratamentos, tanto medicamentoso como cirargico, sdo considerados
paliativos, melhorando apenas os sintomas e retardando a progressdo da

doenca.

1.2 Modelos de DP

O conhecimento sobre a fisiopatologia da DP contribuiu para o
desenvolvimento de modelos animais e de cultura de células desenvolvidos para
melhor entender os mecanismos de morte neuronal, identificando possiveis
alvos para uma farmacoterapia cada vez mais seletiva e eficaz (PANOV et al.,
2002; HANROTT et al., 2006).
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Deste modo foram desenvolvidos modelos de DP utlizando-se
neurotoxinas dopaminérgicas e modelos de linhagens genéticas com delecéo
genética para a doenca. A utilizacdo de substancias capazes de destruir
seletivamente neurbnios dopaminérgicos, principalmente, da inducdo de
estresse oxidativo tem sido muito Util no estudo da DP (BOVE et al., 2005).

Entre as toxinas wusadas para induzir a neurodegeneracao
dopaminérgica podem ser relacionadas MPTP, paraquat, rotenona e 6-OHDA.
Presumivelmente, todas essas toxinas levam a formacéo de espécies reativas
do oxigénio e nitrogénio (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

O MPTP é uma substancia lipossoluvel, fato que lhe confere grande
capacidade de cruzar a barreira hematoencefélica, fazendo com que esta seja
neurotdéxica mesmo quando administrado por via parenteral (LANGSTON, 1983;
BALLARD, 1985). Uma vez no encéfalo, a pré-toxina MPTP é oxidada a 1-metil-
4-fenil-2,3-dihidropiridium (MPDP+) pela enzima monoaminoxidase-B presente
nas células da glia. A seguir, esse intermediario é convertido a MPP*
(provavelmente por oxidacédo espontanea). Como a molécula do MPP* é polar,
ela depende de carreadores de membrana plasmatica para entrar nas células.
Além disso, MPP+ é um substrato de alta afinidade para o DAT, bem como para
o transportador de noradrenalina e serotonina (PRZEDBORSKI et al.,2001;
DAUER; PRZEDBORSKI, 2003) Uma vez dentro dos neurénios dopaminérgicos,
o MPP+ se concentra dentro das mitocdndrias, bloqueando o complexo | da CTE,
interrompendo a transferéncia de elétrons para a ubiquinona. Essa perturbacao
aumenta a producdo de EROs e diminui a sintese de ATP, portanto,
comprometendo o aporte energético da célula (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

O MPTP, quando administrado a humanos ou a primatas, desencadeia
uma sindrome parkinsoniana grave e irreversivel que reproduz grande parte das
caracteristicas da DP, incluindo tremor em repouso, rigidez muscular,
movimentos vagarosos e instabilidade postural (PRZEDBORSKI et al.,2001).
Paralelamente a essas alteracbes motoras, alguns autores tém mostrado em
modelos animais que esta neurotoxina produz prejuizos cognitivos similares aos
ocorridos na doenca (PERRY et al.,2004; REKSIDLER et al., 2007).

A rotenona é um composto quimico encontrado na raiz e talos de
algumas plantas, e por seu carater altamente citotoxico, € amplamente utilizado
como pesticida (MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET, 2008). Essa toxina
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facilmente atravessa a barreira hematoencefalica e membranas biolégicas e age
como potente inibidora do Complexo | da cadeia transportadora de eletrons. A
exposicdo sistémica de ratos a rotenona reproduz caracteristicas da DP,
incluindo degeneracdo nigroestriatal seletiva e inclusdes citoplasmaticas
positivas para a-sinucleina (BETARBET, 2000).

O paraquat, outra substancia utilizada na inducdo de modelos animais
de DP, atua de forma semelhante & rotenona para induzir a morte neuronal:
inibindo o processo de respiracéo celular e facilitando a producéo de espécies
reativas de oxigénio (SHIMIZU etal.,2001). O paraquat também gera o
aparecimento de inclus@es citoplasmaticas, contribuindo para a caracterizagdo
da DP (UVERSKY, 2004). Faltam evidéncias conclusivas neste modelo, no que
tange a prejuizos motores especificos, entretanto, ja € evidente que a exposicao
ao paraquat é capaz de gerar danos a motricidade, evidenciando principalmente

bradicinesia e marcada reducédo na atividade locomotora (BROOKS et al.,1999).

1.2.1 Neurotoxicidade da 6-Hidroxidopamina (6-OHDA).

A 6-OHDA representa uma das neurotoxinas mais comumente utilizadas
em modelos de degeneracdo de projecdes catecolaminérgicas centrais,
incluindo o sistema nigroestriatal, in vivo e in vitro (SCHOBER, 2004). Apresenta
similaridade estrututal com as catecolaminas, e foi o primeiro composto
descoberto com a capacidade de induzir morte seletiva em células
dopaminérgicas (BLUM et al., 2001) Ungersedat em 1968 mostrou que a injecdo
de 6-OHDA na SN parte compacta provoca uma degeneracdo anterdgrada do
sistema nigroestriatal dopaminérgico, criando o primeiro modelo de DP
(BALADINI et al., 2008).

Varios estudos relatam que a 6-OHDA estava presente em cérebros e
urina de pacientes com DP tratados com L-DOPA. Os neurdnios da substancia
negra tem uma quantidade significativa de dopamina, ferro livre e peroxido de
hidrogénio, e a reacdo ndo enzimatica entre esses elementos pode levar a
formacao de 6-OHDA (BLUM et al., 2001).

A toxicidade da 6-OHDA se da a partir da entrada pelo DAT, mesmo
transportador da dopamina nas células catecolaminérgicas onde é rapidamente
oxidado em peréxido de hidrogénio e quinonas (moléculas tdxicas para as

células) além de inibir os complexos | e 1l da cadeia transportadora de elétrons.
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A constante producdo de espécies reativas de oxigénio provoca um estresse

oxidativo que leva a lesdo e morte celular por apoptose (MEREITH et al., 2008).

(Figura 2)

Figura 2: Mecanismo hipotético de toxicidade 6-OHDA.
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A 6-OHDA pode induzir a morte celular por trés mecanismos principais: formacdo de EROs pela

auto-oxidacao, formacgéo de perdxido de hidrogénio induzida pela atividade da MAO ou inibicao

direta da cadeia respiratdria mitocondrial. Fonte: adaptada de BLUM et al. (2001).

O modelo de DP com 6-OHDA néo induz a formacé&o de Corpos de Lewy,

porém ela tem efeitos significativos sobre a a-sinucleina, que junto com a

ubiquitina, € um dos componentes principais dos Corpos de Lewy. A 6-OHDA

causa duas alteracbes neuroquimicas que atingem a a-sinucleina, primeiro

impede a degradacéo, inibindo o proteossoma e isso faz com que a proteina se

acumule, e segundo, promove a sua agregacdo (COSTA et al., 2006). A 6-OHDA

pode provocar alteragbes na expressao de genes associados a morte celular,

semelhante ao que acontece na DP (RYU et al., 2005).
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1.2.3 Células PC12 como modelo in vitro de DP

Linhagens celulares bem estabelecidas representam modelos
potencialmente Uteis para estudar a causa e meios para o tratamento de
doencas.

As células PC12 sdo uma linhagem clonal de células de feocromocitoma
de rato. Quando mantidas em meio de cultura, as células sintetizam e
armazenam catecolaminas. Entretanto as células PC12 possuem uma maior
expressao de dopamina, o que as caracterizam como sendo dopaminérgicas.
(GREENE; TISCHLER, 1976)

A linhagem PC12 pode ser diferenciada com o fator de crescimento
neuronal (NGF) que as fazem adquirir uma morfologia mais proxima de um
neurdnio simpatico, expressam neuritos e ficam eletricamente excitaveis. Porém,
quando diferenciadas, as células adquirem caracteristicas mais adrenérgicas. As
células PC12 nao diferenciadas expressam Tirosina-hidroxilase e o
transportador de dopamina-DAT (GREENE; TISCHLER, 1976; GREENE; REIN,
1977).

Diversos estudos com DP induzida por 6-OHDA usaram células PC12,
para reproduzir o modelo de doenca (NIE et al,2002; LEVITES et al., 2002; BLUM
et al., 2000; CHEN et al., 2004))

Umas das vantagens de se usar cultura de células, € a grande
capacidade de proliferacao que elas possuem. Como sao derivadas de um unico
progenitor, a populacéo de células é relativamente homogénea e por essa razao
elas se apresentam como uma Otima op¢ao para um screening de drogas que
possam agir como neuroprotetoras em modelos de Doenca de Parkinson.
(COLLINS et al., 1992).

1.3 Antioxidantes

Os antioxidantes, em geral, podem oferecer estratégias promissoras
frente a degradacgéo das células neuronais o que desencadeou o interesse de se
buscar substancias que possuissem atividade antioxidante e que assim,
pudessem ser utilizadas como novas estratégias terapéuticas e preventivas das
doencas neurodegenerativas (RAO; BALACHANDRAN, 2002; MYTHRI;

BHARATH, 2012). Antioxidantes naturais, como por exemplo, as vitaminas E e
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C, e produtos vegetais/ moléculas com propriedades antioxidante estdo sendo
estudadas para que possam futuramente fazer parte da terapia adjuvante da DP.
Um exemplo dessas moléculas é a curcumina, um componente ativo do acafréo
(Curcuma longa), que em estudos apresentou efeito neuroprotetor em disturbios
neuroldgicos, apontando a aplicacédo clinica da curcumina na DP (MYTHRI;
BHARATH, 2012). Outro exemplo é a berberina, um alcaldide que apresenta
acao antioxidante, e que em pesquisas apresentou uma acao citoprotetora em
modelo experimental de DP, in vitro, induzida pela 6-OHDA, onde essa
citoprotecdo pode dever-se a uma reducédo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (MOURA, 2012).

Dentre as substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos recebem destaque por inibirem peroxidacédo lipidica e a
lipooxigenase in vitro, reduzindo e quelando ions ferro que agem como
catalisadores na reacdo de peroxidacéo lipidica. Esses compostos fenélicos de
plantas podem se encaixar em diversas classes, como fendis simples, acidos
fendlicos (derivados do acido benzoico e cinamico), cumarinas, flavondides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (SOUZA et
al. 2007; ANDRADE et. al 2007).

1.4 Taninos

Os taninos sdo compostos fendlicos de grande interesse econdmico e
ecolégico resultantes do metabolismo secundario de plantas. Eles tém sido alvos
de diversas pesquisas sobre sua atividade bioldgica. Estudos evidenciam uma
acao importante contra alguns microrganismos e como agentes carcinogénicos
(SANT’ANNA et al., 2002; CHUNG; JOHSON, 1998).

Dietas ricas em alimentos que contém taninos e a ingestao de chéa verde
tem sido associada com atividade anti cancer, antiinflamatoria, cicatrizante e até
como inibidores da transcriptase reversa em HIV (KILKUSKIE et al.,1992).

A maioria dos compostos fendélicos ndo é encontrado livre na natureza,
mas sob forma de ésteres ou de heterosideos. Por serem fendlicos, sdo muito
reativos, formando pontes de hidrogénio intra e intermoleculares (MELLO;
SANTOS, 2001).

S&o classificados como hidrolisdveis e condensados. Os taninos

hidrolisaveis sdo ésteres de acidos galicos e acidos elagicos glicosilados,
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formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxila da glicose sé&o
esterificados com os &cidos fendlicos. Os taninos condensados séo polimeros
de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, resultantes do metabolismo de fenilpropanol
(HELDT, 1997).

Varias doencas degenerativas, como cancer, esclerose multipla, doenca
de Parkinson, ateroesclerose, e o0 proprio processo de envelhecimento precoce,
estdo associados a altas concentracdes de radicais livres intracelularmente,
levando a um estresse oxidativo. Estudos mostram que varios taninos atuam
como captadores de radicais, interceptando oxigénio ativo e formando radicais
estaveis, reduzindo assim, o estresse oxidativo (MELLO; SANTOS, 2001).

1.5 Acido tanico

Acido tanico (AT) € um polifenol com férmula molecular C7eHs20a46
composto por uma molécula de glicose central. Ligados a essa glicose, ha cinco
cadeias formadas por duas moléculas de acido galico ligadas por esterificacdo
(GALIHU et al., 1992) (Figura 3).

Produzido pelo metabolismo secundario das plantas e pertencente a
categoria dos acidos fendlicos, o AT é um tanino hidrolisavel encontrado em
diversos alimentos tais como, uvas, lentilhas, chocolate, vinho tinto, cerveja,
café, cha preto e cha verde. Estudos relataram que um consumo de cha verde
estaria relacionado a uma menor incidéncia de cancer, e esses efeitos, em
grande parte, podem ser possivelmente associados aos taninos presentes no
cha (KUO etal., 1992).

A molécula de AT é capaz de complexar até sete ions ferro, devido sua
capacidade antioxidante em sistemas que geram radicais livres. Estudos
mostraram que essa capacidade antioxidante € do tipo quelante e sequestradora
de radicais livres, ou seja, o AT formam complexos com ions metélicos e estes
atuam como sequestradores de radicais livres. Estudos feitos com acido tanico
demonstraram que este tem atividade antimutagénica, anticarcinogénica e
antioxidante em ratos, além de possuir a capacidade de reduzir o perfil lipidico e
niveis de lipoperoxidos no sangue de ratos hipertensos (SAH et al., 1994).
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Figura 3. Estrutura molecular do acido tanico.
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Fonte: Sigma Aldrich

Considerando o envolvimento do estresse oxidativo, atividade
inflamatéria e disfuncdo mitocondrial na patogénese da doenca de Parkinson e
o efeito antioxidante do acido taanico, este trabalho investigou o efeito

citoprotetor do &cido tanico em células PC12 tratadas com 6-OHDA.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Estudar uma possivel atividade citoprotetora do &cido tanico em modelo de
toxicidade celular induzida pela 6-OHDA em células PC12.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar os efeitos do acido tanico sobre a citotoxicidade em modelo de
morte celular induzido pela 6-OHDA em células PC12,;

» Analisar os efeitos do acido tanico sobre a integridade da membrana
celular em células PC12 expostas a 6-OHDA.

= Verificar a acdo do acido tanico sobre o estresse oxidativo induzido pela
6-OHDA em células PC12;

» Analisar os efeitos do acido tanico sobre a disfun¢éo mitocondrial induzida
pela exposicdo a 6-OHDA em células PC12;

» Determinar os efeitos do acido tanico sobre a inflamacao em células PC12

e expostas a 6-OHDA.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultura de Células PC12

A linhagem de células de feocromocitoma de rato, PC12 (APABCAM, Rio
de Janeiro, RJ, BRA) foi cultivada em garrafas de plastico para cultura (75 cm?,
volume de 250 mL) no meio Ham F12 suplementado com 2,5% de soro fetal
bovino (SFB), 15% de soro de cavalo e 1% da mistura penicilina/estreptomicina.
As células foram incubadas em estufa a temperatura de 37°C numa atmosfera
de 5% de CO2 e o crescimento celular foi observado a cada 24 horas com a
ajuda do microscopio de inversao.

Apos 80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas com 1 mL de
tripsina. A suspensédo de células foi contada e sua viabilidade celular avaliada
pelo azul de tripan e posteriormente sub-cultivada em placas multi-wells de 6,
12, 24,48 ou 96 pocos (a variar de acordo com o procedimento em que serao
submetidos) (LOPES et al, 2010).

O acido tanico foi dissolvido em DMSO com concentracdo de 0,1%. Em
relacdo ao preparo da solucdo de 6-OHDA, a mesma foi diluida em salina e
preparada na hora da experimentacdo ja que se trata de uma substancia
fotossensivel e termossensivel.

Curvas com véarias concentracfes de 6-OHDA (12,5; 25; 50 e 100 pg/mL),
e de acido tanico (25, 50 e 100 pg/mL) foram feitos para a escolha das
concentracdes que iriam ser utilizadas nos testes. A 6-OHDA foi utilizada sozinha
e 15 minutos apo6s a adicao do acido tanico. Apds a aplicacdo das drogas as
células foram incubadas por 24 horas em estufa 5% de COz2, apds esse periodo

as ceélulas foram utilizadas nos experimentos.

3.2 Ensaio de citotoxicidade — teste do MTT

Para avaliar a citotoxicidade foi usado o ensaio MTT (MOSMANN , 1983),
gue baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do
Ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de células viaveis, em converter o sal de
tetrazolium (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT),
que € hidrossoluvel e de cor amarelada, em cristais de formazan, que séo
de cor purpura. Essa técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade e o

estado metabodlico da célula, sendo assim, bastante util para avaliar a
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citotoxicidade (DENIZOT; LANG, 1986).

Nesse ensaio 0 4cido tanico foi adicionado nas concentracdes de 25, 50
e 100 pg/mL a cultura, 15min antes da 6-OHDA (protocolo de neuroprevencao).
Decorridas 24h de incubacdo das células, 100uL do meio foi retirados para a
dosagem dos niveis de nitrito e os outros 100uL do meio foi descartado, entédo
as células foram incubadas, por 3 horas, com um novo meio (200uL) contendo
10% de MTT, na concentracdo de 5mg/mL em cada poco. Apos este periodo, 0
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 150 uL de DMSO puro, para a lise
das células e solubilizacdo do formazan, logo apos as placas foram colocadas
em agitador de placas por 15 minutos. Apos a agitacdo, a absorbancia foi medida
em leitor de microplacas a 540 nm. A inibicdo da reducdo do MTT indica a
diminuicdo da viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em

quadruplicata e repetidos em trés diferentes dias.
3.3 Determinacdo da concentracdo de nitrito/nitrato (GREEN et al., 1981)

A producéo de NO foi determinada pela mensuracdo dos niveis de nitrito
e nitrato, metabolitoe do NO encontrado no sobrenatante da cultura de células.
Apos o periodo de incubacéo, o sobrenadante foi recolhido e a concentracéo de
nitrito/nitrato foi determinada segundo o método de Green et al. (1982). O reativo
de Griess (sulfanilamida a 1%, cloridrato de N-1-naftilenodiamina 0.1%, &acido
fosférico a 5% e agua destilada, na proporcao de 1:1:1:1) revela a presenca de
nitrito em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual e sobrenadante
celular) por uma reacédo de diazotizacdo. Em condicGes acidas o nitrito reage
com a sulfonilamida formando um composto intermediario, o sal diazénico. Em
seguida este sal reage com o N-naftil-etilenodiamina formando um azo estavel

de coloracéo réseo, com o pico de absorbancia em 560 nm.

Para esta experiéncia 100 pL do reativo de Griess foi adicionado a 100 pL
do sobrenadante da cultura de célula e incubado a temperatura ambiente por 10
min. A curva padrdo foi elaborada com varias concentragcdes de NaNO2
(variando de 0,75 a 100 uM) sob as mesmas condi¢cdes.Os brancos foram
preparados pela adicdo de 100 pL do reativo de Griess a 100 pL do meio de
cultura. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 560 nm.
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3.4 Avaliacdo da peroxidacdao lipidica pela determinacdo da concentragao
de substancias tiobarbituricas acido-reativas (TBARS) (DRAPER e
HADELY, 1990).

A peroxidacdo lipidica é uma consequéncia bem caracterizada do
estresse oxidativo, a qual conduz ao dano tecidual (HIRRLINGER e RESCH,
2002).

O método mais empregado para determinacdo das TBARS é pela
dosagem do malondialdeido (MDA) em amostras biologicas. Esse método €
baseado na reacdo do MDA com &cido tiobarbitirico (TBA) (DRAPER e
HADELY, 1990). Nesta reacdo, duas moléculas de TBA reagem
estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar um pigmento
réseo, que tem absorbancia maxima em solucédo acida em 532 a 535 nm.

Apbs o periodo de incubacéo, o sobrenadante foi descartado e as células
foram lisadas com 0,5mL de Triton X 100. Entdo, 250 pL do homogenato foi
adicionados a tubos de vidro, e incubados em banho-maria a 37 °C por 1 h,
seguido por adicdo de 400 pL de acido perclérico 35% para precipitar as
proteinas. A mistura foi centrifugada a 1400 g por 10 min. e 600 pL do lisado de
células foi adicionado a 200 pL de uma solucao de &cido tiobarbitirico a 0,6%.
A mistura foi levada a banho-maria e aquecida a 95 °C por 30 min. ApGs

resfriada, a absorbancia foi medida em um leitor de microplacas a 535 nm.

3.5 Andlise de alteracdes morfoldégicas — Coloracdo com pandtico rapido.

A técnica de coloracdo com pandético rapido permite diferenciar o
citoplasma do nucleo, possibilitando, assim, a andlise de estruturas celulares.O
kit completo é formado pelo: Pandtico rapido n 1: compde-se por uma solucdo
de triarilmetano a 0,1%, de cor azul clara, que tem por funcéo fixar o material a
ser corado; Panotico rapido n 2: compde-se por uma solucdo de xantenos a
0,1%, liga-se melhor aos componentes citoplasmaticos conferindo-lhes uma
coloracao rosea; Panatico rapido n 3: compde-se por uma solucao de tiazinas a
0,1% que é um corante basdfilo que tem maior afinidade pelas proteinas
nucleares, dando ao ndcleo uma cor roxa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos. Apos o periodo de

incubacdo com a 6-OHDA (50ug/mL e 25ug/mL) e com o acido tanico
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(100pg/mL) , as células foram fixadas com metanol por 1 minuto. Em seguida,
as laminulas foram lavadas com agua corrente para remocdo do fixador e
coradas com a solugéo 2 por 1 minuto. ApGs lavagem com agua destilada, as
laminulas foram imersas na solucdo 3 por 15 segundos e visualizadas ao

microscépio optico.
3.6 Imuno-citoquimica para tirosina hidroxilase e DAT.

Com a finalidade de confirmar o modelo de DP e a presenca de células
dopaminérgicas na cultura de células PC12, foi feito uma imuno-citoquimica para

tirosina hidroxilase e DAT.

As células foram fixadas em paraformaldeido 4% em PBS a temperatura
ambient por 20 minutos, lavadas 3 vezes em PBS e bloqueadas por 40 minutos
com PBS contendo 1% de BSA (bovine serum albumin) e 0,1% Triton X-100. As
células foram entdo incubadas com anticorpo anti-TH (mouse, 1:1000, Sigma) e
anti-DAT (Rabbit, 1:500, Biothecnology) diluidos em solucdo de bloqueio a
temperatura ambiente overnigth, depois lavadas 3 vezes e incubadas por 40
minutos com os anticorpos secundarios, anti-rabbit conjugado com AlexaFluor-
594 e anti-mouse conjugado com AlexaFluor-488 (1:500, Molecular Probes), em
PBS contendo 0,5% de BSA. ApGs serem lavadas 3 vezes em PBS, os nucleos
foram marcados com DAPI por 2 minutos. As laminas foram visualizadas no
microscopio confocal (LSM 510 META, Zeiss).

3.7 Ensaio de viabilidade por determinacao da integridade da membrana
por citometria de fluxo (MACKLIS e MADISON, 1990).

A andlise da integridade da membrana plasmatica é uma importante
ferramenta para estudar o tipo de morte celular, visto que, apenas na necrose, a
membrana plasmatica esta precocemente alterada. O teste baseia-se na
capacidade do iodeto de propideo (IP), que é hidrofilico, de penetrar apenas nas
células cuja membrana esta rompida. ApoOs a ligagdo ao DNA, o IP emite alta
fluorescéncia quando excitado pelo laser de argbnio (488nm). A célula com
membrana integra emite, portanto, baixa fluorescéncia (MACKLIS; MADISON,
1990).
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As células PC12 foram plaqueadas em placas de 24 pocos e apos 24
horas de crescimentoas células foram incubadas com as drogas. Apds o periodo
de incubagédo, as células foram tripsinisadas e armazenadas em eppendorfs.
Apos as lavagens, foi acrescentada uma aliquota de 50 yL de uma solucéao de
lodeto de Propideo (IP) na concentracdo de 50ug/mL (diluidos com PBS) na
auséncia de luz em cada eppendorf que continha a suspenséao de células e PBS.
Ap0s 10 minutos que os eppendorfs ficaram a 4°C, as amostras foram analisadas
por citometria de fluxo (BD FACSVersetm EUA). Foram obtidas informacfes
sobre a porcentagem de células viaveis (membranas integras) utilizando-se o

filtro para espectro do vermelho.

3.8 Avaliacéo do padrao de morte celular por laranja de acridina/ brometo
de etidio.

O método de coloracdo pelo brometo de etidio/laranja de acridina
permite diferenciar células viaveis daquelas em processo de morte por apoptose
ou necrose. Este método baseia-se na revelagéo diferencial das células por
fluorescéncia. A laranja de acridina (LA) € capaz de atravessar membranas
intactas e intercala-se ao DNA celular conferindo aparéncia verde o nacleo. O
brometo de etidio (BE), por sua vez, s6 consegue intercalar ao DNA e marcar o
nucleo em vermelho se a membrana celular estiver danificada. Dessa maneira,
as ceélulas viaveis, que tem a membrana integra, apresentam nucleo
uniformemente corado de verde pela LA. As células em apoptose (membrana
ainda integra) apresentam manchas verdes brilhantes (condensacdo da
cromatina e fragmentacao nuclear) e ndo sdo marcadas por BE. Na apoptose,
observam-se, também, alteracdes na membrana celular em decorréncia da
formacdo de corpos apoptéticos. O BE é incorporado majoritariamente por
células necréticas (membrana danificada) e apresentam, portanto, nacleo corado
de vermelho (MCGAHON et al., 1995).

As células foram plagueadas em placas de 24 po¢os com uma laminula
no fundo de cada poc¢o. Apés o periodo de incubacdo com a 6-OHDA (50ug/mL
e 25ug/mL) e acido tanico (100ug/mL), as laminulas foram retiradas, lavadas
com PBS e incubadas com a solucdo de laranja de acridina e brometo de etidio
(LA/BE) (2uL de LA; 8uL de PBS; 10uL de BE) durante 01 minuto, sendo em
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seguida visualizadas em microscopio de fluorescéncia OLYMPUS Bx 41. Foram
contadas 300 células de cada amostra para a quantificacdo dos eventos
celulares (viaveis, apoptoéticas e necréticas).

3.9 Determinacdo da ativacao de caspases 3 e 7 e GSK-3f por Western
Blotting (MEHMET, 2002; ABBAS, 2008).

A quantificacdo dos niveis das caspases 3 e 7 e de GSK-3[3 foi realizada
em células PC12 tratadas com &cido tanico na presenca da toxina dopaminérgica
(6-OHDA).

Amostra de células PC12 contendo massas iguais de proteinas totais
(20 ug por linha) foram aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS 12%, utilizando-
se o sistema Mini Protean Dual Slab Cell (Bio-Rad,EUA). Adicionou-se o tampéao
de corrida e em seguida iniciou-se a corrida em condi¢cdes constantes de
voltagem (60 V). Apés a separacado proteica deu-se inicio a transferéncia (por
uma hora,100 V, 350 mA) para membrana de PVDF onde utilizou-se o sistema
Mini transblot electrophoretic transfer cell (Bio-Rad, EUA) imerso em gelo. Apés
a transferéncia as membranas foram coradas em solu¢do de Ponceau S, para
verificacdo da qualidade do processo. Em seguida, as membranas foram lavadas
(descoradas) em tampdo Tris/salina tamponada/ Tween-20 (TBST) e
bloqueadas em TBS-T/leite desnatado 5% por uma hora sob agitacdo constante.
Apos isso, foi realizada a incubacdo com o0s anticorpos primarios adequados,
diluido em TBST/molico 0,5% (anti-caspase 3- 1:1000, Cell Signaling; anti-
caspase 3 clivada- 1:1000 Cell Signaling, anti-caspase 7- 1:1000, Cell Signaling,
anti-caspase 7 clivada- 1:1000 Cell Signaling e anti-GSK-33- 1:1000, Cell
Signaling). Em seguida foram feitas varias lavagens em TBST para a retirada do
excesso de anticorpo primario, e assim se pudesse proceder com a incubacéao
do anticorpo secundario (1:3000, Bio-RAD, EUA, 1gG anti-Rabbit) adequado por

uma hora.

Apos a incubacdo com os anticorpos secundarios, as membranas foram lavadas
duas vezes com TBS-T. ApGs as incubagdes com 0s anticorpos, as membranas
foram incubadas com ECL (Enhanced Chemiluminescent substrate, Bio-Rad,

USA) por cerca de 5 minutos, sendo finalmente detectadas e analisadas pelos
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softwares Molecular Imager VersaDoc e Quantity One (BioRad),

respectivamente.

3.10 Analise dos dados

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Graph Pad prism
6.0. Para comparacdo entre as meédias foi feita uma analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls ou Bonfferroni, as
diferencas serdo consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05.

Os valores foram expressos como Média + EPM.
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4. RESULTADOS

4.1 Imuno-citoquimica paratirosina hidroxilase e DAT (NOBRE-JUNIOR,
2005).

A figura 4 mostra a fotomicrografia das células PC12 com marcacgéao para
a enzima tirosina hidroxilase- TH (A) e DAPI (B). A Tirosina-hidroxilase é
marcada em verde e encontra-se distribuida principalmente pelo citoplasma. A
coloracao feita com DAPI marca nucleo em azul. A foto A + B € a sobreposicao
das imagens. Nao foi observada marcacéao fluorescente quando os anticorpos
primérios foram omitidos do ensaio (ndo mostrado).

A figura 5 mostra a fotomicrografia das células PC12 com marcagéo para
o transportador de dopamina- DAT (A) e DAPI (B). O DAT é marcada em
vermelho e encontra-se distribuida por toda a célula, principalmente membrana.
A coloracao feita com DAPI marca nucleo em azul. A foto A+B é a sobreposicdo
das imagens. Nao foi observada marcacéao fluorescente quando os anticorpos

primérios foram omitidos do ensaio (ndo mostrado).

Figura 4: Fotomicrografia demostrando a dupla marcacéo
imunicitoquimica para o marcador enzimatico de TH (verde) e o marcador
nuclear DAPI (azul) em células PC12.

A: Marcacéo com Tirosina-hidroxilase. B: Marcacdo com DAPI. Fonte: Elaborada pelo autor.

Aumento 200x
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Figura 5: Fotomicrografia demostrando a dupla marcacéo
imunicitoquimica para o transportador de dopamina (DAT) (vermelho) e o
marcador nuclear DAPI (azul) em células PC12.

A: Marcacgdo com DAT; B: Marcagéo com DAPI. Fonte: Elaborada pelo autor. Aumento 200x
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4.2 Efeito citotoxico da 6-OHDA sobre a viabilidade de células PC12: Teste

do MTT.
A Figura 6 mostra o efeito da 6-OHDA nas concentragbes de 12,5, 25,

50 e 100 pg/mL. Os resultados mostram que a 6-OHDA diminui
significativamente a viabilidade celular em todas as concentracbes quando
comparadas ao controle (porcentagem de viabilidade celular pelo MTT:
Controle=100,0 + 5,876; 6-OHDA 12,5 pg/mL= 62,9 £+ 2,081; 6-OHDA 25ug/mL=
54,31 + 3,471; 6-OHDA 50pg/mL= 19,8 + 0,5983; 6-OHDA 100pg/mL= 19,4 +
0,9765 %).

Figura 6. Efeito citotoxico da 6-OHDA sobre a viabilidade em cultura de
células PC12.

150 4
()
E
o 100 4
=
=
>
3] -
it 50
X
0-
<&
&
(¢}

A 6-OHDA (12,5, 25, 50, 100 ug/mL) foi adicionada e incubada por 24 horas. Apés o tratamento
a viabilidade celular foi determinada pelo MTT. . Os valores estdo expressos como média +

EPM de 3 experimentos em dias diferentes. a p < 0,05 vs Controle, (ANOVA e Teste de

Bonfferroni).
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4.3 Efeito do acido tanico sobre a viabilidade de células PC12: teste do

MTT.
A viabilidade celular na presenca do acido tanico foi avaliada através do

teste do MTT. ApGs 24 horas de exposi¢do ao acido tanico, as concentracdes
25, 50 e 100 pg/mL nao levaram a alteracdes significativas na viabilidade celular
em relac&o ao controle. (Porcentagem de viabilidade celular pelo MTT: Controle:
100,0 £ 5,876; AT 25ug/mL= 89,79 + 5,603; AT 50 pg/mL= 94,63 + 4,433; AT
100 pg/mL= 98,78 * 3,258 %). (Figura 7)

Figura 7. Efeito do acido tanico (AT) sobre a viabilidade em células PC12.
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O AT (25, 50 e 100 pg/mL) foi adicionado as células e incubada por 24 horas. Apés o tratamento
a viabilidade celular foi determinada pelo MTT. Os valores estdo expressos como média + EPM

de 3 experimentos. a p < 0,05vs Controle, (ANOVA e teste de Bonfferroni).
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4 .4 Efeito do acido tanico sobre a viabilidade celular de células PC12
expostas a 6-OHDA 25ug/mL: teste do MTT.

A Figura 8 mostra o efeito do acido tanico sobre a citotoxicidade induzida
pela 6-OHDA 25ug/mL em células PC12. Os resultados mostram que a adi¢éo
de 25ug/mL da neurotoxina 6-OHDA diminui a viabilidade celular para
aproximadamente 55% em relacdo ao controle.

O &cido tanico na concentracdo de 25ug/mL ndo preveniu as alteracdes
no metabolismo mitocondrial induzidas pela 6-OHDA. Contudo, as
concentracfes de acido tanico de 50 e 100ug/mL mostraram uma citoprotecéo
(Porcentagem de viabilidade celular pelo MTT: Controle= 100,0 £+ 4,843; 6-OHDA
25 = 55,25 +5,297; AT 25ug/mL + 60HDA 25pg/mL= 64,05 + 6,377; AT 50pug/mL
+ 60HDA 25pg/mL = 80,44 + 5,355; AT 100pg/mL + 60HDA 25ug/mL = 87,06 +
2,457 %)

Figura 8. Efeito do acido tanico (AT) na presenca de 6-OHDA sobre a
viabilidade em células PC12.
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O acido tanico (25 50 e 100ug/mL) foi adicionada 15 minutos antes da 6-OHDA e incubada por

24 horas. Ap6s o tratamento a viabilidade celular foi determinada pelo MTT. Os valores estdo
expressos como média + EPM de 3 experimentos.a p < 0,05vs controle, b p < 0,05vs 6-OHDA

25 (ANOVA e teste de Bonfferroni).



48

4.5 O acido tanico mantem a integridade de membrana das células PC12.

A Figura 9 mostra o efeito da 6-OHDA e do AT sobre a integridade de
membrana em células PC12. Os resultados mostram que a adicdo de 25 e
50ug/mL da neurotoxina 6-OHDA diminui a viabilidade celular em cerca de 20 e
32% respectivamente.

O &cido tanico 100ug/mL mostrou um efeito antiapoptotico/antinecrético
significativo na presenca de 6-OHDA (Controle= viaveis: 93,47417 *+ 1,48; nédo
viaveis: 6,503 + 1,480; 6-OHDA 25 ug/mL = viaveis: 79,77 £ 3,01, ndo viaveis:
19,96 £ 2,98; 6-OHDA 50 pug/mL = viaveis: 67,72 + 2,80, ndo viaveis: 32,467 +
3,10; AT 100ug/mL= viaveis: 91,49 + 1,32, ndo viaveis: 8,47 = 1,31; AT
100pg/mL+ 6-OHDA 25 pg/mL = viaveis: 94,32 + 1,04, ndo viaveis: 5,65 * 1,04;
AT 100pg/mL+ 6-OHDA 50 pg/mL = viaveis: 80,57 + 1,12, ndo viaveis: 19,38 +
1,12.
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Figura 9. Efeito do acido tanico (AT) sobre a integridade de membrana de

células PC12.

100 - b,c b,c )
Bl VIAVEIS

Bl NAO VIAVEIS

% de células

O acido tanico (100 pg/mL) foi adicionada 15 minutos antes da 6-OHDA 50 e 25ug/mL ou
isoladamente (50 e 25 pg/mL), sendo as células incubadas por 24 horas. Apds este periodo a
integridade de membrana foi avaliada com iodeto de propidio por citometria de fluxo. Os valores
estao expressos como média + EPM de 3 experimentos. a p< 0,05 vs controle; b p< 0,05 vs 6-
OHDAZ25; ¢ p< 0,05 vs 6-OHDA50 dentro de cada grupo (ANOVA e Teste de Bonfferroni).

4.6 O acido tanico protege as células PC12 das alteracdes morfoldgicas
induzida pela 6-OHDA .

A Figura 10 mostra que na presenca de 6-OHDA as células apresentam
reducdo do volume celular, fragmentacdo nuclear e perda de neuritos. Na
presenca do acido tanico observa-se um efeito citoprotetor com preservacao dos
neuritose da morfologia celular. O &cido tanico isoladamente nao causou

nenhuma mudanc¢a na morfologia nas células, preservando viabilidade.
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Figura 10. Fotomicrografia de células PC12 na presenca de 6-OHDA e
tratada com 4cido tanico, coradas por panatico.

A-controle, B- Acido tanico 100pg/mL, C- 6-OHDA 50pg/mL, D- 6-OHDA 25ug/mL, E- Acido
tanico 100ug/mL + 6-OHDA 50ug/mL, F - Acido tanico 100ug/mL + 6-OHDA 25ug/mL,
respectivamente. Setas: verdes indicam os neuritos; pretas indicam fragmentag&o celular;
vermelhas indicam células picnéticas (apoptose); azuis indicam células em divisdo. Aumento

400X. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7 Efeito do acido tanico sobre o padrao apoptotico e necrético em
células PC12 expostas a 6-OHDA 50ug/mL e 25 pg/mL.

A figura 11 mostra que as células PC12 em condi¢cdes controle
apresentam cerca de 90% de viabilidade (Controle = viaveis: 265.5 + 10.476;
apoptoticas: 21,75 £ 6,799; necréticas: 9,5 £ 2.398). A 6-OHDA, nas duas doses,
diminuiu a percentagem de células viaveis, com aumento de células apoptoticas
e necroticas.

As células tratadas com &cido tanico isoladamente ndo apresentaram
diferencas estastisticas na viabilidade celular quando comparados ao controle
(AT 100pg/mL= viaveis: 259,750 £ 18,34, apoptoticas: 32,75 £+ 12,09; necroticas:
12,5 £ 2,84).

O &cido tanico 100ug/mL mostrou um efeito antiapoptoético/antinecrotico
significativo na presenca de 6-OHDA (6-OHDA 25 pg/mL = viaveis:140 + 18,98,
apoptose: 152,5 + 24,78, necrose: 30,25 £ 5,452; 6-OHDA 50 pg/mL = viaveis:
44,5 + 13,14, apoptose: 247 = 10,52, necrose: 28,5 = 5,86; AT 100ug/mL+ 6-
OHDA 25 pg/mL = viaveis: 223,250 + 6,90, apoptose: 44,75 + 4,66, necrose:
26,25 + 1,49; AT 100pg/mL+ 6-OHDA 50 pg/mL = viaveis: 160,250 + 22,92,
apoptose: 199,75 £ 17,51, necrose: 24,5 + 2,06.
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Figura 11. Efeito do acido tanico sobre o padréo apoptotico em cultura de

células PC12 expostas a 6-OHDA 50 e 25ug/mL.
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O &cido tanico (100 pg/mL) foi adicionada 15 minutos antes da 6-OHDA 50 e 25ug/mL ou
isoladamente (50 e 25 pg/mL), sendo as células incubadas por 24 horas. Apds este periodo o
padrdo de viabilidade celular foi evidenciado pela técnica de laranja de acridina/brometo de
etidio. Os valores estdo expressos como média + EPM de 3 experimentos e foram contadas 300
células por lamina. a p< 0,05 vs controle; b p< 0,05 vs 6-OHDA25; ¢ p< 0,05 vs 6-OHDA50 dentro
de cada grupo (ANOVA e Teste de Bonfferroni).
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4.8 O acido tanico inibe a peroxidacao lipidica em células PC12 induzido
por 6-OHDA.

A Figura 12 mostra que a exposi¢cao das células a 6-OHDA 25 pg/mL
causou a peroxidacdo lipidica demonstrada pelo aumento significativo a
porcentagem da concentracdo de MDA quando comparadas ao grupo controle
(Controle= 100 + 10,05; 6-OHDA=175,0 + 5,386%).

O é&cido tanico isoladamente n&o elevou a porcentagem das
concentracdes de MDA em relagéo ao controle (AT 100 pg/mL=110,9 + 6,811%).
Quando em associacdo com 6-OHDA, o AT reduziu significativamente os niveis
de MDA produzidas pela 6-OHDA (122,5 + 7,814%).

Figura 12. Efeito do &cido téanico (AT) sobre as concentracdes de
malondialdeido (MDA) em cultura de células PC12 expostas a 6-OHDA
25ug/mL.
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O &cido tanico (100 pg/mL) foi adicionado 15 minutos antes da 6-OHDA 25ug/mL, sendo
incubados por 24 horas. Apds as 24 horas os niveis de MDA foram determinados. Os valores
estdo expressos como média + EPM de 3 experimentos. a= p< 0,05 vs controle, b= p< 0,05 vs
6-OHDA (ANOVA e Bonfferroni).
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4.9 O acido tanico reduz os niveis de nitrito/nitrato em células PC12
expostas a 6-OHDA 25ug/mL.

A Figura 13 mostra que a exposicdo das células a 6-OHDA 25ug/mL
elevou significativamente as concentragdes de nitrito/nitrato quando comparados
ao controle(Controle: 100,0 + 11,49; 6-OHDA: 333,6 + 8,025% ). O acido tanico
conseguiu inibir o aumento nos niveis de nitrito/nitrato produzidos pela 6-OHDA
25pg/mL (AT 100 pg/mL + 6-OHDA 25 pg/mL: 270,7 £ 18,36%).

Figura 13. Efeito do acido tanico (AT) sobre a producéao de nitrito em cultura
de células PC12 expostas a 6-OHDA100uM.

15+ a
=
=
S 10-
©
£
S s
=
0.
o‘? v:# v v-rﬁ}
& 9 o
S &t 3
QG h %’
_‘\n
?—.

O &cido tanico (100 pg/mL) foi adicionado 15 minutos antes da 6-OHDA 25ug/mL, sendo
incubados por 24 horas. Apos as 24 horas 0s niveis de nitrito/nitrato foram determinados. Os
valores estéo expressos como média + EPM de 3 experimentos. a p< 0,05 vs controle, b p<
0,05 vs 6-OHDA (ANOVA e Bonfferroni).
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4.10 Efeito do acido tanico sobre a expressao proteica das caspases 3e 7
em células PC12 expostas a 6-OHDA 25ug/mL.

As figuras 14 e 15 mostram a ativagao das caspases 3 e 7 em condi¢gdes
normais (controle), expostas a 6-OHDA 25ug/mL e tratadas com &cido tanico
100ug/mL. A 6-OHDA promoveu a ativacéo das caspases 3 e 7 e 0 acido tanico
foi capaz de reduzir de forma significativa a expresséao delas.

Caspase 3 (Controle: 99,99 + 0,8244; 6-OHDA 25 ug/mL: 147,7 £ 7,043;
AT 100 pg/mL + 6-OHDA 25 ug/mL: 128,8 + 2,579).

Caspase 7 (Controle: 97,25 + 20,63; 6-OHDA 25 pg/mL: 266,0 + 19,06;
AT 100 pyg/mL + 6-OHDA 25 ug/mL: 140,7 + 43,71).
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Figura 14. Efeito do acido tanico (AT) sobre a ativacdo da caspase 3 em
células PC12 exposta a 6-OHDA 25ug/mL.
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O A&cido tanico (100 pg/mL) foi adicionado 15 minutos antes da 6-OHDA 25ug/mL, sendo as
células incubados por 24 horas. Representacdo do imunoblot e analise densitometrica das
bandas representadas pela porcentagem da expressao de caspase3 clivada/ caspase 3 +
caspase 3 clivada. Os valores estdo expressos como média + EPM de 3 experimentos. a p< 0,05
vs controle, b p< 0,05 vs 6-OHDA 25ug/mL (ANOVA e Teste de Newmam Keuls).
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Figura 15. Efeito do acido tanico (AT) na sobre a ativacdo da caspase 7 em
células PC12 exposta a 6-OHDA 25ug/mL.
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O &cido tanico (100 ug/mL) foi adicionado 15 minutos antes da 6-OHDA 25ug/mL, sendo as
células incubados por 24 horas. Representacdo do imunoblot e analise densitometrica das
bandas representadas pela porcentagem da expressdo de caspase3d clivada/ caspase 3 +
caspase 3 clivada: Os valores estdo expressos como média + EPM de 3 experimentos. a p< 0,05
vs controle, b p< 0,05 vs 6-OHDA 25ug/mL (ANOVA e Teste de Newmam Keuls).
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4.11 Efeito do acido tanico sobre a expressao de GSK3p em células PC12
expostas a 6-OHDA 25ug/mL.

A figura 16 mostra que em condi¢des controle a expressao de GSK-33
sdo baixas. Na presenca de 6-OHDA 25ug/mL a expressdao de GSK-3f3
aumentou de forma consideravel, apesar de ndo ser significativo. O tratamento
com acido tanico 100ug/mL ndo conseguiu reduzir de forma significativa a

expressao de GSK-3.

Figura 16. Efeito do &cido tanico (AT) na sobre a expressdo de GSK3 em
células PC12 exposta a 6-OHDA 25 pg/mL.
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O acido tanico (100 pg/mL) foi adicionado 15 minutos antes da 6-OHDA 25ug/mL, sendo
incubados por 24 horas. Representacdo do imunoblot e andlise densitometrica das bandas
representadas pela relacdo GSK3p/ B-actina. Os valores estdo expressos como média + EPM de

3 experimentos. (ANOVA e Teste de Newmam Keuls).
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5. DISCUSSAO

A Doenca de Parkinson é uma enfermidade neurodegenerativa,
progressiva caracterizada principalmente por alteracbes de movimento que
causam, bradicinesia, rigidez muscular, desequilibrio, tremor, instabilidade
postural e da marcha (LEE; LIU, 2008; FRISINA et al.,2009; CICCHETTI et
al.,2009). Esta doenca tem sido amplamente estudada através de modelos
experimentais que sao capazes de reproduzir a perda de neurdnios
dopaminérgicos que ocorre na doenca. Estes modelos sdo importantes para o
conhecimento dos mecanismos patolégicos da doenca, além disso, sao
essenciais para o desenvolvimento e teste de novos agentes terapéuticos
(MEREDITH et al.,2008). Os modelos utilizados usam agentes como a 6-OHDA,
MPTP, que seletivamente lesam e destroem o0s sistemas catecolaminérgicos
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

A primeira neurotoxina utilizada pra induzir parkinsonismo experimental
foi a 6-OHDA. A 6-OHDA tem estrutura semelhante a dopamina e a
noradrenalina e possui alta afinidade para o DAT (transportador de membrana
plasmatica destas catecolaminas). Seu mecanismo de toxicidade consiste na
sua entrada nos neurbnios catecolaminérgicos, onde é rapidamente oxidada e
produz peréxido de hidrogénio e quinonas, que sao altamente toxicos, além de
inibir o complexo | e IV da cadeia transportadora de elétrons (MEREDITH et
al.,2008). Diferentes tipos de células sdo descritos com susceptiveis ao
tratamento com 6-OHDA incluindo células primarias estriatais de ratos (SHINKAI
et al.,1997), células primarias mesencefalicas de ratos (NOBREJUNIOR et
al.,2009), células SH-SY5Y (STORCH et al.,2000) e células PC12 (BISWAS et
al., 2005).

No presente estudo pudemos comprovar que as células PC12 néo
diferenciadas expressam mais o fen6tipo dopaminérgico, com a maior parte das
células bem marcadas com TH e DAT. Esse resultado corrobora com estudos
gue demostraram que essa linhagem celular possuem uma elevada expressao
de dopamina, e essa caracteristica as tornam um bom modelo para estudo com
DP (GREENE; TISCHLE, 1976; COLLINS et al., 1992)

O ensaio de MTT é um teste simples que permite avaliar a viabilidade

celular e a atividade metabdlica da célula, tornando-se uma técnica muito 0til
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para o estudo da citotoxicidade. A atividade metabolica mitocondrial €
determinada a partir da quantidade de sal de tetrazélium (um sal de coloragéo
résea) formado por acdo das desidrogenases mitocondriais e consequente
leitura da absorbancia (WEYERMANNA; LOCHMANNA; ZIMMERB, 2005).

No presente estudo, foi realizada uma curva com varias concentracdes
de 6-OHDA, onde foi determinada a concentracdo que reduz em
aproximadamente 50% a viabilidade celular. Essa dose seria utilizada nos testes
subsequentes. A concentracao de 6-OHDA escolhida, 25ug/mL.

A maioria das novas drogas surge a partir de algum produto natural. As
plantas medicinais tém sido Uteis, como escolhas ébvias para potenciais fontes
de substancias com importantes atividades farmacolégicas (LI; VEDERAS,
2009). O acido tanico é um polifenol de origem natural, produzido pelo
metabolismo secundario das plantas e pertencente a categoria dos acidos
fenolicos. O AT é um tanino hidrolisavel encontrado em diversos alimentos tais
como, uvas, lentilhas, chocolate, vinho tinto, cerveja, café, cha preto e cha verde.
Estudos feitos com acido tanico demonstraram que este tem atividade
antimutagénica (KARAKURT; ADALI, 2016) anticarcinogénica (NAM et al, 2001)
e antioxidante (PILLAI; MEHVAR, 2011), possui a capacidade de reduzir o perfil
lipidico e niveis de lipoperdxidos no sangue de ratos submetidos a dieta
hipercal6rica (SAH et al., 1994) e em estudos in vitro inibiu a agregacao de -
amildide em modelo de doenca de Alzheimer (ONO, et al 2004).

No presente estudo a viabilidade celular ndo foi afetada em nenhuma
das concentracdes de acido tanico. Foram testadas as doses 25ug/mL, 50ug/mL
e 100ug/mL . Posteriormente analisamos o efeito citoprotetor do acido tanico na
presenca de 6-OHDA em células PC12, avaliando a atividade metabdlica das
enzimas mitocondriais. O &cido tanico protegeu significativamente as células
PC12 da citotoxicidade induzida pela 6-OHDA. Outros estudos que corroboram
com 0s nossos achados relatam que o acido galico, monémero do AT, aumenta
a viabilidade celular em células SH-SY5Y expostas a 6-OHDA 50ug/mL, por
reduzir o estresse oxidativo, reduzindo ROS e o influxo de calcio intracelular e
aumentando os niveis de GSH intracelular (LU et al., 2006).

Um acumulo consistente de ferro na SN tem sido relatado em pacientes
com DP (GOTZ et al.,2004; GERLACH et al.,2006) e ja foi demostrado em

modelos de DP em rato, que a 6-OHDA aumenta os niveis desse metal (WANG
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et al.,2007). O acido tanico, um agente quelante e sequestrador de radicais
livres, possui a capacidade de complexar até sete ions ferro. Varios trabalhos
relatam que queladores de ferro, como o acido tanico, sédo altamente efetivos em
induzir neuroprotecdo em modelos de DP in vitro e in vivo (BEN-SHACHAR et
al.,1992; YOUDIM; STEPHENSON; BEM-SHACHAR, 2004; JIANG et al.,2006;
GAL et al.,2006; DEXTER et al.,2011).

Importantes evidéncias tém demonstrado o envolvimento do NO na
degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal (DUNCAN;
HEALES, 2005; ZHANG et al., 2006). O estudo do efeito protetor ou lesivo do
NO sobre neur6nios tem sido amplamente debatido (CALABRESE et al., 2007).
Ha evidéncias de que o NO esta associada com o processo de excitotoxicidade,
danos ao DNA e modificacbes de proteinas, os quais podem promover
mecanismos patogénicos envolvidos em processos neurodegenerativos
(ZHANG et al., 2006). Em excesso o NO pode inibir o citocromo oxidase, levando
ao aumento da saida de elétrons e formacdo de superdxido e peroxinitrito.
(GOLDSTEIN; MERENYI, 2008). Clinicamente estudos relatam uma elevacao
nos niveis de NO e iINOS em cérebros de pacientes com DP (HUNOT et al.,1996;
SINGH; DIKSHIT, 2007).

Nossos resultados mostraram que a 6-OHDA levou a um grande amento
(aproximadamente 3 vezes) na formacéo de nitrito em células PC12. Estudos
utilizando a linhagem de células SH-SY5Y demonstraram que a 6-OHDA
aumenta a expressao de nNOS e do Fator Nuclear kappa B (NF-kB), molécula
responsavel pela transcricdo de varios genes inflamatorios, dentre eles iINOS
(SHIH, et al., 2009)

Guo, Bezard e Zhao (2005) propuseram que em cultura de células SH-
SY5Y e PC12 expostas a 6-OHDA ocorre um aumento de Oxido nitrico e um
aumento na expressao de nNOS e iINOS. Essas alteracdes foram revertidas por
polifendis presentes no cha verde. Outro trabalho demonstra que polifendis
presentes no cha verde, como por exemplo, as catequinas, possuem acao
antioxidante e revelam um efeito neuroprotetor em modelo animal de doenca de
Parkinson produzido pela injecao esteotaxica de 6-OHDA (GUO et al., 2007; NIE
et al,2002; TEIXEIRA et al, 2013). No nosso estudo o acido tanico, que também
€ um polifenol e esta presente no cha verde, conseguiu reduzir de forma

significativa os niveis de nitrito induzidos pela 6-OHDA. Essa ag¢édo pode ter



62

ocorrido por uma regulacdo na expressao dos genes que codificam a NOS, como
por exemplo, a via do NF-kB e/ou pela sua atividade quelante e sequestradora
de radicais livres que culminaram na reducdo de NO (SHIH et al., 2011; LUO;
FAN, 2011; NOBRE JUNIOR et al.,2003; MAGALINGAM et al., 2016).

As EROs tém sido associadas com a adicdo de grupamentos NO em
residuos de tirosina de proteinas celulares e a peroxidacgéo lipidica. Todos os
componentes das celulas sdo suscetiveis & acdo das EROs, entretanto um dos
mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica é a membrana
plasmatica, o que leva a alteragcbes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares. Como consequéncia ocorre a perda da seletividade na
troca ibnica e liberacdo do contetido de organelas, como as enzimas hidroliticas
dos lisossomas, e formacao de produtos (como o malondialdeido), culminando
com a morte celular (NAKAMURA; LIPTON, 2009). O malondialdeido é a
principal substancia formada ap6s a quebra de acidos graxos polinsaturados
servindo como um indicador para a determinacdo de peroxidacao lipidica
(RACKOVA et al., 2004). A peroxidacdo dos lipidios esta aumentada na SN em
individuos com DP, sugerindo que os radicais livres estdo envolvidos na
neurodegeneracdo (THOBOIS; DELAMARRE-DAMIER; DERKINDEREN,
2005).

Em nosso estudo a 6-OHDA elevou de forma significativa os niveis de
MDA e o acido tanico reduziu esses niveis. Esses resultados sao reforcados com
outros estudos in vivo, nos quais a 6-OHDA leva a um aumento na peroxidacao
lipidica (IM et al.,2005; KHAN et al.,2010). A reducéo nos niveis de MDA podem
ser explicados pelo fato do acido tanico se comportar como um potente agente
antioxidante, diminuindo o estresse oxidativo, a peroxidacao lipidida, catalase
provocado pela 6-OHDA, diminuindo assim a morte celular (MAGALINGAM,
2014). Em modelos in vivo e in vitro de fibrose hepatica (CHU, 2016), de cancer
de pele (MANOHARAN; MUNEESWARAN; BASKARAN, 2010) e de colon
(THIRUPURASUNDARI; PADMINI; DEVARAJ, 2009), compostos antioxidantes
como o acido tanico e a berberina, reduziram a peroxidagdo lipidica e
aumentarama atividade de enzimas antioxidantes como, superoxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase.

A apoptose dos neurdnios dopaminérgicos da SN é um evento envolvido

no processo de neurodegeneracdo na DP (BATTISTI et al.,, 2008). Achados
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clinicos (JELLINGER, 2000), estudos com modelos experimentais in vitro (BLUM
et al., 2006) e in vivo (HANROTT, 2006) da DP demonstram o envolvimento da
apoptose na neurodegeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos. Células em
apoptose compartilham caracteristicas semelhantes como diminui¢do do volume
celular, presenca de vacuolos na membrana, clivagem da cromatina,
condensacdao nuclear e formagéao de corpos picnoticos de cromatina condensada
(corpos apoptoticos). De outra maneira, células em necrose exibem perda da
integridade de membrana e aumento do volume celular, em outras palavras, elas
sofrem um extravasamento do material citoplasmatico antes de ocorrer uma
reducado no volume celular (BREDESEN, 2007).

Os resultados da anélise morfologica das células PC12 coradas com o
meétodo pandtico mostraram que células expostas a 6-OHDA apresentam perda
de seus neuritos, reducado do volume e fragmentacéao celular. Estudos mostraram
que em células SH-SY5Y apos exposicdo a 6-OHDA ocorre formacao de corpos
apoptoticos, fragmentacado celular, reducédo do volume e condensacdo nuclear
(LU et al.,2006, LIU et al.,2009), esses dados confirmam os achados no nosso
estudo com células PC12. As células tratadas somente com &cido tanico nao
apresentaram mudancas na morfologia desta linhagem. Observamos que o
acido tanico protegeu contra as alterac6es morfologicas induzidas pela 6-OHDA,
a morfologia tipica destas células, tal com presenca de neuritos, integridade da
membrana nuclear e citoplasméatica e volume celular foram preservados como
também foi observada uma reducdo no numero de células ndo viaveis
decorrentes da exposi¢do a 6-OHDA.

No processo de apoptose as células mantém suas membranas integras
durante quase todo o processo até a sua morte, diferindo do processo de
necrose, que, morfologicamente, apresentam perda da integridade da
membrana, ocorre extravasamento de citoplasma, turgéncia, o DNA é
degradado aleatoriamente e um processo inflamatério € desencadeado
(HENRIQUEZ et al.,2008; CHO et al.,2010). A analise morfoldgica atraves da
coloracdo diferencial por meio do uso de corantes que intercalam no DNA
brometo de etideo/laranja de acridina (BE/LA) é considerada uma metodologia
correta nos estudos iniciais de morte celular (LEITE et al., 1999; GASIOROWSKI
et al., 2001; SAVITSKIY et al., 2003).
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Nossas observa¢gdes com microscopia de fluorescéncia mostraram que
apos 24 horas de incubacdo com 6-OHDA, as células apresentaram uma
reducdo na viabilidade celular com um consequente aumento de células ndo
viaveis (apoptose e necrose), o que corrobora com os resultados anteriores
vistos através da microscopia Optica. Corpos apoptoéticos foram evidenciados
nesse padrao celular induzido pela 6-OHDA. Estudos feitos com a coloragéo com
BE/LA em células mesencefalicas de rato expostas a 6-OHDA mostraram
alteracdes nos padrbes morfoldgicos, tais como, reducdo de células viaveis e
aumento de células apoptéticas e necroticas (NOBRE-JUNIOR et al., 2009).
Quando tratadas previamente com AT (100pg/mL) foi evidente um aumento
significativo de células viaveis, reforcando o efeito citoprotetor do acido tanico

em células tratadas com 6-OHDA.

Quanto a ativacéo das caspases efetoras -3 e -7, a neurotoxina 6-OHDA
eleva a expressado dessas caspases de forma significativa, comprovando o seu
mecanismo de morte celular por apoptose. (BLUM et al., 2001; MILLER et al.,
2009; GOMEZ-LAZARO et al., 2008 ). O acido tanico na concentracdo de
100ug/mL foi capaz de reduzir significativamente a expressdo das duas
caspases — 3 e -7, reforcando os resultados encontrados nas analise
morfolégicas com BE/LA e coloracéo por panético, mostrando que o AT pode ser
considerado um composto antiapoptotico. Corroborando com 0S N0OSS0S
resultados Tikoo e colaboradores (2011), relataram um efeito antiapoptético do
AT, pois ele previne a ativacdo de PARP-1, que encontra-se no comeco da via
de sinalizacao para apoptose.

Pesquisas feitas para avaliar a acdo das catequinas em modelo in vitro
de DP relataram um efeito antiapoptoético dessas substancias, que assim como
o AT, também sao formadas por acidos galicos (NIE, 2002).

Estudos in vitro mostraram que a via intrinseca da apoptose € promovida
pela ativacdo de GSK-3, que se mostrou um importante intermediario na via da
apoptose. Esses estudos levantaram o questionamento se o aumento anormal
in vivo de GSK-3 poderia contribuir para a morte neuronal em doencas
neurodegenerativas como o Alzheimer e o Parkinson (ENGEL et al., 2006). Foi
visto que camundongos trangénicos que superexpressam constitutivamente

S9A-GSK-3p apresentam uma hiperfosforilagdo dos microtubulos associados a
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tau. Esses camundongos possuem uma reducdo do volume cerebral e da
densidade de neurénios, além de um déficit de aprendizado. Os animais também
apresentam evidéncia de ativacdo da apoptose com aumento de caspase-3,
astrocitos e microglia ativadas (ENGEL et al., 2006). Outras pesquisas
mostraram que a inibicdo de GSK-33 reduziu a fosforilacdo da tau, aumentou a
polimerizacdo dos microtubulos , diminuiu os niveis de caspase-3, reduziu a
ativacdo de astrocitos e restaurou a memoria espacial. (SPITTAELS; HAUTE;
VANDORPE, 2000;

Em condi¢cdes normais os niveis de GSK-33 sédo baixos. No presente
estudo, com a exposicao da célula a neurotoxina 6-OHDA ocorreu um aumento
na expressao de GSK-3[3, porém essas valores ndo foram significativamente
diferentes. Nao houve diferencas estatisticas na expressédo de GSK-3p entre os
grupos.

A 6-OHDA inibe a fosforilacdo de GSK-3 3 para formar S9, mas induz a
hiperfosforilagdo a Tyr216, que tem pouco efeito na expresséo de GSK-3 3 em
cultura de células PC12 e SH-SY5Y. O bloqueio da GSK-3 [3 previne a clivagem
de caspase 3 e PARP pela 6-OHDA, inibindo a cascata da apoptose.(CHEN et
al., 2004) Apesar de antioxidantes terem demonstrado uma neuroprotecéo, eles
ainda ndo se mostraram capazes de reduzir a hiperfosforilacdo de GSK-3 f3
induzida pela 6-OHDA, porém estudos adicionais devem ser feitos para analisar
essa via que esta ligada a morte celular e a doencas neurodegenerativas. (CHEN
et al., 2004; GE at al, 2012).
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6. CONCLUSAO

As células PC12 nédo diferenciadas possuem um fenotipo
dopaminérgico, sendo marcadas com Tirosina-Hidroxilase e DAT.

O AT protegeu as células da toxicidade induzida pela 6-OHDA 25ug/mL
no ensaio do MTT e no teste da integridade de membrana por iodeto de propidio
e também aumentou a viabilidade celular no estudo feito com brometo de etidio/
laranja de acridina. O AT preveniu os aumentos de nitrito/nitrato e MDA,
reduzindo o estresse oxidativo causado pela 6-OHDA em células PC12.

A 6-OHDA aumentou a expressao das caspases -3 e -7. O AT preveniu
a ativagcado dessas caspases efetoras, prevenindo a apoptose celular.

O &cido tanico por inibir processos citotéxicos, como o estresse oxidativo
e a apoptose deve ser estudada in vivo em modelo de parkinsonismo para se
comprovar estes efeitos e se estes resultados forem confirmados, podera ser

uma substancia bastante promissora para ser usada terapeuticamente na DP.
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