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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS DA 10,25-DIHIDROXIVITAMINA D3 (VD3) SOBRE A
NEUROTOXICIDADE INDUZIDA PELA ROTENONA EM CELULAS PC12: UM
MODELO in vitro DE DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela perda de células
dopaminérgicas na substancia nigra, pars compacta. O cérebro de pacientes com DP também
apresenta neuroinflamacdo, estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial. Dentre 0s agentes
neuroprotetores testados atualmente, a vitamina D (VD3) aparece como um composto
potencialmente eficaz na prevengdo da neurodegeneracdo e morte celular. Assim, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a atividade neuroprotetora de VD3 em células PC12 (modelo
in vitro de doenca de Parkinson) e em astrocitos (diretamente envolvidos na neuroinflamagéo e
assim na fisiopatologia da DP), ap6s exposicdo a rotenona (ROT). Os parametros de viabilidade
celular foram avaliados pelo teste de MTT e marcacdo com 7-AAD em células PC12 e astrdcitos
tratadas e ndo tratadas com VD3 (0,1; 0,5 e 1 ng/mL) e/ou ROT (10 pg/mL ou 5 pg/mL), sendo
também, a producdo citoplasmética de ROS e o perfil de morte celular mensurados por citometria
de fluxo. Além disso, foram avaliados o potencial transmembranico mitocondrial, medidas de
reducdo do acimulo de glutationa e superoxido e alteragdes ultraestruturais. Estudos in silico
(docking molecular) e mensuracdo da expressdo de Tirosina hidroxilase (TH) e Nf-xB (por
Western blot) nas células PC12 foram também realizadas. Os resultados mostraram que a VD3
melhorou a viabilidade das células previamente tratadas e em seguida expostas a ROT, reduzindo
a ocorréncia de possiveis eventos necroticos e apoptoticos. Além disso, as células expostas a ROT
apresentaram aumento na producdo de ROS e acUimulo de superdxido, que diminuiram
significativamente com o tratamento prévio com VD3. Importante, a diminui¢cdo da ROT no
potencial transmembranico mitocondrial foi significativamente prevenida apds o tratamento das
células com VD3, especialmente na concentragdo de 1 ng/mL. Além disso, a VD3 demonstrou
interagir fortemente com a enzima TH, conforme observado nos estudos de docking molecular
realizados com células PC12. A expressdo da TH nestas células tratadas com ROT diminuiu de
forma significativa, enquanto o tratamento com VD3 e posterior exposi¢cdo com ROT aumentou
significativamente. A expressdo do NF-kB aumentou no tratamento com ROT, enquanto células
tratadas com a VD3 nas concentragdes avaliadas e em seguida expostas a ROT foi capaz de
proteger contra esse estimulo inflamatério, reduzindo a expressdo deste fator de transcrigao.
Portanto o tratamento com VD3 protege ambas linhagens celulares dos danos causados pela ROT,
diminuindo o estresse oxidativo, melhorando a fun¢do mitocondrial, aumentando a expressdo de
TH (em células PC12) e causando diminui¢do de fatores pro-inflamatérios, como o NF-kB,
sugerindo seu papel citoprotetor neste modelo de DP. Um provavel alvo parece ser a molécula de
TH, uma etapa limitadora da taxa de sintese de dopamina. No entanto, uma investigacdo mais
aprofundada é necessaria em relacéo a participacdo e mecanismo de acdo de VD3 neste modelo
celular de DP.

Palavras-chave: Células PC12; astrdcitos, doenca de parkinson; rotenona; vitamina D; estresse

oxidativo.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF 1a,25-DIHYDROXIVITAMIN D3 (VD3) ON
ROTENONE-INDUCED NEUROTOXICITY IN PC12 CELLS: AN IN VITRO MODEL
OF PARKINSON'S DISEASE

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by the loss of dopaminergic
cells in the substantia nigra, pars compacta. The brains of PD patients also present
neuroinflammation, oxidative stress and mitochondrial dysfunction. Among the neuroprotective
agents currently tested, vitamin D (VD3) appears as a potentially compound in prevention of
neurodegeneration and cell death. Thus, the aim of this study is evaluating the neuroprotective
effect of VD3 in PC12 cells (in vitro model of Parkinson's disease) and in astrocytes (directly
involved in neuroinflammation and in the pathophysiology of PD), after exposure to rotenone
(ROT). Cell viability was assessed by MTT test and 7-AAD labeling in PC12 cells and astrocytes
treated and untreated with VD3 (0.1; 0.5 and 1 ng / mL) and/or ROT (10 pg/mL or 5 pg/mL), and
ROS production and cell death events measured by flow cytometry. Additionally, mitochondrial
transmembrane potential, measures of glutathione and superoxide accumulation reduction and
cell morphology were evaluated. In silico studies (molecular docking) and expression of tyrosine
hydroxylase (TH) and NF-kB (Western blot) in PC12 cells were also performed. The results
showed that VD3 improved the viability of cells previously treated and then exposed to ROT,
preventing the occurrence of possible necrotic and apoptotic events. In addition, cells exposed to
ROT showed increasement in ROS production and superoxide accumulation, which significantly
decreased with previous treatment with VD3. Importantly, ROT decreased the mitochondrial
transmembrane potential, which was significantly prevented by VD3, especially at a
concentration of 1 ng/mL. Moreover, VD3 has been shown to interact strongly with TH, as
observed by molecular docking experiments performed with PC12 cells. TH expression in these
cells treated with ROT significantly decreased, whereas treatment with VD3 and subsequent
exposure with ROT significantly increased. The expression of NF-kB increased in the treatment
with ROT, while cells treated with VD3 at the concentrations evaluated and then exposed to ROT
were able to protect against this inflammatory stimulus, reducing the expression of this
transcription factor. Therefore, treatment with VD3 protects both cell lines from damage caused
by ROT, decreasing oxidative stress, improving mitochondrial function, increasing TH
expression (in PC12 cells) and causing a decrease in pro-inflammatory factors, such as NF-kB,
suggesting its role cytoprotective in this PD model. A likely target appears to be the TH molecule,
a rate-limiting step in dopamine synthesis. However, further investigation is needed regarding the
participation and mechanism of action of VD3 in this cellular model of PD.

Keywords: PC12 cells; astrocytes; parkinson’s disease; rotenone; vitamin D; oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Parkinson: epidemiologia, fisiopatologia e etiologia

A Doenca de Parkinson (DP) se caracteriza por distirbios motores como rigidez
muscular, tremor de repouso, bradicinesia e perda progressiva e tardia de reflexos
posturais. O bloqueio motor e a postura fletida sdo particularidades que comumente
aparecem no parkinsonismo. O diagndstico da DP deve ser avaliado levando em
consideracdo os sintomas motores e ndo motores de cada paciente, além de avaliar se o
paciente faz uso de algum medicamento que possa gerar pakinsonismo medicamentoso,
como antipsicoticos por exemplo (SAIKI; SATO; HATTORI, 2012; WHITE et al., 2009).

Os aspectos clinicos da DP apresentam uma intersecdo entre sintomas motores,
mudancgas cognitivas, mudancas comportamentais/neuropsiquiatricas e sintomas
relacionados a falhas no sistema nervoso autdbnomo (SNA). Esses sintomas estdo
associados, principalmente, a deficiéncia de dopamina (DA) nos nucleos da base,
(BENAZZOUZ et al., 2014).

Dentre as doencas neurodegenerativas mais comum, a DP esta representando a
segunda mais comum, ficando atras apenas da doenca de Alzheimer. Ela afeta a
populacdo idosa com mais de 60 anos, representando 1% (SPRENGER; POEWE, 2013).

Nos estudos de prevaléncia a estimativa para 0s préximos anos, do nimero de
pessoas com DP nos cinco paises mais populosos da Europa Ocidental e nos 10 paises
mais populosos do mundo, incluindo o Brasil. Estimou-se que o nimero de pessoas com
DP acima de 50 anos que nesses paises estava em torno de 4,1 e 4,6 milhées em 2005, ird
dobrar para nimeros entre 8,7 e 9,3 milhdes de pessoas em 2030 (ER et al., 2007). Em
estudos mais recente foi estimado que globalmente 9,4 milhGes de casos de DP em 2020,
sendo que no Brasil a estimativa foi de 220 mil pessoas com DP (figura 1). O aumento
nas estimativas de prevaléncia de DP chama a aten¢éo para o0 aumento da carga individual
e social e a necessidade urgente de medidas de prevencdo da doenca (MASEREJIAN;
VINIKOOR-IMLER; DILLEY, 2020).
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Figura 1. Estimativa global da DP.
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Fonte: (MASEREJIAN; VINIKOOR-IMLER; DILLEY, 2020)

A DP é uma doenca neurodegenerativa multissistémica que prejudica varias vias
neuronais e sistemas de neurotransmissores, é considerada uma doenca crbnica e
progressiva. Quando os sintomas clinicos séo detectados, ela j& se encontra em um estado
bem avancado, como também quase que a metade das células dopaminérgicas da
substancia negra perdidas e deplecéo de aproximadamente 80% da dopamina do estriado.
Devido a mecanismos de compensacdo pré e pds-sinapticos, 0s sintomas clinicos
demoram a aparecer, isso faz com que as caracteristicas clinicas ndo se manifestem até
que o sistema seja incapaz de compensa-las (POEWE et al., 2017; SIMON; TANNER;
BRUNDIN, 2020).

A tirosina é um aminoacido essencial precursor de todas as catecolaminas. Sendo
a maior parte da tirosina adquirida na dieta, e uma pequena proporcdo também pode ser
sintetizada no figado a partir da fenilalanina. Na sintese da dopamina (DA) a tirosina vem
como etapa inicial e consiste na conversdo da tirosina em L-DOPA (I -3,4-
diidroxifenilalanina) por oxidagdo da posicdo 3 no anel de benzeno. Essa reacdo €
catalisada pela enzima tirosina hidroxilase (TH), uma ferro-enzima constituida de quatro

subunidades idénticas. E importante salientar que a oxidagdo da tirosina a L-DOPA é a
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etapa que limita a velocidade na producdo ndo apenas da DA, mas também de todos os
neurotransmissores da familia das catecolaminas. Em seguida e ultima etapa da sintese é
a conversdo 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 didxido de carbono. A AADC requer o cofator fosfato de paradoxal (RANG et
al., 2015).

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, este apresenta duas isoformas: VMAT-1, localizados na
periferia, e VMAT-2, presente em estruturas do SNC como mostrado na (figura 2)
(GOLAN et al., 2009). As vesiculas contendo o neurotransmissor fundem-se a membrana
do neurdnio pré-sinaptico, apos influxo de célcio pelos canais de célcio sensiveis a
voltagem (STAAL; MOSHAROV; SULZER, 2004).

Figura 2. Sintese da dopamina.
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Fonte: (GOLAN et al, 2009).
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Os neurotransmissores séo liberados e se ligam aos receptores devido a elevagéo
na concentragdo do calcio intracelular. A transmissdo dopaminérgica termina através da
captacdo do neurotransmissor para o terminal neuronal pelo transportador de dopamina
(DAT). O neurotransmissor € bombeado novamente para a vesicula sinaptica para ser
reutilizado ou é degradado pela enzima monoamina-oxidase (MAO) (SIEGEL et al.,
2005). Parte dessa dopamina que se difunde da fenda sinaptica é liberada da forma néo
classica, chamada transmissao por volume, ou sofre degradacéo pela enzima catecol-O-
metiltransferase (RICE, 2000). Os efeitos dopaminérgicos sdo 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 séo
metabotrdpicos (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).

Ocorre mudancas conformacionais nos circuitos dos ntcleos da base a medida que
ocorre disfuncdo de dopamina. A principal caracteristica fisiopatoldgica da DP é uma
atividade de disparo neuronal aumentada nas vias de saida dos ganglios da base (formado
pelo globo pélido interno (GPi) e SN reticulata (SNr)), levando a uma excessiva inibicao
dos sistemas motores tdlamo-cortical e do tronco cerebral. Aparentemente esse fato é o
resultado de uma menor inibi¢ao da via estriatal “direta” e de um aumento da atividade
dos neurbnios GABAEérgicos estriato-palidais da via indireta, causando uma maior
excitacdo dos neurdnios subtalamicos (GASH et al.,, 2008; ROMMELFANGER;
WICHMANN, 2010).

A DP envolve ndo apenas a degeneracdo de neur6nios dopaminérgicos no SNC,
também tem como caracteristica a presenca de inclusdes esféricas citoplasmaticas, 0s
chamados corpos de Lewy, caracterizados como uma densa camada granular cercada por
um halo que cresce em filamentos. Principalmente os agregados a-sinucleina e ubiquitina,
que juntamente com outros fatores dentro dos corpos de Lewy existem principalmente,
contribuem para a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos. O acimulo de a-
sinucleina leva a uma cascata de rea¢@es que resulta no bloqueio do sistema ubiquitina-
proteossoma, levando ao dano mitocondrial e consequentemente a morte neuronal
(ALARCON-ARIS et al., 2020; MARIJA USENOVIC et al., 2012).

(VALKO et al., 2007) relatou que a reducdo nos niveis de dopamina estriatal

parece ser a principal responsavel pelos sintomas da DP. A perda destes neurbnios que
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normalmente sdo ricos em neuromelanina, resulta em despigmentacdo da SN (RAZA;
ANJUM; SHAKEEL, 2019).

Apesar da DP ser bem caracterizada, a causa da doenga ainda vem sendo estudada
e ndo € completamente esclarecida até o momento. Varios fatores estdo envolvidos com
a etiologia da DP, dentre eles podemos citar os fatores genéticos, e ambientais (6-
hidroxidopamina, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina, paraquat e rotenona)
(XIAN-SI; GENG; JIA, 2018).

1.1.1. Estresse oxidativo, inflamacéo e papel da glia na DP

O estresse oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre as substancias
pro-oxidantes e antioxidantes. Mostrou-se estar associado com espécies reativas de
oxigénio (ERQ), espécies reativas de nitrogénio (ERN) e vias de sinalizacdo do 6xido
nitrico (NO), através das quais 0 NO biodisponivel diminui e a producdo de ERO e ERN
aumenta. Todo este processo € induzido por respostas inflamatorias e processos
metabdlicos mitocondriais subsequentes que geram moléculas de radicais livres
altamente reativas. O cérebro humano consome cerca de 20% do oxigénio produzido,
sendo este o principal produtor de radicais livres. Maior parte da energia produzida é
utilizada para retomar o potencial de repouso das células excitatérias. Nesse sentido, o
SNC possui uma grande quantidade de mitocondrias com o objetivo de suprir essa grande
quantidade de energia, tornando-o altamente vulneravel a qualquer disfuncdo desta
organela (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006).

A disfuncdo mitocondrial esta envolvida, principalmente, na via de inibicdo do
complexo I, falhas bioenergéticas, mutacbes no DNA mitocondrial, mutacfes genéticas
no DNA nuclear, sintese e liberagdo excessiva de EROs e ativacdo de mecanismos pro-
apoptoticos (PERIER; VILA, 2012; HADDAD; NAKAMURA, 2015; BOSE; BEAL,
2016; HANAA HIBISHY GABALLAH et al., 2016)

Na DP, como em outras doencas neuroldgicas como epilepsia, doenca de
Alzheimer, escleroses e isquemia cerebral, ha evidéncia de elevada quantidade de
mediadores inflamatdrios em tecidos cerebrais, mostrando a importancia da inflamagéo
na fisiopatologia destas doencas (STEPHENSON et al., 2018).

A neuroinflamacéo ocorre em regides cerebrais lesionadas, o que pode ser devido
a espécies reativas de oxigénio (ERO), d6xido nitrico (NO), citocinas e quimiocinas

produzidas por células da glia ativadas. A producédo excessiva de moléculas neurotdxicas
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causa mais danos neuronais (HUANG et al., 2015). O estresse oxidativo € considerado
um dos mecanismos patoldgicos causadores da DP, o que tem levado a investigacdo de
diversas moléculas antioxidantes como potencial tratamento terapéutico contra a
doenca (DUARTE-JURADO et al., 2021).

Células da glia fazem parte do Sistema Nervoso e dentre suas diversas funcdes
destacam-se o auxilio no suporte e as aces no funcionamento do sistema nervoso central.
A microglia por exemplo é a célula glial que desempenha o papel imunomodulador no
SNC. Os astrdcitos sdo as células gliais encontradas em maior quantidade no SNC, tendo
importancia no suporte tréfico, metabdlico e estrutural dos neurénios. A interacdo entre
0s astrocitos e os neurbnios em situacdes fisiologicas € conhecida de longa data
(KHURGEL; IVY, 1996; SOFRONIEW, 2005).

Os astrocitos sao células que tem como caracteristica a hiperproducéo de citocinas
e fatores neurotroficos que podem interferir no metabolismo e na sobrevivéncia neuronal,
isso porque estas moléculas regulam a sinalizagdo sinaptica e podem também apresentar
influéncia sobre o desenvolvimento das células neuronais precursoras do SNC. Quando
ocorre alguma lesdo no SNC, os astrocitos tornam-se reativos, estado no qual a célula
deflagra mecanismos de neuroprotecdo. A reatividade dos astrocitos € uma caracteristica
patoldgica de varias doencas neurodegenerativas, devido a expressao excessiva dessas
citocinas pro- inflamatorias além provocar a ativacdo de outros mecanismos fisiolégicos,
ocasionando mais neurotoxicidade (figura 3) (DRINGEN; SCHEIBER; MERCER, 2013;
RIZOR et al., 2019). A exposicdo a toxinas ambientais, como 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetra-hidropiridina (MPTP), rotenona e manganés (Mn), pode contribuir para a indugéo
de astrogliose reativa e consequente estresse oxidativo / nitrosativo astrocitico
(MASATOSHI INDEN et al., 2006; MIRZAEI et al., 2006; SENTHILKUMAR S
KARUPPAGOUNDER et al., 2016).
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Figura 3. Importancia dos astrécitos no sistema nervoso central (SNC) e na patogénese
da (DP).
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Em (A) Os astrocitos fornecem suporte estrutural e metabolico aos neurdnios, medeiam a neurotransmissao
e o transporte de glutamato e mantém a homeostase ionica e vascular. Os astrdcitos também secretam
antioxidantes enddgenos (como glutationa (GSH) e superdxido dismutase (SODs)) e fatores neurotréficos
no microambiente extracelular e sdo responsaveis pela desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERO / ERN) produzidas como subprodutos do metabolismo. (B) Astrocitos reativos produzem
antioxidantes adicionais, citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias ERO / ERN. A astrogliose reativa
cronica leva ao estresse oxidativo / nitrosativo astrocitico, neuroinflamacdo, apoptose neuronal e
patogénese da DP (RIZOR et al., 2019).

1.2. Modelos pré-clinicos para estudo da DP

Para melhor entender o mecanismo de morte neuronal, € importante conhecer mais
da fisiopatologia da DP. Isso contribuira para o desenvolvimento de modelos animais e
de cultura de células desenvolvidos para identificar possiveis alvos para uma
farmacoterapia cada vez mais seletiva e eficaz (HANROTT K et al, 2006; SHERER et
al., 2002).

(JORDI BOVE et al., 2005) desenvolveram modelos experimentais de DP
utilizando-se de neurotoxinas dopaminérgicas e modelos de linhagens genéticas com
delecéo genética para a doenga. O uso de substancias capazes de destruir seletivamente
neurdnios dopaminergicos, principalmente, da inducdo de estresse oxidativo foi e tem

sido muito Util no estudo da DP. MPTP, paraquat, rotenona e 6-OHDA séo as toxinas
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usadas para induzir a neurodegeneracdo dopaminérgica. Todas essas toxinas levam a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, provocando estresse oxidativo e
posterior dano neuronal (Figura 4) (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; XIAN-SI; GENG;
JIA, 2018).

Figura 4. As vias de administracdo e os mecanismos de lesdo das neurotoxinas
dopaminérgicas.
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A 6-OHDA deve ser administrado por injecdo intracerebral no SNc ou corpo estriado, onde é transportado
para 0s neurdnios dopaminérgicos por DAT. MPTP, rotenona e paraquat sdo administrados sistemicamente
porque podem cruzar o BBB. O MPTP é metabolizado pela MAO-B nas células gliais em MPP +, que
também é transportado para os neurénios dopaminérgicos pelo DAT. A rotenona entra diretamente nos
neurdnios dopaminérgicos devido a sua hidrofobicidade. 6-OHDA, MPP + e rotenona inibem a atividade
do complexo | e resultam em neurodegeneracdo dopaminérgica. O transportador neutro de aminoacidos
medeia a entrada dependente de Na + do paraquat nos neurdnios dopaminérgicos, onde prejudica a
reciclagem redox e induz estresse oxidativo, levando a morte neuronal. 6-OHDA = 6-hidroxidopaming;
MPTP = 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina; MPP + = jon 1-metil-4-fenilpiridinio (XIAN-SI;
GENG; JIA, 2018).

Modelos celulares compostos de culturas neuronais primarias ou linhagens de
células semelhantes a neurénios sdo comumente usados para estudar a morte de células
neuronais e para testar as propriedades neuroprotetoras potenciais de novos
medicamentos (GRAU; GREENE, 2012). Para estudos de neurodegeneragcdo, um dos
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modelos mais utilizados tem sido a linhagem celular PC12, derivada de feocromocitoma
de rato transplantavel. Essas células tém a maquinaria para sintetizar, liberar, captar e
armazenar catecolaminas, das quais a principal € a dopamina. Assim, a linhagem celular
PC12 é comumente usada na pesquisa neurocientifica para estudar neurotoxicidade,
neuroprotecdo, neurossecrecdo, neuroinflamacdo e sinaptogénese também (BENITA
WIATRAK et al., 2020).

O fator de crescimento neuronal (NGF) pode diferenciar a linhagem PC12, e elas
podem adquirir caracteristicas mais adrenérgicas. O (NGF) fazem as células adquirir uma
morfologia semelhante a um neurbnio simpatico, expressarem neuritos e ficarem mais
excitaveis. Aquelas células de PC12 nao diferenciadas expressam tirosina hidroxilase
(TH) e o transportador de dopamina (DAT) (GREENE; REIN, 1977; GREENE;
TISCHLER, 1976).

Um outro modelo in vitro para estudo de DP é a linhagem de células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) (LOPES et al.,, 2010). Essas células possuem
caracteristicas de neurbnios dopaminérgicos, tem capacidade de sintetizar DA e
noradrenalina (NA), além de expressarem tirosina e dopamina-p-hidroxilase, assim como
DAT, uma proteina presente somente em neurdnios dopaminérgicos do SNC
(MEDEIROS et al., 2019). Elas também expressam receptores de DA, mesmo que em
baixos niveis, podem ser diferenciadas morfologica e bioquimicamente na presenca de
substancias especificas, como o acido retindico (AR), adquirindo assim, um fenétipo
neuronal dopaminérgico ainda mais pronunciado (CHEUNG et al., 2009).

Outras linhas de pesquisas mais atuais incluem o estudo dos astrécitos como
células que manifestam as marcas patologicas da DP. Os astrécitos sdo células gliais que,
por muito tempo, pensou-se que funcionavam apenas como células de suporte para 0s
neuronios, mas, hoje, sdo conhecidas por terem um papel muito mais extenso. Estudos in
vitro mostram que astrocitos de individuos com DP manifestam disfuncdo na depuracéo
da a-sinucleina, principal componente dos agregados citoplasmaticos neuronais
chamados corpos de Lewy (DI DOMENICO et al., 2019; ERUSTES et al., 2018). Além
disso, a resposta inflamatdria manifestada por reacdes gliais e 0 aumento de citocinas
inflamatdrias e de outros mediadores derivados de células gliais ativadas sao

reconhecidos como caracteristicas proeminentes da DP (TUFEKCI et al., 2012).
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A grande capacidade de proliferacdo que as células possuem, mostram o quanto €
vantajoso o uso de cultura de célula. Como s&o decorrentes de um unico progenitor, a
populacédo de células é relativamente homogénea e por esse motivo elas se mostram como
uma 6tima opcdo para um screening de drogas que possam agir Como neuroprotetoras em
modelos de DP (COLLINS; NEAFSEY, 2002).

1.2.1. Neurotoxicidade da Rotenona (ROT).

A rotenona é um pesticida usado em todo o mundo que induz as caracteristicas
mais comuns da DP por inibicao direta do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial.
A disfuncdo do complexo | é traduzida em um aumento na producao de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e em um menor suprimento de energia. No cérebro, os neurdnios
dopaminérgicos sdo uma das células mais suscetiveis (MATHIEU MARELLA et al.,
2009; NISTICO et al., 2011). Numerosos estudos mostraram que a disfuncdo das
mitocondrias pode desempenhar papéis importantes na perda neuronal da Doenca de
Alzheimer. Os fatores genéticos e ambientais que estao associados a DP contribuem para
a disfuncdo mitocondrial e a patogénese da DP. Além disso, a inducdo de DP por
neurotoxinas que inibem o complexo mitocondrial | fornece evidéncias diretas ligando a
disfuncdo mitocondrial a DP. Além disso, a diminui¢do da atividade do complexo
mitocondrial | esta presente no cérebro com DP e em modelos celulares e animais de DP

induzida por neurotoxina ou fator genético (BOSE; BEAL, 2016a).

Os modelos de Parkinson induzidos por rotenona, bem como tecidos cerebrais de
pacientes com DP, sdo caracterizados pela presenca de marcadores de peroxidacao
lipidica e de oxidagao de proteinas resultantes do aumento do nivel de espécies de radicais
livies (FRANCO-IBORRA; VILA; PERIER, 2016). Neurotoxicidade induzida por
rotenona em células PC12 tem sido amplamente estudado para elucidar a patogénese da
doenca de Parkinson (CHANG-HWAN IM et al., 2013). A administragdo de rotenona
pode interferir na distribuicdo e metabolismo da dopamina, levando ao acumulo de
dopamina no citoplasma das células PC12, o que pode contribuir para a formagédo de ROS
e morte celular. Além disso, a administragdo de rotenona induz alteragdes bioquimicas,
moleculares e histologicas semelhantes as da DP em ratos, levando a perda seletiva de

neurdnios dopaminérgicos no SNpc (YAN SAI et al., 2008). A (figura 5) mostra um
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modelo que ilustra os mecanismos moleculares implicados na neurotoxicidade induzida

por rotenona em neurdnios dopaminérgicos.

Figura 5. Modelo que ilustra os mecanismos moleculares implicados na neurotoxicidade
induzida por rotenona em neurdnios dopaminérgicos.
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A rotenona favorece a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no citoplasma por trés
mecanismos diferentes que incluem: 1) Pela despolimerizacdo dos microtubulos. Quando os
microtibulos sdo despolimerizados, o transporte vesicular de dopamina (DA) é interrompido, o
que resulta em aumento da concentracdo de DA citosolica e consequente aumento dos niveis de
ROS devido a auto-oxidacdo da DA causada pelas monoamino oxidases (MAO). 2) Por inibicao
do complexo | da cadeia mitocondrial e 3) Por ativagdo de varias enzimas geradoras de ROS como
a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) -oxidases. E importante notar que a
rotenona pode induzir estresse oxidativo neuronal (OS) por meio da ativacdo da microglia. O
acumulo de ROS leva a OS devido a oxidacdo dos acidos nucléicos, proteinas e lipidios que
medeiam a ativagdo das cascatas de sinalizagdo que levam & apoptose. VMAT?2: Transportador
vesicular de monoamina 2; p38MAPK: proteina quinases ativadas por mitogénio p38; JNKS3:
cinase 3 do terminal N de c-Jun; Bim: mediador que interage com Bcl-2; CytC: citocromo
¢; Smac: segundo ativador de caspases derivado da mitocondria; DIABLO: proteina de ligagdo
direta a IAP com baixo PI. (BISBAL; SANCHEZ, 2019).
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1.3. Vitamina D (VD3)
1.3.1 Biossintese e metabolismo da VD3

O precursor semelhante ao colesterol (7-dehidrocolesterol) nas células
epidérmicas da pele pode ser convertido apos a radiacdo UVB em pré-vitamina D, que
também se isomeriza em vitamina D3. Ambas as vitaminas D3 e D2 sdo biologicamente
inativas. Para se tornarem em formas ativas, primeiro, ele sofre 25-hidroxilacéo no figado
para 25 (OH) D (calcidiol), a principal forma circulante de vitamina D. Em seguida, é
convertido nos rins por meio de l-alfa-hidroxilacdo em sua forma mais ativa, 1,25
(OH) 2 Ds (calcitriol). Este processo é conduzido pelo horménio da paratiredide (PTH) e
outros mediadores, incluindo hipofosfatemia e hormonio do crescimento. A 1-alfa-
hidroxilacdo também ocorre em locais ndo renais, como macréfagos alveolares,
osteoblastos, linfonodos, placenta, cdlon, mamas e queratindcitos, sugerindo possivel
papel autocrino-paracrino de 1,25 (OH) 2 Ds. O metabolismo e a bioatividade da vitamina
D esta apresentado na (figura 6).

A vitamina D funciona por meio de um receptor de vitamina D (VDR) pertencente
a familia de receptores esteroides. O VDR é expresso em quase todas as células
humana. Seu papel biol6gico mais relevante é promover a diferenciacéo de enterdcitos e
a absorcdo intestinal de célcio, facilitando a homeostase do calcio. No momento da
hipocalcemia, o nivel plasmatico de calcio ionizado cai e isso é detectado pelos receptores
de célcio da glandula paratiredide. O PTH é secretado pela glandula paratireoide, que
estimula a 1-alfa-hidroxilagdo nos rins para produzir mais 1,25 (OH) » Ds; da 25 (OH) D
circulante. A elevacdo de 1,25 (OH) 2 D; aumenta o transporte de calcio dentro dos
intestinos, 0ssos e rins e regula ainda mais a atividade dos osteoblastos e osteoclastos. A
medida que o calcio plasmatico volta ao normal, a secrecdo adicional de PTH
diminui. Esta alca fisioldgica da homeostase da vitamina D e do calcio demonstra que a
25 (OH) D circulante suficiente é essencial para manter a sintese de 1,25 (OH)2Ds e 0
nivel de calcio plasmatico adequados. Em situacBes de deficiéncia de vitamina D pode
provocar circulacdo inadequada de 25 (OH) D, levando a uma diminuicdo da sintese
de 1,25 (OH) 2> D; e amenos absorc¢éo de célcio, elevando os niveis de PTH. Além disso,
porgue os VDRs séo encontrados ndo apenas no intestino delgado, mas tambeém no colon,
osteoblastos, linfocitos T e B ativados, células mononucleares, células das ilhotas beta e

orgéos principais, como cérebro, coracdo, pele, gbnadas, préstata e seios (CHUN et al.,
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2014; JOHN S ADAMS; HEWISON, 2010; MARGOLIS; CHRISTAKOS, 2010;
PEARCE; CHEETHAM, 2010).

Figura 6. O metabolismo e a bioatividade da vitamina D.
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Fonte: (Landel et al. 2016 (Adaptado) por Lima, L. A. R, 2018).

Classicamente, a vitamina D tem sido implicada na saude 0ssea por promover a
absorcdo de célcio no intestino e manutencdo das concentracBes sericas de célcio e
fosfato. Além disso, a vitamina D é importante para o crescimento e reorganizacao 0ssea
por meio de sua agdo sobre osteoblastos e osteoclastos. No entanto, nas Ultimas duas

décadas, novas acdes da vitamina D foram descobertas. O metabdlito ativo da 1,25 (OH)
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1,25 (OH) 2 D; vitamina D (VD3), também conhecido como calcitriol, regula ndo apenas
a homeostase do célcio e do fosfato, mas também a proliferacéo e diferenciacao celular,
e tem um papel fundamental nas respostas dos sistemas imunoldgico e nervoso. Os efeitos
atuais da vitamina D incluem desintoxicacdo xenobiotica, reducdo do estresse oxidativo,
funcGes neuroprotetoras, defesa antimicrobiana, imunorregulacdo, acdes anti-
inflamatorias / anticancer e beneficios cardiovasculares. Como ja foi relatado, o
mecanismo de acdo do calcitriol ¢ mediado pelo receptor da vitamina D, uma subfamilia
de receptores nucleares que atuam como fatores de transcricdo nas células-alvo apés
formar um heterodimero com o receptor de retindide X. Esse tipo de receptor foi
encontrado em praticamente todos os tipos de células, o que pode explicar suas maltiplas
acOes em diferentes tecidos. Assim, além das ac@es classicas relacionadas a homeostase
mineral, a vitamina D tem novas a¢des na proliferacao e diferenciacao celular, regulacao
do sistema imune inato e adaptativo, efeitos preventivos em doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas e até efeitos antienvelhecimento (figura 7) (GIL; PLAZA-DIAZ;
MESA, 2018).

Figura 7. Fungdes classicas e ndo classicas da VD3.
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Fonte: (Vitamin D Research Lab, UCLA (USA)).
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1.3.2. Vitamina D e Doenca de Parkinson

A vitamina D ao longo das ultimas décadas, tornou-se cada vez mais estudada e
vem sendo observado os seus efeitos bioldgicos ndo apenas na manutengdo da homeostase
de calcio e fosfato. A 1,25 (OH) » D; apresenta atividade pleitropica estando relacionada
com a regulacdo da expressdo de varios genes, além de estar envolvido em mdltiplos
processos celulares, com efeitos sobre o crescimento e diferenciacdo de células normais
e malignas, sobre a resposta imune e inflamatdria, na resposta ao estresse oxidativo e
disfuncdo mitocondrial e portanto controla o processo de envelhecimento em humano
(WIMALAWANSA, 2019). Ainda, a hipovitaminose D esta relacionada a maior
incidéncia de diversos tipos de cancer, doenca autoimune, doencas cardiovasculares,
disfungdo do TGI, diabetes tipo 1 e doengas neurodegenerativas como a DP
(CHRISTAKOS et al., 2015; GATTO et al., 2015; JOSHI et al., 2011).

Devido a reducdo da ingestdo de vitamina D, diminuicdo da sintese cutanea e
aumento da adiposidade, foi observado que a ocorréncia de hipovitaminose D é mais
significativa em pessoas idosas. Dessa forma, evidencias indicam que a hipovitaminose
D cronica desempenha um papel relevante na patogénese da DP. Levando em
consideracdo o mecanismo bioldgico sugerido, o estado continuamente inadequado de
vitamina D pode provocar a neurodegeneracdo dopaminérgica estando relacionada
diretamente com a DP (K, 2012; LV et al., 2014; NEWMARK; NEWMARK, 2007;
RIMMELZWAAN et al., 2016).

Dentre os agentes neuroprotetores testados atualmente, a vitamina D aparece
como um potencial produto para impedir a neurodegeneracao e morte celular. Embora a
vitamina D tenha sido descoberta no inicio do século 20 como uma vitamina, ela é
reconhecida como um pré-hormdnio esteroide que precisa sofrer duas reacdes de
hidroxilagdo para se transformar na sua forma ativa 1,25-dihidroxivitamina D
(MCCOLLUM et al., 1922; DELUCA, 2004). Recentemente, a vitamina D vem se
destacando apresentando algumas ac¢fes ndo classicas, como imunomodulagdo, efeito
antioxidante, efeito antiapoptose, regulacdo da transicdo epitelial-mesenquimal e
atividade anti-inflamatéria (ALBERT J CZAJA; MONTANO-LOZA, 2019; ZHU-XIA
TAN etal., 2016). Varios estudos mostraram que a vitamina D pode reprimir a inflamacéo
através da interacéo entre o VDR e a subunidade p65 do NF-kB (ZHU-XIA TAN et al.,
2016).
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A 1,25-dihidroxivitamina D3 se liga ao receptor nuclear da vitamina D (VDR),
amplamente distribuido pelo organismo. Os receptores VDR podem estar altamente
expressos nos neurdnios e nas células da glia, sendo distribuidos no sistema nervoso
periférico e no central, o qual concentram-se em grande parte no hipotalamo e na
substancia negra (HOLICK, 2015; I et al., 1994; MILLET et al., 2014) (NEVEU et al.,
1994; MILLET et al., 2014; HOLICK, 2015). O papel potencial da vitamina D no
tratamento da doenca de Parkinson tem sido discutida com base em estudos
epidemioldgicos, os quais mostraram que a hipovitaminose crénica da vitamina D
indicaria um protagonismo na patogénese da DP, e, posteriormente, em mecanismos
bioldgicos sugeridos, indicando que um estado continuo de deficiéncia da vitamina D
pode desencadear a neurodegeneracdo dopaminérgica associando-se, assim, diretamente
com a DP (K, 2012; LV et al, 2014; NEWMARK; NEWMARK, 2007,
RIMMELZWAAN et al., 2016).

A forma ativa da vitamina D calcitriol € um componente essencial para manter a
atividade fisioldgica da cadeia respiratoria nas mitocondrias, contribuindo para a geracao
de energia (CONSIGLIO et al., 2015; WYCKELSMA et al., 2017). Consequentemente,
um baixo nivel de cadeia de transporte de elétrons aumenta a formacéo de ERO e estresse
oxidativo, fendmeno comum apos a exposicao aguda e cronica a toxinas e muitas doencas
crbnicas e visto no envelhecimento (BOSE; BEAL, 2016b).

Evidencias indicam que pacientes com DP tém niveis mais baixos de vitamina D
do que os controles saudaveis e que as concentracdes de vitamina D estdo negativamente
correlacionadas com o risco e a gravidade da DP. Além disso, concentragdes mais altas
de vitamina D estdo associadas a melhores fun¢fes cognitivas e humor em pacientes com
DP (LV et al., 2020). Um dos achados mais relevante na literatura é a associacao inversa
entre o nivel sérico de vitamina D e a gravidade dos sintomas motores em estudos
transversais da DP. A relacdo entre vitamina D e sintomas ndo-motores € menos clara.
Existem algumas evidéncias de que a vitamina D esta associada a fluéncia verbal e a
memoria verbal. Estudos em pacientes com DP também mostraram associagdes entre 0s
niveis de vitamina D e humor, hipotensdo ortostatica e prejuizo olfatorio em pacientes
DP (FULLARD; DUDA, 2020a).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Dados recentes mostram um aumento preocupante na incidéncia da DP no Brasil
(36 mil casos surgem por ano no pais) e a estimativa é que em 2030, mais de 600 mil
brasileiros sejam diagnosticados com DP (PRINGSHEIM et al., 2014), por isso a
necessidade de busca por novas terapias, ndo somente que reduzam a perda
dopaminérgica, e os consequentes disturbios motores, como também que vise diminuir as
complicacOes associadas como a deméncia e a depressdo, as quais agravam as
complicagdes associadas a doencga. Sabe-se que existe um forte componente inflamatorio
na DP sendo assim, novas substancias neuroprotetoras estdo sendo testadas, e compostos
com atividade antioxidante/anti-inflamatério podem ser promissores no tratamento
adjuvante, na prevencéo e/ou na inibicdo da progressao da DP.

A vitamina D vem sendo estudada e tem sido demonstrado seu potencial para a
neuroprotecdo, aumentando a expressao do fator neurotrofico derivado da glia (GDNF),
a restauracdo dos niveis de tirosina hidroxilase (TH) e a inibicdo da ativacdo microglial,
além de modular a concentracéo de dopamina (BEGONA SANCHEZ et al., 2009; PAUL
KNEKT et al., 2010; PETERSON; MANCINI; HORAK, 2013; ROWAN P ORME;
BHANGAL; FRICKER, 2013; SMITH et al., 2006; THACHER; CLARKE, 2011;
WAYNE A CASS et al., 2014). E importante salientar que um recente trabalho mostrou
que a Vitamina D reverte vérias alteracdes observadas em modelo experimental de DP
em ratos (LIMA et al., 2018). Entretanto, ainda se faz necessario mais pesquisas
relacionadas a acdo bioldgica da vitamina D em modelos experimentais de DP, mostra a
importancia do presente estudo para investigar o efeito neuroprotetor da VD3 em células
PC12 e de astrocitos tratadas com rotenona e impulsionar estudos posteriores

relacionadas ao uso da VD3 na DP.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade neuroprotetora da VD3 em modelo de toxicidade celular
induzida pela Rotenona em células de feocromocitoma de rato (PC12) e em astrocitos
murino, considerando-se a importancia dessas células na fisiopatologia da

neuroinflamacéo e da DP.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar os efeitos da VD3 sobre a citotoxicidade em modelo de morte celular
induzido pela ROT em cultura de células PC12 e astrocitos;

e Auvaliar o padrdo de morte celular com marcagéo com as substancias fluorescentes
Anexina V-PE (Ax/PE) (conjugada com ficoeritrina) e 7-aminoactinomicina (7-
AAD) em células PC12 e astrécitos expostas a ROT;

e Verificar a agdo da VD3 sobre 0 estresse oxidativo (EO) induzido pela rotenona
em células PC12 e em astrocitos, analisando os niveis de glutationa reduzida
(GSH) e a producdo de espécie reativa de oxigénio (ERO) por citometria;

e Avaliar a acdo da VD3 no aumento do potencial transmembranico mitocondrial
induzido por ROT nas celulas PC12 e astrocitos;

e Investigar a influéncia da VD3 sobre a expressao de TH e do fator pro-
inflamatéria NF-kB em células PC12 e expostas a ROT.

e Avaliar a interacdo da VD3 com a enzima TH, enzima limitante na sintese da

dopamina, através de simulagdes por docking molecular.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Fonte da 10,25-dihidroxivitamina D3

A la,25-dihidroxivitamina D3 foi obtida da Sigma-Aldrich Brasil Ltda,
armazenada respeitando as orientacGes do fabricante. Ela foi diluida na concentracao de
10 ug/mL em isopropanol estéril visando a producdo de uma solucdo-mée. Em seguida,
as solugdes usadas no trabalho foram preparadas por diluicdo seriada em solucdo salina
tampao fosfato estéril (PBS, constituido de NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,47
mM; Na2HPO4 8,1 mM; ph 7,4) com o objetivo de obter as concentragdes de 1a,25-

dihidroxivitamina D3 iguais a 10; 1,0; 0,5; 0,1 ng/mL nos experimentos.

4.2 Manutencéo e Cultivo Celular

As linhagens de células utilizadas foram a linhagem de feocromocitoma de rato,
PC12 (APABCAM, Rio de Janeiro, RJ, BRA) e a linhagem de astrocitos murinos, isolada
e atribuida pelo grupo da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) seguindo os
protocolos descritos anteriormente (ERUSTES et al., 2018). As células foram cultivadas
em garrafas polietileno para cultura (75 cm?, volume de 250 mL) nos meios roswell park
memorial institute (RPMI) e dulbecco modified eagles minimal essential medium
(DMEM) respectivamente e suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% da
mistura penicilina/estreptomicina, até confluéncia. As células foram incubadas em estufa
a temperatura de 37°C numa atmosfera de 5% de CO: e o crescimento celular foi

observado a cada 24 horas com a ajuda do microscopio de inverséo.

Apobs 80% de confluéncia, as células foram deslocadas utilizando tripsina 0.05%
em EDTA 0,53 mM. A suspensdo de células foi contada em hemocitdmetro do tipo
camara de Neubauer e sua a densidade celular avaliada com auxilio do corante de
exclusdo azul de Tripan e posteriormente sub-cultivada em placas multi-wells de 6, 24,
48 ou 96 pocos (a variar de acordo com o procedimento em que foram submetidos), a
uma concentragdo de 1 x 10° células/poco.

Em relacdo ao preparo da solucéo de rotenona, esta foi diluida em DMSO puro e
preparada na hora da experimentacdo ja que se trata de uma substancia fotossensivel. A
concentracdo usada foi dissolvida em PBS. Foram realizadas curvas com varias

concentracdes de rotenona (0,5, 1, 5, 10 e 20 pug/mL) Com o objetivo de se obter a
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concentracdo capaz de reduzir a viabilidade em 50% (ICsp) nas células PC12 e astrécitos,
e de 1a,25-dihidroxivitamina D3 (0,1, 0,5 e 1,0 ng/mL) para a escolha das concentragdes
a serem utilizadas nos experimentos. A rotenona foi utilizada sozinha ou 24h apos a
adi¢do da 1a,25-dihidroxivitamina D3. Posteriormente a aplicacdo das substancias as
células foram incubadas por 24h em estufa 5% de CO2, apds esse periodo as células foram
utilizadas nos experimentos. A (figura 8) resume o planejamento experimental adotado
neste trabalho.

Figura 8. Desenho experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 Ensaios de citotoxicidade — teste da MTT

Para avaliar a citotoxicidade foi usado o ensaio MTT (MOSMANN, 1983), que
baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs ativa
em mitocéndrias e no citosol de células viaveis, em converter o sal de tetrazolio (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT), que é hidrossoluvel e de cor

amarelada, em cristais de formazan, que sdo de cor purpura. Essa técnica tem a capacidade
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de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula, sendo assim, bastante Util para
avaliar a citotoxicidade (DENIZOT; LANG, 1986).

Nesse ensaio a 1a,25-dihidroxivitamina D3 foi adicionado nas concentracdes de
0,1,0,5e 1,0 ng/mL acultura, 24h antes da rotenona (protocolo de prevenc¢éo). Decorridas
24h de incubacéo, as células foram incubadas, por 3 horas, com um novo meio (200uL)
contendo 10% de MTT, na concentracdo de 5mg/mL em cada poco. Apds este periodo, 0
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 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 595 nm (figura 9). A inibig&o da redugdo do MTT indica a diminuigéo da
viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em quadruplicata e repetidos em

trés diferentes dias.

Figura 9. Principio do teste de reducdo do MTT.
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4.4 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo possibilita investigar e classificar inimeras alteracGes e
caracteristicas de eventos biologicos em células ou outras particulas microscopicas. O
equipamento citbmetro possui um feixe de luz (laser) que incide sobre as células, a
medida que elas fluem individualmente sob um fluxo hidrodindmico, permitindo a
deteccdo dos sinais desviados por cada célula. Os detectores sdo capazes de registrar
desvios na dispersdo linear (FSC, Forward Scatter) ou lateral (SSC, Side Scatter) da luz,
além de captar a fluorescéncia emitida pelos marcadores utilizados, classificando as
células de particulas com cada evento (figura 10) (GIVAN, 2004).

As linhagens celulares foram plagueadas em placas de 24 pogos e incubadas com
la,25-dihidroxivitamina D3 por 24h e em seguida tratadas por 24h antes da realizacdo da
marcacdo com fluorocromo com a rotenona. Ap0s soltura das células com tripsina, foram
adquiridas dez mil células de cada grupo, detectadas pelo laser de argénio, analisadas no
equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, New Jersey, USA) utilizando o CellQuest
ProTM software. No presente trabalho, trés parametros foram avaliados através da
citometria de fluxo: perfil de morte celular, acimulo de espécies reativas de oxigénio

citosolicas e potencial transmembranico mitocondrial.
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Figura 10. Principio da anélise por citometria de fluxo.
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4.4.1 Avaliagdo do mecanismo de morte celular.

A avaliacdo do mecanismo de morte celular foi realizada utilizando a marcagao
com as substancias fluorescentes Anexina V-PE (AX/PE) (conjugada com ficoeritrina) e
7-aminoactinomicina (7-AAD) conforme representado na (figura 11). O evento de
externalizacdo do fosfolipideo de membrana denominado fosfatidilserina € um dos
primeiros a ocorrer quando a célula inicia o processo apoptotico. Este ensaio permite

diferenciar células viaveis, apoptdticas e necroticas pela coloracdo diferencial por
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fluorescéncia. A deteccdo das células apoptdticas é feita pela ligacdo da anexina V
conjugada a Ficoeritrina (PE) com a fosfatidilserina externalizada de flourescéncia verde.
As células necroticas sdo coradas pelo 7-AAD (emitem fluorescéncia de cor vermelha)
que penetra as membranas celulares desintegradas e se ligam ao nucleo. Células sem
marcacao pelos corantes sdo viaveis, verdes sdo consideradas apoptoticas e positivas para

0s dois corantes sdo consideradas dupla marcagédo, (ROCHA et al., 2012).

Figura 11. Principio da metodologia de avaliagdo do mecanismo de morte celular.
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Fonte: (Sampaio, T. L, 2018).

Para realizacdo da analise, as células de cada pogo foram suspensas em 100 puL de
tampao de ligagdo; nos tubos foram adicionados 5 ul. de 7AAD e 5 uL de Ax/PE (0,5
mg/mL cada). O procedimento foi realizado utilizando um kit comercial (Anexin V PE
Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences) e respeitando as orientacdes do fabricante.
Apo6s 15 minutos de incubag@o no escuro, foi adicionado 400 pL de tampao de ligagdo
em cada tubo e as células foram analisadas no FACSCalibur (BD Biosciences). Os
resultados foram expressos em percentual de células ndo marcadas; células marcadas por
7-AAD, indicativo de necrose; células marcadas por Anexina V, indicativo de apoptose;

e células duplamente marcadas, indicativo de apoptose tardia.
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4.4.2 Andlises da producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) Citoplasmaticas.

O ensaio baseia-se em uma sonda n&o-fluorescente 2',7'-diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) que atravessa livremente a membrana das células,
provendo um substrato oxidavel (DCFH). O DCFH-DA é um composto estavel ndo-
fluorescente lipofilico que facilmente atravessa a membrana das celulas. Dentro da célula,
enzimas citosolicas (esterases) desacetilam o DCFH-DA para formar a 2'.7'-
diclorofluoresceina (DCFH) a qual, devido a sua polaridade, fica confinada no
citoplasma. Espécies reativas de oxigénio geradas durante a exploséo respiratria oxidam
o DCFH formando a 2'7'-diclorofluoresceina oxidada (DCFoxi), que possui
fluorescéncia verde, com excitagdo em 488 nm e deteccdo em 515-545 nm pelo sensor
FL1. A fluorescéncia verde produzida pela formacdo de DCFoxi é proporcional a
capacidade oxidativa da célula. Desta forma a intensidade da fluorescéncia intracelular se
torna uma medida dos metabdlitos oxidativos produzidos pelas células (figura 12)
(ARANDA et al., 2013).

Para a incorporacdo do DCFH no interior das células, SuL (concentragdo final 20
uM) da solugdo estoque foram adicionados aos pogos da placa de 24 pogos contendo as
células em cultivo 3 horas apés o tratamento com a la,25-dihidroxivitamina D3 e
rotenona. Ao término das 24 horas do tratamento, as amostras foram lavadas com PBS,
tripsinizadas e o pellet de células processado em citdmetro de fluxo. Assim, a média de
intensidade de fluorescéncia relativa produzida durante a explosdo respiratoria pela

oxidacdo do DCFH foi coletada através do filtro de fluorescéncia verde.
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Figura 12. Principio do método de analise de ERO citoplasmaticas usando DCFH-DA.
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Fonte: (Adaptado de ARANDA et al, 2013; SAMPAIO et al. 2018).

4.4.3. Determinacdo do potencial transmembranico de mitocéndria por citometria de
fluxo.

A mitocondria é responsavel pela iniciacdo da via intrinseca da apoptose. Esta via
é ativada por estresse intra ou extracelular levando a formacéo de poros e efluxo de ions
H+, induzindo uma alterag&o no potencial transmembrénico. A rodamina 123, um corante
fluorescente liposoluvel e nucleofilico, € sequiestrada para dentro da mitocondria quando
esta apresenta variacdo de potencial transmembranico da mitocondria inalterado. Assim,
as células viaveis emitirdo alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade de

rodamina 123 ligada as cargas positivas internas enquanto que as mitocondrias com
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polarizacdo alterada terdo menos afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo
menor fluorescéncia (GORMAN et al., 1997; QIAO; WONG, 2009).

As células foram submetidas ao tratamento com 1a,25-dihidroxivitamina D3 e
Rotenona. Ao término das 24 horas do tratamento, as amostras foram lavadas com PBS,
tripsinizadas e o pellet de células marcado com Rodamina 123 (concentracao final de 10
pug/ mL) por meia-hora para, em seguida, ser processado em citdbmetro de fluxo com
excitacdo a 488 nm e deteccdo a 563-606 nm.

Os resultados do ensaio do DCFH-DA e da Rodamina foram expressos como
intensidade relativa de fluorescéncia, a qual foi obtida a partir dos valores absolutos de
intensidade de fluorescéncia dos quais foi calculada uma média geométrica e atribuido
valor 1,0 para o controle, as médias dos demais grupos receberam valores proporcionais
calculados por regra de trés simples, conforme previamente descrito (POKORNY et al.,
2014).

4. 5 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica possibilita a visualizagdo de alteragdes ultraestruturais
causadas nas células. Para verificacdo do dano causado pela rotenona e visando confirmar
os efeitos preventivos da la,25-dihidroxivitamina D3, realizou-se a analise por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), a qual é capaz de gerar imagens
tridimensionais em alta resolucdo da superficie de amostras. Essa microscopia néo utiliza
fétons, e sim um feixe de elétrons que incide a partir de um catodo e é condensado sobre
a amostra. Quando o feixe primario interage com as amostras, 0s elétrons perdem energia
por dispersdo e os elétrons dispersos sdo captados por um detector, o qual cria uma

imagem virtual com o auxilio de um software (figura 13) (CHIHANGA et al., 2018).

Para a realizacdo da MEV, células PC12 e de astrécitos foram cultivadas em
laminulas de vidro circulares estéreis. As amostras foram fixadas com glutaraldeido a
2,5% em 0,1 M (pH 7,2 a temperatura ambiente, durante 2 horas) e desidratadas com
concentragdes crescentes de etanol, revestidas com uma camada de 20 nm de ouro em um
dispositivo de pulverizacdo de ions QT150 ES-Quorum e avaliadas com um microscépio
eletronico de varredura Quanta 450 FEG-FEI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).
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Figura 13. Principio de funcionamento do microscopio eletrénico de varredura.
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Fonte: (Adaptado CHIHANGA et al., 2018; SAMPAIO, T. L, 2018).

4.6 Avaliacéo do equilibrio éxido-redutor em células PC12 e Astrocitos
4.6.1 Determinacao dos niveis de Glutationa reduzida (GSH)

Com o objetivo de avaliar o potencial efeito da 1a,25-dihidroxivitamina D3 sobre
0 metabolismo oxido-redutor no modelo de rotenona utilizado, foi realizado ensaio
bioquimico: para determinacéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH).

Sob condic¢des oxidantes, duas moléculas de GSH doam um elétron para cada
GSSG, que pode ser reduzido novamente para GSH pela agéo da enzima GSSG redutase
(GR) (figura 14). Um decréscimo das concentracdes de GSH e/ou alta concentracdo de
GSSG e uma baixa relacdo das concentra¢Ges dessas duas moléculas (razdo GSH/GSSG),
sdo interpretadas como prova de desequilibrio redox (GIUSTARINI et al., 2011). A
diminuicdo de GSH/GSSG e uma manifestacdo bem estabelecida do processo de
envelhecimento e de uma variedade de estados de doenca humana, incluindo a diabetes,
insuficiéncia renal, pneumonia, malignidade, esclerose lateral amiotrofica, doenca de
Parkinson, doenca de Alzheimer e catarata (BALLATORI et al., 2009).
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Para a determinagdo da glutationa reduzida (y-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH),
400 uL das amostras da suspensdo de lisado celular foram adicionados a 800 uL de
tampdo Tris-HCI (0,4 M, pH 8,9) e 20 ul do crom6geno DTNB (5,5'-ditiobis- (acido 2-
nitrobenzadico)), também chamado reagente de Ellman. Por fim, a absorbancia foi medida
por espectrofotometria a 412 nm (UV ASYS 340, Biochrom, Cambridge, Reino Unido),
usando como curva de calibragcdo um padrdo de GSH. Os resultados foram expressos em
nmol GSH/ mg de proteinas (SHARMA et al., 1997).

Figura 14. Interconversdo da glutationa em suas duas formas: reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) pela acéo das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO)
e glutationa redutase (GR).
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Fonte: (RUSSELL; ANJANEYULU; BERENT-SPILLSON, 2008).

4.6.2 Superoxido dismutase (SOD) em células PC12

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi expressa como
acumulacdo de superdxido e determinada pela adaptacdo do método MARKLUND
(MARKLUND e MARKLUND, 1974). O método tem como principio a formacéo de
hidroxibenzoquinona pela auto-oxidacao do pirogalol e a inibicdo da redugédo do corante
brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT). Para o ensaio, 30 uL
de amostra / tampao de fosfato, 99 uL de tampao de fosfato (PBS), 6 pL de 1,25 mmol /
L de MTT e 15 pL de 100 umol / L de pirogaldis foram pipetados para uma microplaca
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de 96 pocgos. O poco com o branco da reagdo continha apenas 144 pL de tampé&o fosfato
e 6 uL de MTT. A placa foi incubada a 37 © C durante 10 min e, em seguida, 150 pL de
dimetilsulfoxido foram adicionados a todos os pogos da placa para parar a reacdo. As
leituras de absorvancia foram realizadas em um leitor de microplaca no comprimento de
onda de 570 nm. Para calcular a atividade de acimulo de superdxido, o resultado obtido
da amostra € subtraido do valor encontrado para o branco e, a seguir, esse valor é dividido
pelo valor encontrado na diferenca de controle. A partir da correcéo para a concentragao
de proteinas totais no sobrenadante (LOWRY; ROSEBROUGH; RANDALL, 1951), a

avaliacdo do acumulo de superoxido foi expressa em nmol / mg de proteina.

4.7. Estudo in silico

4.7.1. Docking molecular

Para prever o efeito de 1a, 25-Diidroxivitamina D3 no metabolismo da dopamina
e comparar com inibidor da TH a-metil-p-tirosina (AMPT), a estrutura da enzima
Tirosina Hidroxilase (TH) foi obtida no Protein Data Bank (https://www.rcsb.org /) como
“Estrutura Cristalina do dominio catalitico da Tirosina Hidroxilase Humana” (PDB
2XSN), obtida pelo método de difragio de raios-X com resolucdo de 2,68A. As
simulagOes foram realizadas no AutoDock Vina (versdo 1.1.2) (Trott e Olson, 2009), com
multithreading de trés vias e Algoritmo Genético Lamarckiano (Fuhrmann et al., 2012).
As coordenadas da caixa de grade foram definidas como 118A x 126A x 72A, (x, y, 2)
dimensGes = (63,364, 38,356, 28,12). BIOVIA Discovery Studio Visualizer e UCSF
Chimera (PETTERSEN et al., 2004) foram usados para analise.

4.8. Western Blot em Células PC12

A identificacdo de proteinas em amostras €, com frequéncia, realizada através da
técnica do Western blot. A técnica se baseia em duas etapas, cuja primeira € a separacao
dos diferentes tipos de proteinas em uma cuba eletroforética, de acordo com seus pesos
moleculares. A segunda etapa se caracteriza pela transferéncia das proteinas para uma
membrana, permitindo a identificagéo destas utilizando-se um anticorpo que reconheca o

epitopo da proteina de interesse, sendo, portanto, este um imunoensaio (figura 15). Dessa



45

forma, o presente trabalho utilizou a técnica do Western Blot a fim de analisar alteracfes
na expressdo TH e NF-kB em células de PC12 em condic¢BGes normais e ap0s passarem
pelo modelo de rotenona in vitro. Foi avaliado também se o tratamento com a 1a,25-
dihidroxivitamina D3 foi capaz de gerar alguma interferéncia no nivel de expressédo

desses marcadores.

Figura 15. Representacdo da analise de proteinas por Western blot.
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Fonte: SAMPAIO, T. L. (2018).
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4.8.1. Extracao e quantificacéo de proteinas

Visando a extragdo das proteinas das amostras, células PC12 em cultivo que foram
submetidas ao tratamento com 1a,25-dihidroxivitamina D3 nas contracdes de 0,5 e 1,0
ng/mL e em seguida com a ICsg da rotenona, apos 24h de tratamento foram lavadas duas
vezes com PBS gelado e, em seguida, adicionaram-se 300 puL de tampao RIPA (TrisHCl
50 mM; pH 7,4; NaCl 150 mM; deoxicolato de sédio 0,25%; NaF 10 pg/mL ¢ EDTA 1
mM) gelado adicionado coquetel inibidor de protease (1:100 de fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) a 2mM e o ortovanadato de sédio, um inibidor de fosfatase, a
1 mM). Em seguida, o material contido em placas de seis pocos foi deslocado
mecanicamente com um cell lifter nesta e transferiu-se o conteldo para tubos tipo
eppendorf. As amostras ficaram em gelo e em seguida 10 min em banho seco, visando
garantir a lise completa das células. Ao final, o material foi centrifugado a 15000 x g por
10 min a 25°C e o sobrenadante foi separado e conservado a -20°C para posterior
quantificacdo das proteinas totais.

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada por método colorimétrico
(LOWRY; ROSEBROUGH; RANDALL, 1951) segundo metodologia do fabricante do
kit comercial (BioRad Laboratories). Para calibracdo do método foi realizada uma curva
padréo de proteina utilizando a albumina sérica bovina (BSA) em dilui¢cBes que iam de
25 a 2000 pg/mL, diluida em agua destilada. Em seguida, 10 uL de cada amostra ou BSA
diluida, foram colocados em duplicata na placa de 96 pocos. Adicionou-se, entdo, 4,9 mL
da solu¢do A e 100 puL do reagente B, ambos contidos no kit comercial, dessa solucao
adicionar 200uL em cada pogo. A placa foi incubada a 37°C por 30 min e a leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 562 nm. A
concentracdo de proteina em cada amostra foi determinada por meio de regressdo linear
da curva gerada pelo BSA, ao ser plotado o grafico da absorbéancia versus quantidade de
proteinas.

Precedendo o0s experimentos, os volumes das amostras foram ajustados a
concentracdo de 1 mg de proteina/ml e desnaturadas em banho a 90°C em tampé&o de

amostra contendo SDS (dodecilsulfato de sodio) por 5 minutos.
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4.8.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida e transferéncia

Para a separacdo das proteinas por peso molecular, foi realizada a eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) em sistema vertical BioRad Laboratories mini-
PROTEAN® Tetra Cell, conforme padronizado anteriormente (TOWBIN et al., 1979).
Foi utilizado um gel composto por 10% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 1,5M, pH
8,8 (BioRad Laboratories). Foi adicionado acima deste gel, um “stacking gel”, ou gel de
empacotamento com 5% de poliacrilamida em tampé&o Tris-HCI 0,5M, pH 6,8.

Precedendo o inicio da corrida eletroforética, em um dos pogos do gel foi
adicionado um marcado de peso molecular (Full-Range Rainbow Marker: 12 — 225 kDa;
GE Healthcare) e nos demais pogos foram adicionados 20 pL da proteina extraida
desnaturada de cada amostra (correspondente a 40 ug de proteina total por pogo). Foi
realizada a separacdo utilizando um potencial elétrico gerado por uma voltagem constante
de 180 V e amperagem livre (Fonte elétrica modelo PowerPac™, modelo HCPower
Supply) a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora e meia, até o marcador de
peso molecular se mostrar completamente separado no gel.

As proteinas separadas foram transferidas para uma membrana nitrocelulose
(BioRad Laboratories). A membrana foi previamente molhada em metanol e colocada em
contato com o gel em suporte apropriado para a eletrotransferéncia pelo método de
imersdo (BioRad Laboratories, modelo MiniTrans Plot Modulo), contendo papéis de
filtro e esponjas molhados com tampéo de transferéncia gelado (Tris-HCI 25 mM; pH
8,3; glicina 192 mM e metanol 20%). A eletrotransferéncia foi realizada sob diferenca de
potencial elétrico gerado por amperagem constante de 400 mA, voltagem livre e
temperatura de 4 °C durante 2 h.

4.8.3. Imunodeteccao

Com o término da transferéncia, as membranas ficaram incubadas overnight com
solugéo de BSA 5% em tampéo Tris salina contendo 0,1% de Tween 20 (TBST, pH 8,0)
e com 0s anticorpos primarios de reconhecimento TH (~85 a 48 kDa) diluido (1:500,
Sigma-Aldrich) em BSA 5% em TBST e NF-kB (~50 kDa) diluido (1:200, Santa Cruz,
Biotecnology) em BSA 5% em TBST o visando bloqueio de interagdes inespecificas do
anticorpo com a membrana. O anticorpo primério anti a- tubulina (Santa Cruz,

Biotecnology) foi utilizado como padrdo endégeno de proteina constitutiva.
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As membranas foram novamente submetidas a 3 lavagens com TBST 1x sob
agitacdo moderada (10 minutos/lavagem) e incubadas com o anticorpo secundério anti-
rabbit 1gG conjugado com enzima peroxidase (Abcam, Cambridge, UK), diluido na
proporcédo de 1:3000 em BSA 5% em TBST e anti-mouse diluido na proporcéo de 1:5000
em BSA 5% em TBST. Para deteccdo por quimioluminescéncia, foi utilizado o reagente
Clarity™ ECL (BioRad Laboratories). O reagente foi incubado com as membranas no
escuro por 5 minutos e a aquisi¢do de imagens foi realizada no equipamento ChemiDoc™
MP Imaging System (BioRad Laboratories). Para analise das imagens foi utilizado o
Software Image Lab™ Software versdo 5.1 (BioRad Laboratories). Apds a normaliza¢do
com a expressdo da proteina constitutiva a-tubulina, foi atribuida & média do grupo
controle um score de valor 1,0 e os resultados dos demais grupos foram expressos como

unidades arbitrarias de expressdo relativa.
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4.9. Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Para
comparagdo estatistica entre os grupos experimentais, foi utilizado one-way ANOVA
seguido pelo post-test de Bonferroni. Como critério de significancia foi aceito p < 0,05.

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 7.03 (EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaios de viabilidade celular por MTT e citometria de fluxo

Com o objetivo de avaliar a viabilidade da 1a,25-dihidroxivitamina D3 (VD3) nas
celulas PC12 e astrocitos, realizou-se o ensaio de citometria com o marcador 7AAD e o
ensaio de MTT respectivamente para identificar uma faixa de concentragdes adequadas
para trabalho, ou seja, concentracdes que ndo fossem toxicas. Foi observado que em todas
as concentrag0es testadas (Figura 16) em células PC12, a VD3 ndo mostrou diminuicao
da viabilidade celular, logo depois 0s experimentos seguiram com trés concentracdes de
VD3 (0,1; 0,5 e 1 ng/mL) sendo avaliadas em células PC12 e astrdcitos. Através de uma
curva de concentragdo da ROT, a ICso foi definida aquela que causa danos a 50% da
populacdo de células, foi visto morte em células PC12 (10 pg/mL) (Figura 17A) e
astrocitos (5 pg/mL) (Figura 17B) ap6s inducdo com rotenona.

Figura 16. Ensaio de viabilidade celular de reducdo do MTT mostrando a viabilidade da
VD3 em células PC12.
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Os resultados sdo mostrados como média + SEM, p <0,05, comparado aos grupos de controle de veiculo.
Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Bonferroni, C- = Controle

negativo; *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 17. Ensaio de viabilidade celular por MTT mostrando a toxicidade da rotenona em
células PC12 em A e astrocitos em B.
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Os resultados sdo mostrados como média = SEM, p <0,05, comparado aos grupos de controle de veiculo.

Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Bonferroni, C- = Controle negativo;

*p<0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18. Ensaio de viabilidade celular por citometria de fluxo com o marcador 7AAD
e por MTT mostrando a protecdo da VD3 frente a toxicidade da rotenona em células PC12
em A e astrocitos em B respectivamente.
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Os dados foram expressos em média da porcentagem de distribuigdo de eventos (células) = SEM, *p <0,05
vs. grupo controle; #p<0,05 vs. Rotenona (ROT). Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido

de pos-teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pela autora.

Na (figura 18A) Tratamento em células PC12 € possivel observar que a rotenona
(10 pg/mL) foi capaz de reduzir a viabilidade celular para 54,5% quando comparado ao
controle. Além disso, células que foram tratadas com vitamina D (VD3) e
subsequentemente submetidas a rotenona mostraram um efeito protetor, indicado pelo
aumento ou manutencdo da viabilidade, apresentaram diferenca significativa
especialmente a concentracdo de 1 ng/mL, que apds 24 horas de tratamento mostrou uma
viabilidade de 91,2% em relacdo ao grupo controle, sendo considerada a concentracéo a
apresentar efeito protetor melhor. Na concentracdo de 0,5 ng/mL a viabilidade foi de

81,2% e na concentragdo de 0,1 ng a viabilidade foi 66,1%.

Na (Figura 18B) em astrocitos observamos que a rotenona reduziu a viabilidade
celular em 43,3% comparado ao controle. Células tratadas com VD3 e posterior
exposicdo a rotenona (5 pg/mL) por 24h mostrou um efeito protetor, apresentando
diferenga significativa principalmente nas concentragdes de 0,5 e 1 ng/mL, mantendo a

viabilidade celular em 67,6 e 77,8% respectivamente.
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5.2. Avaliagdo do mecanismo de morte celular

Através do uso de citometria de fluxo, utilizando marcagédo com 7-AAD/Anexina
V-PE, foi possivel avaliar o mecanismo de morte celular envolvido no modelo de

rotenona, apresentado na (figura 19).

As células submetidas a rotenona mostraram marcacao significativa com 7-AAD
(7-AAD+/Anx-) 78,3% dos eventos em PC12 (figura 19A) e 47,2% dos eventos em
astrocitos quando comparadas ao controle, uma vez que o 7AAD né&o é capaz de penetrar
em células com a membrana integra, portanto as células marcadas com esse marcador séo
consideradas necrdticas, por perda de integridade de membrana. Além disso, uma
populacdo de células duplamente marcadas (7-AAD+/Anx+) estava presente no grupo
rotenona, indicando apoptose tardia ou necrose secundaria (6,4% dos eventos) em PC12
e (23,6% dos eventos) em astrdcitos. Nas concentracdes utilizadas, a VD3 foi capaz de
reduzir a morte celular, pois o grupo tratado com 0,1 ng de VD3 reduziu a populacao
marcada com 7-AAD em 5,6% e 24,2% dos eventos e a populagdo de células duplamente
marcadas em 18% e 19,6% em células PC12 e astrocitos respectivamente.
Adicionalmente, os grupos tratados com VD3 0,5 e 1 ng/mL apresentou uma reducédo da
populacdo marcada com 7-AAD para 100% e a populacdo duplamente marcada para
100% em células PC12. Em astrdcitos os grupos tratados com VD3 0,5 e 1 ng/mL
apresentou uma reducéo da populagdo marcada com 7-AAD em 20% e 21% e a populagéo
duplamente marcada para 14,4% e 6,4% respectivamente (Figura 19B). Os gréficos de
density plot dos tratamentos nas células PC12 e astrocitos estdo apresentados nas (figuras

20) e (figura 21), respectivamente.
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Figura 19. Representacdo do ensaio de avaliacdo da via de morte celular em células PC12
em A e em Astrocitos em B. As células necrdticas foram marcadas por 7AAD, enquanto

as celulas apoptoticas foram marcadas por anexina V.
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Os dados foram expressos em média da porcentagem de distribuicdo de eventos (células) + SEM. *p <0,05

vs. grupo controle; #p<0,05 vs. Rotenona (ROT). Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido

de pos-teste de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 20. Graficos density plot representativos da densidade comparativa da avaliacdo
da via de morte celular. As células necroéticas foram marcadas por 7AAD, enquanto as
células apoptoticas foram marcadas por anexina V em células PC12.

(A) Grupo controle; (B) grupo Rotenona (ROT, 10 pg/mL); (C) células tratadas com VD3 0,1 ng/mL +
ROT; (D) células tratadas com VD3 0,5 ng/mL + ROT e em (E) células tratadas com VD3 1 ng/mL + ROT.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 21. Graficos density plot representativos da densidade comparativa da avaliacdo
da via de morte celular. As células necroticas foram marcadas por 7AAD, enquanto as

células apoptoticas foram marcadas por anexina V em cultura de astrécitos.
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(A) Grupo controle; (B) grupo Rotenona (ROT, 5 pg/mL); (C) células tratadas com VD3 0,1 ng/mL + ROT;
(D) células tratadas com VD3 0,5 ng/mL + ROT e em (E) células tratadas com VD3 1 ng/mL + ROT.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3. Analise da producéo de ERO citoplasmaticas

Objetivando analisar a acumulacdo de ERO intracitoplasmaticas na PC12 e em
astrocitos, foi realizado o ensaio por citometria de fluxo através da utilizacdo do DCFH-
DA (Figura 22). Os resultados da intensidade de fluorescéncia relativa (FL1) mostraram
que a rotenona (ROT) foi capaz de aumentar o acimulo de ERO em 5 vezes nas células
PC12 em comparagdo com o controle e resultados semelhantes foram observados nas
células tratadas com VD3 na concentracdo de 0,1 ng/mL e em seguida expostas a ROT.
Além disso, a VD3 0,5 ng/mL reduziu o acumulo de ERO para 3,7 vezes em comparacao
com o controle, enquanto os valores de acimulo de ERO foram proximos aos do controle
na concentracdo de 1 ng/mL (Figura 22A). Histogramas representativos das populagoes

celulares sdao mostrados na (Figura 23).

Em astrocitos a intensidade de fluorescéncia relativa em razdo com a média do
controle, demonstrou gque a rotenona foi capaz de aumentar em 2,1 vezes o acumulo de
ERO em comparagdo com o controle. O tratamento com VD3 na concentragdo de 0,1
ng/mL reduziu esse acumulo de ERO para 1,8 vezes em comparagcdo com o controle.
Mostrou diferenca significativa nas concentracdes de 0,5 e 1 ng/mL onde o acumulo de
ERO foram proximos aos do controle (Figura 22B). Histogramas representativos das

populagdes celulares s&o mostrados nas (Figura 24).
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Figura 22. Anélise do estresse oxidativo e producdo de ERO citoplasméticas em células
de PC12 em A e em Astrocitos em B por citometria de fluxo através do ensaio utilizando

o DCFH-DA.
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Os dados sédo expressos como fluorescéncia relativa ao controle + SEM. p <0,05. Os dados foram analisados

por one-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. Rotenona (ROT).

Fonte: Elaborado pelo autor.



59
Figura 23. Histograma representativo do ensaio com DCFH-DA, apresentado em células

PC12.
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Em A, B e C estdo apresentados o grupo controle em preto, rotenona em vermelho e tratado com VD3 0,1
ng/mL em A; 0,5 ng/mL em B; 1 ng/mL em C e em seguida rotenona em azul. Os picos representam a
contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pela autora.



Figura 24. Histograma representativo do ensaio com DCFH-DA, apresentado em

Astrocitos.
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Em A, B e C estdo apresentados o grupo controle em preto, rotenona em vermelho e tratado com VD3 0,1

ng/mL em A; 0,5 ng/mL em B; 1 ng/mL em C e em seguida rotenona em azul. Os picos representam a

contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.4. Avaliacao do potencial transmembranico mitocondrial

No sentido de avaliar a alteracdo do potencial transmembréanico mitocondrial

(A¥m) ocasionado pela rotenona e, consequentemente pelo estresse oxidativo

intracelular, foi realizado o ensaio por citometria de fluxo utilizando a Rodamina 123, 0s

resultados estéo ilustrados na (figura 25). E possivel observar que tanto nas células PC12
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na (figura 25A) como nos astrdcitos (figura 25B) o grupo exposto a rotenona reduziu a
fluorescéncia mitocondrial em aproximadamente 40% em comparagdo com o controle,
reduzindo a intensidade de florescéncia em razédo com o controle para 0,9. O tratamento
com a VD3 aproximou o A¥m dos grupos tratados com o do grupo controle. O grupo
tratado com VD3 0,1 ng/mL aumentou a intensidade relativa de fluorescéncia em 50,7%
em comparagdo com 0 grupo exposto a rotenona, elevando a intensidade de fluorescéncia
relativa (IFR) para 0,5. Ja os grupos tratados com VD3 0,5 e 1 ng/mL apresentaram IFR
de 0,7 e 0,8, respectivamente em células PC12 (figura 25A). O grupo tratado com 1 ng/mL
de VD3 em astrdcitos (figura 25B) apresentou IFR de 1,0 significando uma normalizagédo
do A¥m aos mesmos niveis do controle (IFR = 1.0). Histogramas representativos das
populagdes celulares s&o mostrados nas (Figuras 26 e 27).

Figura 25. Andlise do potencial transmembranico mitocondrial em células de PC12 em A
e em astrocitos em B por citometria de fluxo através do ensaio utilizando a Rodamina
123.
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Os dados sédo expressos como fluorescéncia relativa ao controle + SEM. p <0,05. Os dados foram analisados

por one-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs Rotenona (ROT).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 26. Histograma representativo do ensaio com Rodamina 123, apresentados em

células
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e C estdo apresentados o grupo controle em preto, rotenona em vermelho e tratado com VD3 0,1;

0,5 e 1 ng/mL e em seguida rotenona em azul. Os picos representam a contagem de eventos (células) que

apresentam a respectiva fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 27. Histograma representativo do ensaio com Rodamina 123, apresentados em
astrocitos.
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Em A, B e C estdo apresentados o grupo controle em preto, rotenona em vermelho e tratado com VD3 0,1;
0,5 e 1 ng/mL e em seguida rotenona em azul. Os picos representam a contagem de eventos (células) que

apresentam a respectiva fluorescéncia.

Fonte: Elaborado pela autora.



64

5.5. Microscopia Eletrénica de Varredura de Células PC-12 e Astrocitos

Para melhor associar os resultados celulares e bioquimicos obtidos com a
avaliacdo do dano celular direto, alteracdes qualitativas em células PC12 e astrécitos
foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), como mostrado nas
(Figuras 28 e 29).

Na (figura 28) Microscopia Eletronica de Varredura em PC12. Células normais
de pré-neurdnio (PC12) foram utilizadas como controle em A, esta foi possivel observar
a morfologia multipolar caracteristica, com mais de dois prolongamentos celulares e
comunicacdes dendriticas evidentes. Em B a inducéo da lesdo com a rotenona, provocou
fragmentacdo do citoplasma e formacdo de corpos apoptéticos, retracdo do volume
celular e encurtamento dos prolongamentos celulares. Os tratamentos com VD3 nas
concentracdes de 0,5 e 1 ng/mL foram capazes de prevenir parcialmente as alteragdes
causadas pela rotenona. Essa protecdo fica clara ao se observar a conservagdo do volume
e dos prolongamentos celulares em C. Na maior concentracdo da VD3 (1 ng/mL)
praticamente retornou as células para a morfologia e nimero de células por campo do
grupo controle, conforme demonstrado em D.

Na (figura 29) a Microscopia Eletrdnica de Varredura em Astrocitos. No grupo
controle em A, os astrécitos apresentaram morfologia caracteristica de células grandes
em forma de estrela, com prolongamentos, nicleo grande, cromatina frouxa e nucléolo
central, conforme demonstrado. Com relacdo ao grupo rotenona em B, causou retragdo
do volume celular, com fragmentacdo do citoplasma, formando corpos apoptéticos, ou
blebbing. O tratamento com a VD3 na menor concentragdo (0,5 ng/mL) posterior
tratamento com rotenona indicou consideravel prote¢do, evidenciada pela conservacéao da
estrutura celular em C. Essa protecédo fica mais evidenciada nas células tratadas com a
VD3 na maior concentracdo (1 ng/mL) em D e posterior tratamento com a rotenona, uma

vez que foi possivel observar nesse grupo conservacdo da estrutura celular.
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Figura 28. Microscopia Eletrénica de Varredura em células PC12.

Em A células do grupo controle; B células tratadas com rotenona, em C e D células pré tratadas com VD3

0,5 ng/mL e VD3 1 ng/mL e em seguida expostas a rotenona respectivamente. As imagens foram obtidas
com o Microscopio Quanta 450 FEG-FEI (x50.000).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 29. Microscopia Eletrénica de Varredura em astrécitos.

Em A células do grupo controle; B células tratadas com rotenona, em C e D células pré tratadas com VD3
0,5 ng/mL e VD3 1 ng/mL e em seguida expostas a rotenona respectivamente. As imagens foram obtidas
com o Microscépio Quanta 450 FEG-FEI (x50.000).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6. Avaliacao do equilibrio dxido-redutor

A fim de avaliar os danos causados pelo estresse oxidativo nas células PC12 e em
astrécitos, o GSH foi medido (figura 30). Em células PC12 na (figura 30A) foi observado
gue no grupo da rotenona, ocorreu uma diminuicao significativa dos niveis de GSH (em
torno de 33%) em relacdo ao grupo controle. Além disso, o tratamento com VD3 foi capaz
de prevenir essas alteracdes de forma dependente da concentracao (13,6%) e com valores
semelhantes aos do grupo controle ap6s tratamento das células a 0,5 e 1 ng/mL de VD3
e em seguida expostas a rotenona (10 pg/mL).

Ja em astrocitos na (figura 30B) ocorreu uma reducéo significativa de GSH (em
torno de 78%) no grupo tratado com rotenona (5ug/mL) em relacdo ao controle. Os
grupos tratados com VD3 e posterior exposicdo a rotenona, teve agdo protetora

significativa com valores iguais ou préximos ao controle.
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Esses dados sugerem que VD3 tem um efeito antioxidante direto nas células PC12

e em astrocitos, evitando a oxidacédo de lipidios, especialmente fosfolipidios.

Figura 30. Avaliagdo do estresse oxidativo através da mensuracdo dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) em células PC12 em A e em astrdcitos em B.
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Os dados foram expressos em média da porcentagem de distribuicdo de eventos (células) = SEM; *p <0,05

vs. grupo controle; #p<0,05 vs. Rotenona (ROT). Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido

de pos-teste de Bonferroni.

5.7. Acumulacéo de superdxido em células PC12 avaliada por medigdes de atividade

de superoxido dismutase (SOD)

No grupo da rotenona, foi observado um aumento significativo (34%) no acimulo

de superoxido quando comparado ao grupo controle. O tratamento com VD3 foi capaz de

prevenir esse acumulo de forma dependente da concentracdo, sugerindo que a vitamina

D tem efeito antioxidante direto nas células PC12 (figura 31).
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Figura 31. Avaliacdo do acumulo de superdéxido (SOD) em células PC12.
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Os dados foram expressos em média da porcentagem de distribuicdo de eventos (células) + SEM, *p <0,05
vs. grupo controle; #p<0,05 vs. Rotenona (ROT). Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido

de pos-teste de Bonferroni.

5.8. Ensaio de Docking molecular

Em simulacdes de docking molecular, VD3 exibiu energia de interacdo mais forte
com a subunidade C da tirosina hidroxilase, TH (-9,5 kcal / mol) do que AMPT (um
inibidor de TH) (-6,6 kcal / mol) na subunidade D (Figura 32). As interacdes hidrofébicas
foram realizadas com LEU979 (3,25 A), PHE985 (3,64 e 3,47 A), TYR1056 (3,68 € 3,79
A), TRP1057 (3,50 A), PHE1062 (3,91 A) e ASP1110 (3,55 A) residuos e hidroxila
terminal foi capaz de formar ligacdes de hidrogénio com LEU980 (3,19 A) e GLN1111
(2,36 A). As interacdes e distancias estdo resumidas na (Tabela 1).
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Tabela 1. Interagdes teodricas entre la, 25-dihidroxivitamina D3 (VD3) e o inibidor de

tirosina hidroxilase, alfa-metil-para-tirosina (AMPT) com tirosina hidroxilase (TH).

Residuo de Interacdo e distancias
aminodacido (A)

InteracGes hidrofobicas

LEU979C 3.25 -

PHE985C 3.64 3.47

TYR1056C 3.68 3.79

1o, 25-dihidroxivitamina D3 TRP1057C 3.50 3.75
(VD3) PHE1062C 391 i
ASP1110C 3.55 ;

Ligacdes de hidrogénio / Atomo aceptor

LEU980C 3.19 [03] -
GLN1111C 2.36 [02] -

InteracOes hidrofdbicas

LEU1314D 3.46 -
PHE1320D 3.38 3.42
TYR1391D 3.62 3.95

LigacOes de hidrogénio

AMPT (Inibidor da TH) HIS1356D 3.22 [N3] -
SER1388D 2.14 [03] -
TYR1391D 2.49[N3] 2.69[03]

Pontes salinas

HIS1351D 4.43
HIS1356D 4.98
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Figura 32. Interacdo da enzima tirosina hidroxilase (TH), VD3 e AMPT.
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Em (A) Mapas em 2D das interagdes entre VD3 (B) e AMPT (C) e o receptor VD3.

5.9 Avaliacdo da expressdo de TH e NF-kB células PC12 por Western Blot

Foram extraidas as proteinas das células ndo tratadas, referentes ao grupo controle,
as células que passaram pelo dano com rotenona e aquelas células que, além de serem
tratadas com VD3 nas concentracgdes de 0,5 e 1 ng/mL, foram submetidas a rotenona em
seguida, respectivamente, essas concentracbes foram escolhidas por terem mostrado
melhor efeito protetor no ensaio de viabilidade celular. Dessa forma, foi analisada a
expressdao da TH e NF-kB normalizada pela analise concomitante da expressao da
proteina constitutiva a-tubulina, conforme demonstrado nas (figuras 33 e 34).

Ap0s analises, foi possivel observar que células tratadas com a rotenona mostrou
um aumento de 2,6 vezes a expressao de NF-kB, enquanto o tratamento com a VD3 nas
concentragdes de 0,5 e 1 ng/mL e em seguida expostas a rotenona foi capaz de proteger

contra esse estimulo inflamatorio, reduzindo a expresséo, indicativo de protegdo celular
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(Figura 35). Foi observado que a rotenona diminui a expressdo da TH em 25%, enquanto
os tratamentos na concentracdo de 0,5 e 1 ng/mL da VD3 protege a células PC12
aumentando essa expresséo, principalmente de forma significativa na concentracdo de 1
ng/mL (figura 36).
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Figura 33. Fotografia representativa do ensaio de Western blot, representando a expressao
de NF-kB em células PC12 em compara¢do com a expressdo de a-tubulina em células
expostas a ROT.
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Figura 34. Expressdo relativa de NF-kB em células PC12 pré-tratadas com (VD3) e em
seguida ROT.
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Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pds-teste de
Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. Rotenona (ROT).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 35. Fotografia representativa do ensaio de Western blot, representando a expressédo
de tirosina hidroxilase (TH) em células PC12 em comparagdo com a expressao de o-
tubulina em células expostas a ROT.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 36. Expressdo relativa de TH em células PC12 pre-tratadas com (VD3) e em
seguida ROT.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os dados estdo expressos como média padrdo + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pds-teste de
Bonferroni. *p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. Rotenona (ROT).
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5. DISCUSSAO

A DP ¢é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela perda progressiva de
neurdnios dopaminergicos no SNpc. Muitos estudos clinicos e pré-clinicos mostraram
neuroinflamacéo, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial como fatores importantes
na DP (KAUR et al., 2017). No presente trabalho, avaliamos in vitro o efeito da VD3
sobre o estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e morte celular, além da avaliacdo da
morfologia, expressdo de proteinas e interacdo da VD3 na tentativa de esclarecer o
mecanismo de ac¢do da VD3.

A partir dos resultados obtidos na citometria de fluxo para verificagdo da
viabilidade celular pela marcacdo por 7AAD em celulas PC12 e pelo ensaio de MTT em
astrdcitos, foi possivel observar uma diminuicdo da viabilidade celular no tratamento com
rotenona e que as células pré-tratadas com VD3 apresentaram uma protecdo em todas as
concentragfes. Com intuito de verificar alteragdes morfolégicas e funcionais
caracteristicas de necrose e/ou apoptose as células foram duplamente marcadas com
7AAD/anexina pelo mesmo método de avaliacdo e foi identificada uma diminuicéo
significativa no namero de células viaveis associado a marcacao caracteristica de necrose
nos grupos submetidos a rotenona, porém uma protecdo nos grupos pré-tratados com
VD3, demostrando o potencial efeito neuroprotetor da mesma. A vitamina D € promissora
e vem sendo bastante estudada nos Gltimos tempos e tem se mostrado como moduladora
do crescimento, proliferacdo, diferenciacéo e sinalizacao de calcio dos neuritos, além dos
efeitos na neuroprotecdo e alteragdo da neurotransmissdo e da plasticidade
sindptica (GROVES; MCGRATH; BURNE, 2014). Estudos semelhantes como o de Gao
e colaboradores (2015) mostrou que a rotenona (1 uM) foi capaz de induzir morte celular

por apoptose e reduziu a viabilidade celular em cerca de 40%.

A necrose é um tipo de morte celular no qual a célula sofre um insulto que tem
como resultado um aumento do volume celular, agregacdo da cromatina, desorganizagéo
do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequente ruptura
celular, liberando dessa forma o conteudo citoplasméatico e causando inflamagéao
(BERGHE et al., 2013). Ja a morte celular programada por apoptose, € um processo
fundamental na manutencéo do desenvolvimento dos seres vivos, ocorrendo eliminacéo
de células senescentes ou defeituosas. Alteragdes morfologicas como as proprias do

processo caracterizam tanto o gatilho quanto as consequéncias locais e sistémicas da
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morte; essas alteracdes incluem a retracdo da célula, perda de aderéncia com a matriz
extracelular e células vizinhas, condensagdo da cromatina, fragmentacdo
internucleossémica do DNA, também ocorre ruptura da membrana externa mitocondrial,
oxidacdo de lipidios de membrana e formacéo de prolongamentos citoplasmaticos e de
corpos apoptoticos (GALLUZZI et al., 2018).

No presente estudo, foi realizada a avaliacdo morfoldgica por microscopia
eletronica de varredura nas duas linhagens de estudo PC12 e astrécitos, com o objetivo
de identificar as alteracfes ultraestruturais induzidas pela rotenona e o efeito da VD3
frente esse dano. As células expostas a rotenona apresentaram alteracdes morfoldgicas
caracteristicas relacionadas a apoptose. Os tratamentos prévios com VD3 e posterior
exposicdo com rotenona foi capaz de evitar, embora parcialmente, essas alteragdes,
principalmente na concentracdo de 1 ng/mL de VD3 mantendo a morfologia das células
e preservando 0s neuritos e suas terminagdes simpaticas. Esses resultados reforcam os
indicios experimentais de que a VD3 exerce efeito neuroprotetor frente o dano induzido

pela rotenona.

Assim como o composto MPTP (1-metil-4-fenil01,2,3,6-tetra-hidropiridina) ja
bem descrito na literatura sobre sua toxicidade, por causar sindromes parkinsonianas em
humanos, roedores e primatas ao inibir o complexo mitocondrial | da cadeia de transporte
de elétrons (KUBOTA et al., 2020), a rotenona um herbicida, usado nas areas agricolas,
também é um inibidor do complexo I, provocando disfungdo mitocondrial, devido a perda
de neurdnios dopaminérgicos nigrais em modelo de camundongo com DP (BETARBET
et al., 2000; GASH et al., 2008). Levando em consideracdo que a DP em seres humanos
ocorre de forma mais comum nas areas agricolas que nas cidades, sugere-se que toxinas
ambientais podem ser um grande fator na causa da doenca. A rotenona € um potente
inibidor do complexo | da cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria e que ao entrar
na célula, induz diminuicdo da producdo de ATP, aumento dos niveis de EROs como
superoxido e peroxido de hidrogénio causando estresse oxidativo e liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias tais como IL-1B, IL-6 e TNF-a, levando a inflamagé&o e apoptose celular
(RADAD et al., 2019).

Cada vez mais o estresse oxidativo é reconhecido como um evento central que
contribui para a degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos na patogénese da (DP).
Apesar da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) esteja implicada como um

fator causal na DP, os mecanismos celulares e moleculares que envolve o estresse
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oxidativo a morte de neurdnios dopaminérgicos sdo complexos e ndo estdo bem
caracterizados. Os insultos causam a maior producdo de ERO, o que contribui para o dano
oxidativo ao atacar todas as macromoléculas, incluindo lipidios, proteinas e &cidos
nucléicos, levando a defeitos em sua funcéo fisioldgica. Defeitos nessas macromoléculas
resultam consequentemente em disfuncdo mitocondrial e neuroinflamacéao, que provoca

aumento da producdo de ROS e, posterior, dano neuronal (JD et al., 2018).

Os astrécitos pertencem a classe de celulas gliais no sistema nervoso central
(SNC), tem diversas funcdes dentre elas fornecem suporte estrutural e metabdlico critico
aos neurdnios, mas evidéncias crescentes revelam que o estresse oxidativo e nitrosativo
astrocitico esta envolvido e contribui para a patogénese da DP. Como 0s astrocitos
executa um papel critico na producdo de antioxidantes e na desintoxicacdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO / ERN), o estresse oxidativo / nitrosativo
astrocitico vem sendo apontado como um mediador critico da etiologia da DP. Varios
estudos mostram que o estresse celular e a inflamacgdo provocam astrogliose reativa, isso
faz com que inicie a producdo de ERO / ERN astrociticos, consequentemente pode levar
ao estresse oxidativo / nitrosativo e a patogénese da DP. Apesar da causa da astrogliose
reativa aberrante seja ainda desconhecida, mutacfes genéticas e exposicdo a toxinas
ambientais como rotenona também podem contribuir para o estresse oxidativo /
nitrosativo astrocitico (RIZOR et al., 2019).

Em uma anélise pds-morte de pacientes com DP foi identificada a presenca de
astrdcitos reativos (BEN HAIM et al., 2015). Estudos também demonstraram que a o-
sinucleina liberada dos neur6nios pode ser absorvida pelos astrdcitos, isso também pode
ser uma causa da astrogliose reativa, que foi visto em um modelo de co-cultura de
astrécitos e SH-SY5Y (neuroblastoma), bem como em um modelo de camundongo
transgénico a-sinucleina (LEE et al., 2010). Tomados em conjunto, esses achados
demonstram que a astrogliose reativa esta associada a DP por contribuir diretamente para

a patogénese da DP ou como resultado de sua progressao.

O efeito de protecdo da VD3 sobre mecanismos oxido-redutores ocasionado pela
rotenona nas células PC12 e astrécitos foi avaliado utilizando o DCFH-DA e a Rho123
como marcadores de estresse oxidativo citoplasmatico e mitocondrial, respectivamente.
O pré-tratamento com VD3 diminuiu 0 acimulo de EROs induzido pela rotenona, além

de melhorar o potencial transmembrénico mitocondrial, como observado pelo aumento
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do acumulo mitocondrial de Rho123. Além disso a VD3 também foi capaz de manter os
niveis de GSH que foram diminuidos pela toxicidade da rotenona na linhagem PC12 e
astrocitos. Nosso estudo corrobora os dados de Sai et al (2008) e Liu et al (2007) que
mostraram que a rotenona induz aumento de estresse oxidativo através da analise de
DCFH-DA e diminui os niveis de GSH em células PC12 e astrocitos. Estudos realizados
por (WIMALAWANSA, 2019) mostra que a vitamina D também é um antioxidante
potente que facilita as atividades mitocondriais, evitando a oxidacdo de proteinas
relacionadas ao estresse oxidativo, peroxidacao de lipidios e danos ao DNA. Com base
em estudos com animais, 0s pesquisadores relataram que a disfuncdo mitocondrial, uma
parte do processo que ocorre no envelhecimento, pode ser retarda pela suplementacao de
micronutrientes (por exemplo, por &cido lipoico, acetil carnitina, vitamina K e vitamina
D) (AMES, 2010).

A vitamina D controla a expressdo de Nrf2, que € um fator de transcricao sensivel
a redox que ativa muitos genes que codificam enzimas antioxidantes (NAKAI et al.,
2014). Em resposta ao estresse oxidativo, o Nrf2, que esté dissociado do Keapl, entra no
nacleo fornecendo sinais para a regulacdo transcricional de genes relacionados ao
elemento de resposta anti-oxidante (ARE) tais como catalase, glutamato cisteina ligase
(GCL) que sintetiza o tampdo redox GSH, glutationa S-transferase, hemoxigenase 1
(HO1), NAD(P) H quinona oxidase 1 (NQO1), peroxiredoxinas, SOD1, SOD2 e
tioredoxina (TRX). Nrf2 também atua no aumento da expressdo de sulfiredoxinas que
atuam na reducéo das peroxirredoxinas oxidadas (BERRIDGE, 2015b).

A vitamina D também regula expressdo da y-glutamil transpeptidase que contribui
para a sintese de GSH (BERRIDGE, 2015a). Esses resultados mostram o potencial
neuroprotetor da vitamina D envolvido no equilibrio redox e nos processos de prevencao,
bem como do mecanismo de acdo da substdncia em estudo. Nas doencas
neurodegenerativas como a DP, ocorre uma alteracdo nos niveis de glutationa. Em um
estudo realizado em cérebros post-mortem de pacientes com DP foi observado uma
diminuicdo seletiva de GSH na substancia negra (SIAN et al., 1994). Também foi visto
em experimentos in vivo e in vitro que a reposicao dos niveis intracelulares de GSH pode
prevenir o dano oxidativo e dessa forma manter a funcdo mitocondrial em células
dopaminérgicas, mostrando que restaurar os niveis de GSH nos cérebros de pacientes com
DP é uma estratégia promissora para modificar a progressdo da doenca (PRADHAN et
al., 2020).
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Outros estudos mostraram que a VD3 possui efeitos protetores contra os radicais
livres gerados por espécies reativas de oxigénio e 0xido nitrico, também inibe a sintese
de dxido nitrico sintase induzivel, além de regular a atividade da gama glutamil
transpeptidase, uma enzima chave envolvida na metabolismo da glutationa (GARCION
et al.,, 1997; IBI et al., 2001). Foi observado que mesmo depois de tratamentos com
neurotoxinas ou inibidores de sintese de glutationa, a vitamina D tem o potencial de
aumentar os niveis de glutationa em neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos
(GARCION et al., 1999). A vitamina D tem também acdo protetora na disfuncao
endotelial cerebral por apresentar efeitos inibitdrios na producdo de ERO e na ativagédo
de NF- kB (WON et al., 2015). Além de apresentar diversos receptores expresso no
cérebro (EYLES et al., 2005). Ela ativada tem efeito de regular os niveis de neurotrofina
(BDNF e NGF) e também protege da morte neuronal (ANNWEILER et al., 2013).

Superoxido dismutases (SOD) sdo importantes enzimas antioxidantes que
catalisam a conversdo do superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio. Os anions
superoxidos sdo enzimas de sinalizacdo e subprodutos de varios processos metabolicos,
incluindo a respiracdo mitocondrial. Por meio de sua atividade, as enzimas SOD
controlam os niveis de uma variedade de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN) (WANG et al., 2018). No presente estudo, mostramos que
a rotenona induziu um aumento significativo no acimulo de superoxido, e o tratamento
com VD3 foi capaz de prevenir esse acumulo de superéxido de forma dependente da
concentracdo, sugerindo que a vitamina D tem um efeito antioxidante direto nas células
PC12.

Vitamina D parece essencial para o desenvolvimento normal de neurdnios
dopaminérgicos. A VD3 afeta a sintese e 0 metabolismo da dopamina, bem como a
expressdo do fator neurotréfico derivado de células gliais (GDNF), que é crucial para a

sobrevivéncia dos neurénios dopaminérgicos (PERTILE et al., 2018).

A DP é causada principalmente por uma deficiéncia do neurotransmissor
dopamina (DA), considerada devida a degeneracdo progressiva dos neurénios DA nigro-
estriatal. A tirosina hidroxilase (TH) catalisa a conversdo de L-tirosina em L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que é a etapa inicial e limitante da taxa na biossintese
de catecolaminas (DA, noradrenalina e adrenalina). A DP afeta especificamente os
neurbnios contendo TH. A neurodegeneragcdo mais acentuada em pacientes com

deficiéncia de DA é observada nos neurdnios DA nigro-estriatal, que contém TH em
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abundancia. Consequentemente, especulou-se que o TH desempenha alguns papéis
importantes na fisiopatologia da DP (NAGATSU et al., 2019). No presente trabalho, a
VD3 foi capaz de proteger as células PC12 da diminuicdo da expressdo de TH, sendo

promissora na DP.

Cada vez mais os métodos computacionais para prever possiveis ligacbes e
interacdes de alvos importante em diversas patologias vém sendo amplamente utilizados
para estudos de desenvolvimento de medicamentos, para fornecer vantagens em
comparagdo com os metodos tradicionais, sendo importantes para o desenvolvimento de
medicamentos, aumentando dessa forma as taxas de sucesso, menor tempo e custos. Além
disso, esses métodos representam um ganho ético, uma vez que reduzem o nimero de
animais e recursos biolégicos utilizados em pesquisas experimentais (CHALLAL et al.,
2012).

A 1a,25-dihidroxivitamina D3 foi capaz de interagir com a subunidade da TH. Além
disso, a VD3 apresentou interacdo mais forte com a proteina do que o inibidor (AMPT),
ambos com valores abaixo de -6,0 kcal / mol, implicando em ligacGes mais estaveis e
passiveis de ocorrer (SHITYAKOV; FORSTER, 2014), que podem estar relacionadas a
interacbes hidrofébicas e ocorréncia de ligacdes de hidrogénio muito fortes, com
distancias entre 2,0 e 3,1 A (IMBERTY et al., 1991). No entanto, apesar da alta energia
de ligacdo e da ocorréncia de fortes interacdes, essas subunidades ndo estdo envolvidas
no sitio de ligacdo da tirosina (DAUBNER et al., 2006). Nossos resultados sugerem que
a ligacéo da vitamina D neste local pode modular positivamente a ativacdo da enzima,
talvez modulando a expressao génica e a fosforilacdo de proteinas (TEKIN et al., 2014).

A inflamacdo causa degeneracdo no cérebro. A ativacdo de células gliais como
astrocitos liberam muitos fatores pré-inflamatorios, ativacdo do fator nuclear Kappa-B
(NF-kB), mediadores neurotoxicos e também aumenta a expressdo de proteinas
receptoras relacionadas a inflamagdo nas células cerebrais. Esses mediadores
inflamatdrios e expressdes proteicas aumentam ainda mais a neuroinflamacdo e a
neurodegeneracdo de uma maneira viciosa, causando doengas neurodegenerativas
progressivas, como a DP (KEMPURAJ et al., 2016; TAYSA BERVIAN BASSANI;
VITAL; RAUH, 2015). A expressdo da subunidade p65 do NF-kB é significativamente
maior no mesencéfalo de pacientes com DP, e a analise imunofluorescente indica que a

exposicao a estimulos inflamatorios induz aumentos robustos na expressao astrocitica de
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p65 em um modelo de camundongo MPTP (GHOSH et al., 2007). A regulagéo positiva
de NF-kB inicia um aumento marcante na geracdo de ERO / ERN astrociticas e na
liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias, iniciando uma cascata tdxica de inflamacéo
crbnica e estresse oxidativo / nitrosativo astrocitico, levando a neurotoxicidade (KAUR;
SHARMA; DESHMUKH, 2019). Nos ensaios de Western blot no presente trabalho, a
VD3 foi capaz de proteger o aumento da expressdo de NF-kB, mostrando-se como

promissor agente protetor contra DP.

Lima et al (2018) mostramos que os pré ou pds-tratamentos com VD3 reverteram
as mudancas comportamentais e melhoraram o conteudo reduzido de DA do grupo 6-
OHDA em modelo animal de DP. Além disso, a VD3 reduziu o estresse oxidativo,
aumentou (TH e DAT) e reduziu (TNF-alfa) em ensaios de imunomarcacgdes. Embora
diminuices significativas na imunorreatividade de VD3R tenham sido observadas apds
a lesdo com a 6-OHDA, essas alteracdes foram bloqueadas apos pré ou pos-tratamentos
com VD3.

Outros (CUI et al., 2015), mostraram que VD3 promove aumento da expressao de
TH e modula diretamente a expressdo de TH. A VD3 exerce seus efeitos ligando-se ao
VD3R, modulando a expressdo de varios genes. A deficiéncia de VD3 agora esta
associada a muitas condi¢des de saude, incluindo DP. Esses achados, juntamente com a
descoberta de que o VD3R ¢ a la-hidroxilase (enzima que converte VD3 em sua forma
ativa), sdo altamente expressos na substancia negra, levaram a hipdtese de que niveis
inadequados de VD3 circulante podem levar a disfuncdo celular e morte neuronal
(FULLARD; DUDA, 2020b). A seguir, na figura 37, é apresentado um mapa mental que

correlaciona os achados do presente trabalho.
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Figura 37. Fluxograma com a correlacdo dos achados do presente trabalho.
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6. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os dados obtidos neste estudo permite concluir que:

e A vitamina D (VD3) é neuroprotetora contra a toxicidade induzida por
rotenona no modelo PC12 (in vitro) da doenca de Parkinson e em células de
astrocitos murinho, considerando-se a importancia dessas células na
fisiopatologia da neuroinflamacdo e da DP, porque:

e A VD3 melhorou a viabilidade das células e diminuiu a producao de espécie
reativas de oxigénio e o estresse oxidativo;

e A VD3 foi eficaz em prevenir a morte celular, ocasionada pela rotenona em
ceélulas PC12 e em astrdcitos;

e A VD3 preveniu a disfungdo mitocondrial, evitando a diminui¢cdo do
potencial transmembranar mitocondrial causado pela rotenona;

e Na avaliagdo morfol6gica por microscopia eletrénica de varredura foi
observado que a VD3 preveniu em parte 0s danos causados por rotenona em
ceélulas PC12 e em astrdcitos;

e Nos testes de predicdo e modelagem foi observado a interacdo da VD3 com
a enzima TH, enzima limitante na sintese da dopamina.

e VD3 preveniu a diminuiu da expressdao da TH em células PC12, causada
por rotenona;

e VD3 preveniu o aumento da expressdo do NF-kB em células PC12, causado

por rotenona.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os efeitos da VD3, conforme demonstrado no presente estudo, podem resultar de
suas acOes anti-inflamatdrias e antioxidantes e de suas a¢cdes no VD3R. A VD3 exerce
efeito antienvelhecimento ativando a via de sinalizacdo antioxidante Nrf2. Efeitos
neuroprotetores foram observados apos ativacdo do Nrf2 em modelos de DP e alteracao
nessa via de sinalizagdo pode contribuir para EO, conforme demonstrado em trabalhos
anteriores. Embora nossos dados sejam inéditos e possam estimular a pesquisa
translacional em direcdo ao potencial da VD3 para prevenc¢do ou tratamento de doencas
neurodegenerativas, como DP, mais estudos sdo necessarios para esclarecer 0s

mecanismos de acdo de VD3 em células PC12 (modelo celular de DP) e em astrécitos.
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