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RESUMO

Atividade neuroprotetora da fração tanino isolada da Myracrodruon

urundeuva e da catequina em modelos de morte celular induzida pela 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) em cultura de células mesencefálicas de rato.

HÉLIO VITORIANO NOBRE JUNIOR. Orientadora: Profa. Dra. Geanne Matos

de Andrade Cunha. Dissertação de Mestrado. Curso de Pós-Graduação em

Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2003.

No presente trabalho, estudou-se o efeito citoprotetor da catequina e da fração tanino (FT)

isolado da Myracrodruon urundeuva em cultura primária de células mesencefálicas de ratos,

expostas à neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA). A FT foi isolada da Myracrodruoun

urundeuva, uma planta medicinal brasileira comumente utilizada como antiinflamatório no trato

genital feminino. Em exposição a 6-OHDA (200 |^M), as culturas mostraram uma diminuição em

53% (em relação ao controle) na viabilidade celular, aumento na peroxidação lipídica (103%) e nos

níveis de nitrito (4400%), como observados pêlos ensaios MTT, TBARS e nitrito, respectivamente.

Os resultados mostraram que a exposição à catequina (100 p.g/mL) antes da 6-OHDA (modelo de

neuroprevenção) ou depois da 6-OHDA (modelo de neuroresgate) promoveu uma signifícante

redução da morte celular causada pela 6-OHDA. A catequina não produziu alterações significativas

no aumento de nitrito induzido pela 6-OHDA (em ambos os modelos), mas causou uma inibição

significante da peroxidação lipídica (em ambos os modelos). Estes resultados somados a estudos

anteriores sugerem que a ação citoprotetora se deva a uma ação antioxidante desta classe de

polifenois. A FT (10 e 100 |^g/mL) reverteu significativamente a morte neuronal induzida pela

toxina 6-OHDA (no modelo de neuroprevenção). No entanto no modelo de neuroresgate conseguiu

reverter a morte neuronal apenas na concentração de 100 p.g/mL. AFT foi também efetivaem

reverter a peroxidação lípidica promovida pela 6-OHDA em ambos os modelos. Contudo, a FT não

mostrou redução nos índices de nitrito produzidos pela 6-OHDA como observado pelo teste do

nitrito (tanto no modelo de neuroprevenção como no modelo de neuroresgate). O mecanismo

neuroprotetor da FT parece estar relacionado com proteção mitocondrial e atividade antioxidante,

exibida pêlos taninos da M. urundeuva; a qual pode ter um significado clínico em condições
neurodegenerativas como a Doença de Parkinson (DP).

Palavras-chaves: Catequina; culturas de célula mesencefálicas; 6-hidroxidopamina; inibição de

peroxidação lipídica; neuroproteção; neuroprevenção; neuroresgate; Myracrodruoun urundeuva.
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ABSTRACT

Neuroprotective actions of tannin from Myracrodruon urundeuva and catequine

on models of cell death induced by 6-hydroxidopamine in rat mesencephalic

cells. HÉLIO VITORIANO NOBRE JUNIOR. Orientadora: Profa. Dra. Geanne Matos de

Andrade Cunha. Dissertação de Mestrado. Curso de Pós-Graduação em Farmacologia.

Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2003

In the present work we showed the neuroprotective effects of catequin and tannin fraction (TF) on

rat primary mesencephalic cells culture exposed to 6-hydroxidopamine (6-OHDA). TF was isolated

from the stem bark of Myracrodruoun urundeuva, Brazilian medicinal plant, largely used as a

female genital tract antiinflammatory. Cells exposed to 6-OHDA (200 p.M) showed 53% reduction

on cellular viability and an increase of 53% on lipidic peroxidation and 4400% on nitrite levels as

observed by MTT, TEARS and nitrite assays, respectevely. Results showed that catequin (100

|j.g/mL) induced a significant reduction on cell death caused by 6-OHDA on neuroprevention and

neurorescue models. Catequin did not interfered with the increased levels of nitrite induced by 6-

OHDA. However, catequin inhibited significantly lipid peroxidation on both models. Theses results

sugest that neuroprotective action is related to antioxidant action of this polyphenol class. TF (10 e

100 ^ig/mL) significantly reverted neuronal death induced by 6-OHDA (neuroprevention model).

However, on neuroprevention model it reverted cell death only in concentrations of 100 p.g/mL. TF

also reverted lipid peroxidation induced by 6-OHDA on both models. Conversely, it did not reduced

nitrite levels produced by 6-OHDA. The neuroprotective mechanism ofTF is probably related with

mithocondrial protection and antioxidant activity presented by tannins from M. urundeuva wich

may have clinical importance on neurodegenerative disorders as Parkinson's disease.

Key-words: Catequin, mesencephalic cell culture, 6-hydroxidopamine, lipid peroxidation,

neuroprotection, Myracrodruoun urundeuva
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l. INTRODUÇÃO

1.1 Doença de Parkinson - Epidemiologia e Fatores de risco

O aumento da expectativa de vida da população mundial trouxe consigo os

problemas que acometem principalmente a velhice. A intensa busca do desenvolvimento de

drogas que modifiquem o curso das doenças neurodegenerativas representa um avanço.

Assim este ü-abalho explora o conceito de neuroproteção no contexto da doença de

Parkinson (DP) e resume os avanços recentes nesta área, em particular, o papel dos

antioxidantes agindo como agentes modificadores da doença (Tanner & Goldman, 1996).

A DP é um dos distúrbios neurológicos mais comuns na prática médica. Diversos

estudos encontraram incidências anuais que variam aproximadamente de 16 a 20 casos por

100.000 habitantes, e prevalência média de 120 por 100.000 habitantes. Em todos os

estudos epidemiológicos foram detectados aumentos significativos na prevalência com o

avanço da idade. Outi-os fatores de risco observados foram o sexo, (com maior prevalência

da DP nos homens, sendo a média das taxas homem para mulher aproximadamente igual a

1,5), raça (uma maior prevalência foi observada na América do Norte e Europa em relação a

encontrada no Japão, China e Africa), predisposição genética, infecções, trauma e estresse

emocional (Tanner & Goldman, 1996).

Existem diferente fatores etiológicos para PD. Estes incluem reconhecidamente

fatores genéticos e ambientais e hipoteticamente interações entre estes. Um destes fatores é

a geração de radicais livres (Figura l), os quais têm sido implicados na toxicidade de muitos

agentes químicos, como o safrole, o paration, entre outros; na patogênese de muitas doenças

inflamatórias, nas doenças de Parkinson, de Alzheimer, na fibrose pulmonar idiopática,

nefrose autoimune, na catarata, esclerose múltipla, porfiria, aterosclerose, câncer, e também

em uma grande variedade de doenças degenerativas relacionadas com a idade, e com o

envelhecimento (Kehrer, 1993 e Reiter et al., 1999b).
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Um componente genético de DP foi considerado por Gowers quando observou que a

desordem se manifestava mais comumente nas famílias de doentes. Isto foi confirmado por

inúmeros estudos casos controle estimando que parentes de primeiro grau de pacientes com

DP têm 2 ou 5 vezes mais riscos para o desenvolvimento da doença (Duvoisin, et al., 1969;

Martin , et al., 1973; Alonso, et al., 1986; Butterfield, et al., 1943; Marttil & Rinne, 1976;

Vieregge & Heverlin,1992; Semchuk et al., 1993; Payami, et al.,1994; Bonifati, et al.,1995; '

Vieregge and Heverlin,1995; DeMichele, et al., 1996; Marder, et al., 1996; Lazzarini, et

al., 1994; Gasser, 1998).

Estudos em gémeos têm tradicional significado como estimativa da contribuição

genética para uma desordem. O aumento da frequência da doença em gémeos

monozigóticos em oposição aos dizigóticos é um indicativo de contribuição genética

significante. Em associação os estudos de caso-controle, os recentes estudos de gémeos

confinnam que a contribuição genética para a etiologia da DP a qual é provavelmente mais

significativa em pacientes jovens. Inevitavelmente devido a heterogeneidade da etiologia da

DP, um componente genético será mais importante em alguns pacientes que em outros

(Young, et al., 2000).

1.2 Patogênese

A doença de Parkinson - ou parkinsonismo primário - foi descrita pela primeira vez

por James Parkinson em 1817. 0 Dr. Parkinson (1755-1824) era membro do colégio real de

cirurgiões da Inglaterra. Inicialmente a doença foi descrita como "paralisia agitante". A DP

é uma doença neurodegenerativa caracterizada por tremor involuntário (mesmo quando em

repouso), acinesia, rigidez, anormalidades na postura e episódios de intermpção motora

(Barbosa, et al.,1997; Young, et al.,2000).

Além dos sintomas motores, que são os mais importantes, também estão associadas à

DP, em menor frequências, sintomas como demência, depressão e disfunção autonômica

(Barbosa, et al., 1997). Esses sintomas estão associados principalmente ao déficit de

dopamina nos gânglios da base, mas os mecanismos fisiopatológicos de como isso se

processa ainda não estão bem esclarecidos (Barbosa, et al., 1997; Oleh, 1998). A DP
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compromete severamente a qualidade de vida do paciente, que pode ter dificuldade para ler,

escrever e dirigir. Num estágio avançado da doença, os pacientes frequentemente não

conseguem sequer realizar as atividades básicas do cotidiano, resultando em perda do

emprego e da autonomia do paciente (Young, et al., 2000) .

1.3 Dopamina e Doença de Parkinson

O neurotransmissor dopamina está presente na maioria das regiões do SNC,

originando-se de longos axônios que partem da substância negra e área tegumentar ventral e

inervam os núcleos da base, partes do sistema límbico e o córtex frontal (figura 2) (Conn,

1994).

Neurônios dopaminérgicos produzem dopamina (DA), a partir do aminoácido

tirosina, obtido através da dieta. A tirosina é transportada para dentro do neurônio

dopaminérgico onde posteriormente sofre ação enzimática (Cooper, 1991). As enzimas que

catalisam esta síntese são produzidas e estocadas no corpo celular dos neurônios. A primeira

enzima que atua na síntese de DA é a tirosina hidroxilase (TH). Essa é inibida pelo produto

final da via de biossíntese, a DA, constituindo o mecanismo de regulação contínua da

velocidade de síntese (etapa limitante). E enconti-ada no citoplasma e cataliza a conversão

da tirosina para o aminoácido L-Dopa (1-3,4-diidroxifenilalanina) que sofre a ação rápida de

outra enzima a dopa descarboxilase produzindo a DA (Rang, 2001).

Os neurônios, então, estocam DA em vesículas nos terminais de seus axônios.

Quando um neurônio dopaminérgico é ativado, a mudança resultante nas cargas elétricas em

ambos os lados da membrana celular (despolarização) induz a liberação de DA na fenda

sináptica através de um processo denominado exocitose. Para terminar o processo

sinalizador, os neurônios recaptam DA através de um sistema carreador específico

localizado na membrana celular (Rang, 2001).

Para afetar as células alvo, a DA interage com moléculas receptoras específicas na

superfície de células alvo. Os subtipos de receptores dopaminérgicos se dividem em duas

famílias: a família D i-símile, a qual inclui os subtipos Di eDs e a família Dz-símile, que
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inclui os subtípos Dz, D^ e 04. Esses receptores realizam suas ações por se acoplarem e
ativarem diferentes complexos de proteínas G. Os recqïtores Di-símile iiiteragem coin o
complexo de proteínas Gs, resultando em ativação da adenilíl ciclase e aumento nos nívds
de AMPc intracelular. Os receptores Ds-símíle interagem com um complexo de proteínas Gi
coin consequente mibiçâo da proáuçâo de AMPc (Cooper, 1991; De Keyser, 1993; Civeüi,
1993).

ÍliUiiliililii^iillSÍiiÍiSÍÍ^

'^^y-'^.

Í^ÍUÍgjj
SiillSSI
SiSSSS,

SiSSSSSÍM
'SSSSÍSiiiï

ÍSiSSiSa"

»s

m

BlgSIKSS
•^ss^^SSSSS

mSiiSSSSSIÍSBSSï
il88iS

s®

ill
^^^^•^:^:^:^^

-3-'y®ïsgs
;íSS

.-;-

Figura l: Vias dopamuiCTgicas no SNC.

Os neuronios dopaïnínérgícos têm origem em três gmpos celulares localizados no
cérebfo- Estes são classificados em A8, A9 e AIO (Dahlstrom & Fuxe, 1964, Bjorklimd &
LindvaIÏ, 1984), correspondendo às regiões cerebrais denoimnadas campo retrorobral (A8),
substancia negra pars compacta (A9) e área tegumentar ventral (AIO). Os axôníos dos
neurôfiíos dopammérgicos provementes destes gropos celulares se estendem para regiões do
meseiicéfalo, formando três sistemas neuronais, sistema üigroestriatal, o sistema
mesolímbico e o sistema mesocorücal.

A degradação metabólica da DA é feita no SNC prmdpahnente por duas eiizimas: a
monoamina oxidase (MÃO) e a catecol-0-metil transferase (COMT). A MÃO existe em
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duas formas moleculares semelhantes, coáífícadas por genes separados (MÃO- típo A e

tipo B). A MAO-A possuí preferência de substrato para a serotoniiia. A MAO-B possuí
preferêiida de substrato para a femletílamíiia. Ambas as isofonnas atuam sobre a dopmnma.

Assim, a degradação da dopamina é feita pela MÃO que cooverte a DA em DOPAC (áddo

3,4 diliidroxifemlacético) a nível neuronal e pela COMT (catecolO-metí transferase) que

converte DA em HVA (ácido homovanílieo) dentro do tenmnal sitiáptico (Rang, 2001). O

HVA é o principal produto do metabolismo da DA nos seres humanos, enquanto DOPAC é

o principal em roedores (Cooper, 1991).

Em 1958, Andd Carlssoa ídentifícou a dopanrina como um aeurotransmissor

independente. Cinco anos depois, foi descoberto que a degeneração dos neurômos

dopammérgicos era a base etiologica da Doença de Parkinson (DP) (Grace, 1993). Entre as
anormalidades nos neurotransmissores encontradas em cérebros autopsiados de pacientes

com DP, a perda de dopamifia (DA) no striatum (núcleo caudado e putamen) destaca-se
como o achado bioquímico mais proeminente, e que está intimamente relacionado a

desordem motora da DP (Figura 3).

i^lesencéfálo^eertè transversal

Illm

FIGURA 2: Corte transversal de mesencéfalo mostrando: (a) mesencéfalo de indivíduo
com parkmsoii onde podemos obsen/ar claramente a redução da população de neurômos
dopammérgícos da substância negra (b) mesencéfalo áe indivíduo normal onde podemos
observar a integriáaáe da substância negra
Fonte - medlib.med.utah.edu/WebPath/webüath.html

Em estágios avançados da doença, a perda de DA no striatmn excede os 80%,
estando os níveis de DA no putamen consíderaveliiiente mais reduzados que no núcleo
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cauáado (OIeh, et al., 1998). Essa perda da áopamma está associada a degeBeração de

neurôníos que contêm melanina e o aparecimento de corpúsculos de Lewy (fíg. 4)

prmcípalmente na pars compacta da substância negra, mas também em outras estruturas do

tronco encefálico e basais (Barbosa, et al-, 1997). Outros neurotransmissores, como a

noraáreaalína ÇNA) e 5-hídroxitriptamina (5-HT), estão moderadamente reduzidos em áreas

específicas do cérebro na DP. Embora anonnaliáaáes da NA e da 5-HT üâo estejam

relacionadas a distúrbios motores, elas podeai estar envolvidas em algims sintomas

cognitivos e psiquíáfrícos comumente vistos na DP (Barbosa, 1997; Oleh, et al., 1998).
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FIGURA 3: Corpos de Lewy são encontrados em neurômos nas áreas áe degetieração.
Corpos de Lewy em coloração por HE/Imimoperoxidase.
Fonte - medlib.med.utah.eduAVebPath/webpath.html

A a-syiiucleina foi ímciahnente caracterizada como imi componeaate não amílóide

das placas senis presentes na doença de Álzheüner, sendo uma proteína abundante ao

cérebro (Ueda, et al., 1993). E sintetizada em ribossomos citosólicos e, entre outros evontos,

traiisportada através dos axôníos para os temunais sináptícos onde é aïmazenada nas

vesículas (Ueda , et al.,1993; MaroteaiDE, et al.,1988; Maroteaux, et aÏ.,1991). A fimção

precisa da a-syaucleiim é descôühecíáa. Camundoiigos laiockout que não produzem a-

synudeina não têm características fenotípicas óbvias ou patológicas e expressam somente

uma pectuena mudança na liberação dos neurotransmissores em resposta a estimulação

rq)etitiva (Abeliovich, et al.,2000; Cooway, et al., 1998). A relevância da a-synuclema para

a grande maioria dos pacientes com PD está no fato de ela estar presente nos chamados

copos Lewy na DP íáiopática (SpÍtíamtíni, et al., 1997).

Ï

i

I
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A partir dessa observação tem se sugerido que a agregação e a acumulação de a-

synucleina pode interferir na função proteossomal e resultar em uma disfunção celular

relacionada com o acúmulo dos corpos de Lewy (Tanaka, et al.,1997; Sherman, et al.,2001).

Além de esta hipótese parecer atrativa existem também evidências de que agregados

proteicos são uma resposta protetora ao metabolismo anormal da a-synucleina. A a-

synucleina também parece ser um alvo específico para a nitração, (Giasson, et al., 2000) o

que aumentaria o dano dos radicais livres (Kandan, et al.,2000; Hashimoto, et al.,1999).

Estudos recentes sugeriram que mutações na a-Synucleina podem aumentar a

expressão de radicais livres ou prejudicar a atividade mitocondrial (Hsu, 2000 e Ko, 2000).

Hiperexpressão de a-Synucleina humana em células de mesencéfalo de rato resulta em

aumento da morte celular (Zhou, et al.,2000; Forloni, et al.,2000).

A segunda mutação associada com DP foi identificada em grupos de pacientes jovens

autossômicos recessivos no Japão. O locus responsável pela mutação nestas famílias foi

encontrado no cromossomo 6 e foi posteriormente caracterizado por deleções como um

gene que codifica um proteína desconhecida, posteriormente denominada denominada

Parkina (Matsumine, et al.,1997; Kitada, et al.,1998; Hattori , et al.,1998). Em conti-aste

com as mutações na a-synucleina, as quais muito raramente causam DP, mutações na

parkina têm sido descritas em uma alta proporção de pacientes jovens com DP (<20 anos) e

em pequenos gmpos familiares que apresentam padrões autossômicos recessivos de herança

(Lucking, et al.,2000). Assim, mutações na parkina podem responder por uma proporção

significante (se bem que não a maioria) de casos de DP juvenil. A função da parkina não é

conhecida, embora alguns estudos recentes tenham reforçado possíveis ações potenciais no

desenvolvimento da DP (Shimura, et al.,2000) (fig.5).

/•



ÜOENCA DE PARKINSON 8

||Oi|ur^a<)|mJfocona|iaï|||
Segt'a<:lacao:w||i!|;§|i|||;i-:|j-::
;proteast)m<il;||iii|:K|< |s|jJnJjdè|ilJJwJJIj|j|J|J||JJJjJj|j

ïubiqujtina

1111 iliilll8111111illiiililiiliB
Ï^>.+aËÍ::i;:::::;S:::â....---^tíRjNtteinttSíagragantÍES;^IIIIIIBiliiill

;ub:iquifina$ao|;
|;;l:>i'(^ma|;H;l|í|i|Í:|iB¥;í;^^

lÍÍIIIISIIÍÍIIIIJ
||;Í3ano;|oxjd|tttiv'a|tt&Í|ï;

;;aeJ3oSnuclefc<»i

IÍII|i|llllllll^llllll|i|ÍI|l|Í|P^^^

||;>4tívaçsio|de|||||:

^Í::;ÏÍ$Í:K:SÏÏÍÏSÍÏ;:^ÏÏ::K
:::::i:::::ï;ï:.:ï:ï'ï:B;'%:.;;:.:ï:.;;:;5iï:::K;ï:ï'S;;:::S::::

IO! 3i3?|ï.ÍQ|!^RC)S
Viiiiiã

Figura 4 - Mecanismos da degeneração neuronal na doença de Parkinson (DP) familiar. Em DP
esporádicas, alterações no metabolismo da dopamina e/ou exposição a toxinas ambientais tais como MPTP
e rotenona podem induzir estresse oxidativo em neurônios dopaminergicos resultando em sua disfunção e
morte. A DP familiar pode ser causada por multações na a-sinucleina ou parkin. Multações na a-
sinucleina podem interferir com a degradação proteica pêlos proteossomas. Tanto na DP esporádica como
na familiar, neurônios dopaminergicos estão sujeitos a um aumento do estresse oxidativo que pode levar a

apoptose. Fonte: (Mark, et al., 2002)

O desenvolvimento de drogas neuroprotetoras é dependente do conhecimento dos
fatores etiológicos e patogenéticos que contribuem para a disfunção e morte neuronal na
substância negra. Várias anormalidades bioquímicas foram identificadas na substância negra
de pacientes com DP. Existem claras evidência do aumento na produção de radicais livres e
dano oxidativo em lipídios e proteínas, incluindo o DNA, na DP. (Kish, et al., 1985;
Riederer, et al, 1989; Sian, et al, 1994; Perry, et al, 1982; Saggu, et al, 1989; Marttila, 1988;
Ceballos, et al.,1990; Hirsch, et al.,1989; Dexte, et al.,1986; Jenner, et al.,1991; Sanchez-
Ramos, et al., 1994). Também foi observada imia elevação no percentual de ferro na
substância negra, embora outi-os processos secundários possam aumentar o esfresse
oxidativo (Sofic, 1991; Dexter, et al.,1987; Jellinger, et al.,1990; Jellinger, 1992; Hirsch, et
al.,1991; Dexter, et al.,1990; Mann, et al.,1994).
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A descoberta da deficiência no complexo mitocondrial I na substância negra de

pacientes com DP promoveu uma ligação direta enti'e os modelos tóxicos de MPTP e

rotenona na doença idiopática (Schapira, et al., 1989). O corpo estriado ou sb-iatum parece

ser um sítio particularmente sensível para a disfunção mitocondrial e o local de maior dano

oxidativo. Estes achados provavelmente decorrem da alta atividade metabólica desta região

e da dependência da fosforilação oxidativa para a obtenção de energia.
•r.-•••*

O defeito no complexo I na DP constitui a causa de 35 a 40% dos defeitos que de

acordo com cálculos de modelos de células híbridas tem implicações significativas para a

diminuição na síntese de ATP, aumento na produção de radicais livres , diminuindo do

potencial de membrana mitocondrial e da taxa de crescimento celular e incremento da morte

celular (Ban-ientos, et al.,1999). O fato do aumento na produção de radicais livres resultar

de defeitos na atividade do complexo I sugere que parte de dano oxidativo na DP pode

aparecer como uma consequência da disfunção mitocondrial. Esta sequência é mais

provável que o inverso, pois o dano induzido por radicais livres resulta para a mitocôndria

em deficiências dos complexos I-IV, mais não em defeitos específicos do complexo I

observados na DP (Schapira, et al., 1999).

Anormalidades adicionais na substância negra de pacientes com DP incluem

evidências da produção de citocinas inflamatórias, provavelmente microglia reativa

(McGeer, et al.,1988; Hirsch, et al.,1998; Benveniste, et al.,1992; Hopkins, et al.,1995). Tais

mudanças não são específicas para DP e podem ser vistas em outras doenças
ï.if»

neurodegenerativas, tais como doença de Alzheimer e doença de Huntington (HD), embora

em lugares diferente que a substancia negra. Portanto, mudanças inflamatórias são

provavelmente secundárias embora possam conti^buir para a patogênese.

Existem ramificações glutamatérgicas provenientes do núcleo subtalâmico para a

substância negra. Isto cria a oportunidade para um dano celular mediado por excitotoxinas.

Em suporte a isso existem evidências de resíduos proteicos nitrotirosinas em corpos de

Lewy (Giasson, et al.,2000). Contudo, o dano promovido pela nitrotirosina em proteínas

também pode ser mediado pela liberação de óxido nítrico (NO) dos neurônios da glia

produtores de NO.
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As variadas anormalidades bioquímicas na substância negra de pacientes com DP são

capazes de danificar o metabolismo celular, tanto direta como indiretamente, afetando

processos adicionais tais como homeostase de cálcio, bombas de canal, replicação de DNA,

e síntese de proteína. O modelo celular híbrido de deficiência na cadeia respiratória

demonstra precisamente como este elemento pode causar disfunção celular bem como

morte. Portanto, é possível, se não provável, que fatores patogênicos envolvidos com a DP

poderão causar disfunção neuronal antes da morte (Schapira, et al., 1999). Este conceito tem

dado suporte para o estudo de outras doenças neurodegenerativas. Se o conceito de

disfunção celular neuronal precedendo a morte celular estiver carreto teremos importantes

implicações para a neuroproteção e neurorresgate na DP.

Podem existir múltiplos modos de perda de células neuronais na PD, incluindo

apoptose, necrose, e outras formas, incluindo a degeneração de células negras. A morte

celular por apoptose é particularmente relevante para a neuroproteção. A apoptose é uma

forma de morte celular programada que é importante para o desenvolvimento embriológico.

Contudo, a morte por apoptose nem sempre é programada e pode ser induzida por uma

variedade de estímulos. Neste processo, as mitocôndrias têm um papel central e atuam como

transdutores de um número de vias induzidas por apoptose (Zamzami, et al., 1997; Susin,

1998; Susin, 1999).

Esse processo é mediado via abertura ou fechamento dos poros mitocondriais

responsáveis pela permeabilidade. Esses poros são multiproteínas que atravessam a

membrana mitocondrial e incluem transportadores de adenina nucleotídeo, receptor

benzodiazepinico periférico, hexoquinases e sítios de ligação para Bcl2 e Bax. A abertura

do poro e o decréscimo no potencial de membrana estão associados com a liberação de

citocromo C, fatores iniciadores de apoptose e ativação da cascata das caspases que termina

em morte celular (Susin, et al., 1999).

O papel das mitocôndrias na apoptose tem se tomado um foco para o

desenvolvimento de agentes neuroprotetores e de neuroresgete. De particular interesse é a

possível associação entre anonnalidades bioquímicas na substância negra de paciente com
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DP e sua habilidade em diminuir o potencial de ação, incluindo defeitos no complexo I e
geração de radicais. Isto üia, com efeito, diminuir o limiar para a apoptose e poderia
explicar o porque de uma proporção relativamente alta de células apoptóticas ser encontrada
em exames de cérebros de pacientes com DP (Anglade, et al., 1997). As anormalidades
bioquímicas envolvidas na patogênese podem causar um decréscimo no potencial de ação
em uma proporção de células e uma consequente diminuição no limiar para apoptose.

1.4. Estresse Oxidativo e Doença de Parkinson

FORMAÇÃO DE RADICAIS LIVRES
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Figura 5: Formaçãode radicais livres.

Os seres hiunanos estão constantemente expostos a radicais livres e espécies reativas do
oxigénio geradas por radiações ionizantes, agentes tóxicos, poluentes ambientais, etc.
Porém, as células também são capazes de produzir espécies reativas do oxigénio, tais como:
o peróxido de hidrogénio e os radicais superóxido, hidroxila e óxido nítiico. Fonte -
www.webpath.com

Radicais livres são moléculas que possuem um ou mais eléü-ons desemparelhados.
Em geral, são instáveis e têm vida muito curta devido à natureza livre de seus elétrons que
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os tomam hábeis a reagir com diversos compostos ou alvos celulares, de modo a obter uma

maior estabilidade química conferida pelo emparelhamento de elétrons (Halliwell, 1994).

Essas moléculas causam danos teciduais por interagirem com carboidratos, DNA, lipídios e

proteínas.

Além dos radicais livres, existem também as chamadas "espécies reativas do

oxigénio" que são agentes potencialmente patogênicos derivados do metabolismo do

oxigénio (02): radicais livres e moléculas, como o peróxido de hidrogénio (N202), ácido

hipocloroso (HC10) e outras, que embora tenham gmpos funcionais contendo oxigénio

quimicamente reativo, não possuem elétrons desemparelhados e portanto, não são radicais

(Ferreira & Matsubara, et al., 1997).

Recentemente o estresse oxidativo tem sido discutido como um importante

contribuinte patologia das doenças neurodegenerativas (Skoumalova, et al.,2003). Uma das

ideias relacionadas à patogênese da DP baseia-se na formação de espécies reativas de

oxigénio e consequente início de estresse oxidativo, levando a lesão oxidativa na pars

compacta da substância negra (Barbosa, et al., 1997). As evidências que dão suporte ao

envolvimento do estresse oxidativo na patogênese da DP incluem alterações na quantidade

de ferro no cérebro, que medeia a fonnação de espécies reativas de oxigénio quando está

numa fornia reativa; deficiência no funcionamento mitocondrial, particulannente no

complexo I da cadeia respiratória; alterações nos sistemas protetores antioxidantes do

cérebro, notadamente na superóxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH); e

evidências de dano oxidativo a lipídeos, proteínas e DNA (Knekt, et al.,1996).

O ferro pode induzir estresse oxidativo, e inj ecoes intranigrais podem induzir um

modelo de parkinsonismo progressivo. A perda de GSH, que está associada à doença de

corpúsculo de Lewy, representa um dos símbolos iniciais da perda de células da substância

negra, podendo aumentar a suscetibilidade a exposições a tóxicos ou radicais livres. A

natureza das espécies de radicais livres responsáveis pela morte celular na DP não está bem

definida, mas acredita-se no envolvimento de radicais hidroxila (OH-), peroxiniti-ito e oxido

nítrico (Hsieh, et al.,2000). '
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Visto que participam de reações essenciais ao organismo as espécies reativas do

oxigénio são constantemente formadas e podem ser prejudiciais, quando sua produção foge

do controle exercido pêlos antioxidantes de defesa endógenos, como as enzimas superóxido

dismutase, as catalases e a glutationa peroxidase e outros antioxidantes como a albumina

(Halliwell & Gutteridge, et al.,1990), a vitamina E (Muller & Gross-Sampson, et al.,1990).

Os radicais livres mais destmtivos gerados no organismo derivam do oxigénio (Oz).

Portanto, a molécula mais importante para a manutenção da vida pode também provocar

danos celulares, levando à destruição de órgãos e do próprio organismo. O acúmulo dos

danos, ao longo da vida, causado por moléculas vitais em órgãos está relacionado ao

envelhecimento e ao desenvolvimento de doenças relacionadas com a idade (Reiter, 1998).

»2-^Outro radical de grande relevância é o radical superóxido (O ), produto da adição de

um elétron a uma molécula de oxigénio (Halliwell & Gutteridge, 1986). Muitas outras

moléculas biológicas reagem com o 0^ convertendo-o em O , como por exemplo a
hemoglobina (Misra & Fridovich, 1972a), miogobina (Gotoh & Shikama, 1976),

catecolaminas (Misra & Fridovich, 1972b) e alguns constituintes dos sistemas de transporte

de elétrons mitocondriais (Turrens, et al.,1985) e microssômicos (Jakoby & Ziegler, 1990).

Fagócitos ativados (neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos) podem ainda gerar

O em grande quantidade, com o objetivo de destmir microorganismos esü-anhos ao

organismo. Tal mecanismo de proteção natural pode tomar-se nocivo nos processos de

inflamação crónica (Halliwell, et al., 1988).

A espécie de oxigénio mais reativa em sistemas biológicos é o radical hidroxila

(OH ) este, age rapidamente no local em que é produzido, sendo potencialmente capaz de

causar alterações nas bases purínicas e pirimidínicas, levando a inativação ou a mutação do

DNA, inibir diversas proteínas (constituintes das membranas celulares e enzimas) através da

oxidação dos seus gmpamentos sulfidrila (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e iniciar a

peroxidação de lipídeos, especialmente ácidos graxas poliinsaftirados de membranas e

lipoproteínas (Halliwell & Gutteridge, 1986). Este é gerado nos sistemas biológicos

principalmente por radiações ionizantes e através da reação que envolve um metal de

transição, o radical superóxido e o peróxido de hidrogénio.



14

Devido ao alto teor de água das células, sua exposição às radiações ionizantes (raios

X e gama), pode resultar na formação do radical hidroxila, através do processo de radiólise

da água (Halliwell, et al., 1994). Os íons metálicos (de ferro ou cobre) possuem a habilidade

de mover elétrons, o que constitui a base para a iniciação e propagação de muitas das

reações de radicais livres mais nocivas. Assim, o OH é formado pela interação entre um íon

metálico (Fe3+), o O2" e o HzOz. O HzOz , só apresenta toxicidade quando presente em altas

concentrações nas células, outra característica dessa molécula é que ela possui a capacidade

de se difundir rapidamente através das membranas celulares podendo então se distribuir por

sítios distantes dos quais ela foi gerada. Além disso, na presença de metais de ti-ansição,

mais comumente o Fe2+, mas também o Cu+, o peróxido de hidrogénio é reduzido à radical

hidroxil (OH') via reações de Haber-Weissou Fenton (Reiter, et al.,1998).

Fe3++02' s Fe2++02

HzOz
l

L Fe3+ + OH' + OH*

(reação de Fenton)

Embora a via de produção do OH esteja bem estabelecida e seu papel patológico não

esteja bem determinado, a existência de proteínas de ta-ansporte para o ferro e o cobre,

utilizadas pelas células para minimizar a presença de íons metálicos livres indicam que tais

reações podem ser prejudiciais para os sistemas biológicos (Liochev e Fridovich, 1994).

Um mensageiro intracelular de produção endógena que desempenha um papel em

praticamente todos os sistemas do organismo é o óxido nítrico (NO) (Eiserich, et al., 1998a),

embora exerça diversas funções fisiológicas úteis, em excesso pode ser nocivo. Em

determinadas condições o NO e o Oz' podem interagir, resultando em um produto muito

tóxico, o peroxinitrito (ONOO'). O ONOO' é capaz de reagir prontamente com diversas

moléculas: proteínas, lipídeos, carboidratos e ácidos nucléicos, danificando-as. Além disso,

seus prováveis produtos de decomposição, OH», dióxido de nitrogénio e outros, possuem

semelhante potencial deletério, conseqüentemente, a toxicidade do NO pode ser explicada,
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pelo menos em parte, por sua reação com o O;'. O aumento da produção de ONOO' tem

sido associado a diversos processos patológicos (Demiryurek, 1998 e Eiserich , et al.,1998).

A peroxidação lipídica é um processo envolvendo a oxidação de ácidos gordurosos

poliinsaturados, os quais são componentes básicos de membranas biológicas. Compostos

reativo eletrofílicos são fonnados durante a peroxidação lipídica, principalmente aldeídos a

e P-não-satirados. Estes compostos geram ligações com o DNA. Entre elas, propeno e

propano substitiído e deoxiguanosina com malondialdeido (MDA), acroleína, crotonaldeido

e eteno, resultantes de reações de bases de DNA com epoxi aldeídos, são um

importantíssimo gmpo de complexos. Os epoxi aldeídos são mais reativos para DNA do que

aldeídos saturados. Os compostos resultantes da peroxidação lipídica reagem principalmente

com DNA mostrando ação genotóxica e mutagênica ; entre eles, 4-hidroxinonenal é o mais

genotóxico, enquanto MDA é o mais mutagênico (Luczaj, et al.,2003).

Como possíveis agentes lesivos que atuariam através da fonnação de radicais livres,

teríamos: lipopolissacarídeo bacteriano (Sewerynek, et al.,1995), tetracloreto de carbono

(Daniels , et al., 1995), cianeto de potássio (Yamamoto e Tang, 1996), cainato (Melchiom,

1995), reagentes de Fenton (FeS04 + HzOz) (Barlow-walden, 1995; Chen, et al.,1995) e L-

cisterna (Yamamoto e Tang, 1996). Além disso, os danos causados pela isquemia de

reperfusão (Sewerynek, 1996), ingestão de álcool (Melchiorri, et al., 1997), exercício

excessivo (Hara, et al., 1996), proteína p-amilóide (Pappolla, et al., 1997), 6-OHDA (6-

hidroxidopamina), MPTP (l-metil-4feml-l,2,3,6-teü-ahidropiridino) (Acuna-casti-oviejo,

1997; Reiter, et al., 1998) também são mediados por radicais livres.

Portanto esü-esse oxidativo pode ser definido como o dano causado pêlos radicais

livres e espécies reativas do oxigénio. Clinicamente, o estresse oxidativo pode causar lesão

tecidual relacionado com muitas desordens fisiopatológicas como a hipóxia, a inflamação e

a isquemia tecidual e de reperíüsão. Outoas teorias afirmam que o estresse oxidativo pode

estar relacionado com disfunção neurológica associada com doenças neurodegenerativas,

incluindo a doença de Parkinson, Alzheimer e outras (Beyer, et al.,1998).
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Diversos sistemas de defesa endógenos incluem enzimas e outros antioxidantes que

inativam os radicais livres e as espécies reativas do oxigénio (ERO) que são produzidos no

organismo. A superóxido dismutase (SOD), enzima presente na mitocôndria e citosol,

converte o radical superóxido em peróxido de hidrogénio (Halliwell e Gutteridge, 1998).

Outra enzima encontrada nos perissomos na maioria dos tecidos é a catalase, esta, remove o

peróxido de hidrogénio catalizando a sua redução em água e oxigénio molecular (Scott, et

al., 1991). A principal enzima responsável pela remoção do peróxido de hidrogénio gerado

pela SOD no citosol e mitocôndria é a glutationa peroxidase (GPx), esta, promove a redução

do HiOi, às custas da glutationa reduzida (GSH), para formar a glutationa oxidada (GSSG)

e água (Gate, et al., 1999).

1.5. Modelo da Doença de Parkinson

A causa da morte crónica de células da substância negra na DP e os mecanismos

envolvidos neste processo permanecem obscuros. O esclarecimento parcial do processo de

morte celular é comumente estudado em modelos que utilizam neurotoxinas tais como 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) ou l-metil-4-fenil-l,2,3,6-tetraidropiridme (MPTP). Hipóteses

que explicam os mecanismos de como agem estas neurotoxinas foram relacionados com a

patogênese da morte de células da substância negra na DP. (Gerlach, et al., 1996).

A neurotoxina 6-OHDA é uma droga comumente utilizada na investigação de

compostos com atividade protetora em doenças neurodegenerativas em humanos, incluindo

a doença de Parkinson. Evidências demonstram que a 6-OHDA gera espécies reativas de

oxigénio, induzindo apoptose de células dopaminergicas na substância negra de ratos

(Cohen, et al., 1974; Walkinshaw e Waters, et al., 1984; He, et al.,2000), embora seu

mecanismo molecular não esteja bem evidenciado, estudos recentes sugerem o

envolvimento de mecanismos de esti"esse oxidativo que facilitam a conversão de

neurotoxinas em uma quinona com a formação de H202, iniciando assim uma sinalização de

morte celular específica por ativação de fatores de transcrição tais como caspase-3, NFkB,

P53 e C-Jun (Del Rio e Velez-Pardo, et al.,2002).
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A 6-OHDA afia possivelmente induzindo lesão dopaminérgica nigro-estriatal por

geração de peróxido de hidrogénio e seus radicais hidroxila derivados, (Sachs, et al., 1975)

presumivelmente iniciado por um metal de transição tal como ferro. A prevenção parcial, ou

até completa dos efeitos da neurotoxina 6-OHDA e ferro por uma prévia administração de

agentes quelantes de ferro, (Bem-Shachar, et al., 1991) vitamina E, (Cadet, et al.,1989) e

inibidores da MAO-B como a selegilina (Knoll, et al., 1986), pode relacionar seu mecanismo

de ação.

A neurotoxina catecolaminérgica 6-hidroxidopamina (6-OHDA) foi encontrada como

produto endógeno em pacientes com DP. Isso sugere que ela pode desempenhar um papel

na patogênese da doença de Parkinson (Glinka, et al., 1997; Jellinger, et al.,1995). A 6-

OHDA forma radicais livres e é um potente inibidor dos complexos I e IV da cadeia

respiratória mitocondrial (Glinka, et al., 1997). Quando injetada na substância negra de ratos,

a 6-OHDA produz uma perda acentiada dos neurônios dopaminérgicos Nigro-estriatais, e

uma infusão estiiatal contínua pode produzir uma axotomia terminal de neurônios

dopaminérgicos topograficamente limitada e uma prolongada debilidade comportamental

(Jonis,etal.,1996).

Um modelo animal da doença de Parkinson levando a uma degeneração similar dos

neurônios dopaminérgicos da substância negra, pode ser produzida pela injeção

estereotáxica unilateral da neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Ichitani, et al.,1991,

Przedborski, et al., 1995). Como consequência temos uma destruição imediata e quase

completa dos neurônios dopaminérgicos da substância negra, resultando em uma depleção

dos níveis de dopamina no estriado ipsilateral a injeção. Após a injeção de 6-OHDA

ocorrem mudanças unilaterais na via nigroestriatal que levam a uma assimetria funcional a

qual é quantificada utilizando-se um teste rotacional induzido por agonistas dopaminérgicos

diretos (apomorfina) e indiretos (anfetamina) (Przedborski, et al., 1995).

A apomorfina é um agonista dopaminérgico que estimula diretamente os receptores

Dl e D2, e de acordo com o modelo de teste comportamental rotacional, os animais

lesionados com 6-OHDA e tratados com apomorfina giram em tomo do próprio eixo em

direção ao lado contralateral (não lesionado). Labandeira-Garcia, (1996) verificaram que
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existe uma perda marcante e progressiva dos terminais dopaminérgicos em apenas alguns

dias após a lesão intraesü-iatal com 6-OHDA. A utilização da 6-OHDA para produzir um

modelo que possa replicar as mudanças neuroquímicas, morfológicas e comportamentais

observadas em pacientes com DP é comprovada, e é excelente para testar e detenninar o

mecanismo de ação de drogas (Gerlach, et al., 1996; Tolwani, et al., 1999).

Esse modelo é útil na monitorização dos efeitos de diferentes üratamentos, e a

relevância do período de tempo para a aplicação do tratamento pode depender da estratégia,

portanto, tratamentos preventivos ou protetores devem ser realizados pouco antes da lesão

ou um pouco depois, quando a perda neuronal está acontecendo (Przedborski, et al., 1995).

Também contribuem para a hipótese de estresse oxidativo na perda neuronal na

substância negra da doença de Parkinson análises que mostram uma alta concenta-ação de

espécie reativas de oxigénio, incluindo dopamina, neuromelanina, ácidos graxas

poliinsaturados e ferro, e um conteúdo baixo de antioxidantes, principalmente glutationa

(Kidd, et al.,2000 e Carvey, et al.,2001). Assim, o estresse oxidativo pode facilmente

subjugar doenças naturais, resultantes da produção de espécies reativas de oxigénio, as quais

apresentam tanto estresse oxidativo como início e propagação de apoptose de neurônios

dopaminérgicos.

1.6. Neuroproteção e Neuroresgate

"Neuroproteção" e "neuroresgate" são termos que podem ser interpretados de várias

maneiras. No contexto do nosso trabalho é provavelmente melhor defini-los em termos

bioquímicos e funcionais. Neuroproteção pode ser definida como proteção das células

neuronais da morte induzida por várias anormalidades bioquímicas associadas com a

etiologia e a patogênese. Neuroresgate pode ser definido como o retomo de algumas ou

todas as funções bioquímicas e restauração da função neuronal normal das células

danificadas. (Schapira, 1999)

Um importante avanço potencial das terapias neuroprotetoras e de neuroresgate é que

elas provavelmente não são seletivas para neurônios dopanimégicos. Assim, sintomas da DP

que são refratários à terapia dopaminérgica podem responder aos tratamentos de
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neuroresgate. Com o possível sucesso das terapias neuroprotetoras e de neuroresgate na DP

posteriormente estas drogas seriam utilizadas em outras doenças neurodegenerativas com

vias patogênicas similares, mais isso certamente será uma área de investigação.

1.7 Plantas medicinais no Brasil

Apesar do uso de produtos derivados de plantas e animais ter sido bem documentado

por séculos, suas ações bioquímicas não foram observadas e analisadas cientificamente até

os meados dos séculos XVIII e XIX, particulannente no início de 1800 quando um

importante número de substâncias com ações farmacológicas foram identificadas (Clark, et

al.,1996).

Segundo estimativa da Organização Mundial de Saúde, 80% da população mundial

usa os recursos das medicinas populares para suprir as necessidades de assistência médica

primária (Famsworth, et al., 1985). A medicina tradicional, baseada no uso de produtos

obtidos a partir de plantas, vem sendo responsável por aproximadamente 85% dos

medicamentos utilizados em países desenvolvidos (Budd, et al.,1983).

No Brasil, o uso de plantas medicinais e preparações caseiras assumem fundamental

importância no tratamento das doenças que afetam as populações de baixa renda, tendo em

vista a deficiência da assistência médica, a influência dos hábitos culturais e a

disponibilidade da flora (Matos, et al., 1989).

Os flavonóides existem na natireza a mais de um bilhão de anos (Swain, et al.,1975)

e assim tem evoluído juntamente com organismo durante esse período. Os flavonóides

apresentam alguns propósitos importantes na natureza, tem sobrevivido em plantas

vasculares durante a evolução (Swain, et al., 1975). A associação muito longa de

flavonóides de plantas como várias espécies animais e outros organismos ao longo da

evolução pode conti'ibuir para a extraordinária gama de atividades bioquímicas e

farmacológicas destes compostos em mamíferos e outros sistemas biológicos.

Flavonóides tem efeitos importantes na bioquímica e fisiologia das plantas, atuando

como antioxidantes, inibidores enzimáticos, precursores de substâncias tóxicas e pigmentos
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de plantas (McClure, et al.,1986). Mais de 400 estmturas de flavonoides únicos têm sido

isoladas de plantas (Harbome, 1988b, et al., 1986). Os flavonóides têm sido a muito tempo

reconhecidos por possuírem atividade antiinflamatória, antioxidante, antialérgica,

hepatoprotetora, antitrombótica, antiviral e atividade anticarcinogênica ( Selway, et al., 1986

eWelton,etal.,1988).

Primariamente reconhecidas como pigmentos responsáveis pela coloração de flores e

fmtos (Timberlake e Henry, et al.,1986; Brouillard e Cheminant, et al.,1988), os flavonóides

são encontrados em fmtos, vegetais, hervas, flores, especiarias, troncos, sementes bem como

em chás e vinhos tinto. Eles são componentes proeminentes de fmtas cítricas (Kefford e

Chandler, et al., 1966) e são consumidos regularmente na dieta humana. Dentre os principais

flavonóides, destacamos o flavanol (chá verde, chá preto e vinho tinto), flavanona (casaca

de frutas cítricas, fmtas cítricas), flavonol (alho-porró, uva, chá preto, cebola, alface,

brócolis, cãs de maçã, azeitona, vinho tinto), flavona (casca de fmtas, aipo, salsa),

antocianidinas (uva roxa, vinho tinto, framboesa, cereja, morango e casca de fmtas

coloridas) (Wilhelm et al., 2001). Essas substâncias de baixo peso molecular, enconti-adas

em todas as plantas vasculares, são fenilbenzoil-pironas (fenilcromonas) com um sortimento

de estmturas baseadas em um núcleo comum formado por ta-ês anéis. Eles são usualmente

subdivididos de acordo com seus substituintes.

Flavonóides e tocoferol (vitamina E) mostram uma estmtura em comum isto é um

anel cromona. Tem sido realizados grandes esforços para quantificar as quantidades de

diferentes flavonóides em plantas de consumo alimentar (Rice-Evans e Packer, et al., 1998).

Os componentes estruturais da molécula, incluem dois anéis benzênicos de cada lado

de um anel de 3 carbonos. Combinações múltiplas de gmpos hidroxilas, açucares, oxigénio,

e gmpos metilas ligados a essas estruturas dão origem as várias classes de flavonóides a

saber: flavanóis, flavanonas, flavonas, flavan-3-ois (catequinas), antocianinas e isoflavonas.

Vários estudos mostraram que os flavonóides são potentes antioxidantes, capazes de

sequestrar radicais hidroxilas, ânions superóxidos e radicais peroxilipídicos. Dois estidos

epidemiológicos recentes (Hertog, et al.,1993; Knekt, et al.,1996) revelaram uma correlação

inversa entre os flavonóides da dieta e a mortalidade por doenças cardíacas. Assim, um



21

desses estudos realizado na Finlândia com 5133 homens e mulheres encontrou que aqueles

indivíduos com conteúdo alto de flavonóides na dieta apresentaram um risco menor para

doenças coronárias. Um outro estudo realizado na Alemanha (The Zutphen Elderly Study)

com 805 homens notou uma relação inversa enti-e flavonóides da dieta e doenças cardíacas.

Flavonoides obtidos de plantas em geral são bem conhecidos antioxidantes e, além de

suas propriedades antioxidantes, tem também sido relatadas ações queladores de metal e

antiinflamatórias (Bravo, et al.,1998 e Middleton, et al.,2000). Portanto, a natureza

multifuncional destes compostos os toma fortes candidatos para a terapia contra a DP.

Recentemente, o chá verde que contém vários componentes polifenólicos demonstrou

atenuar a morte celular induzida pela 6-OHDA em feocromocitoma e neuroblastoma.

(Levite, et al.,2002).

A palavra tanino foi usada pela primeira vez, em 1796, para definir o princípio

adstringente da casca de carvalho que possui a propriedade de fa-ansfonnar a pele dos

animais, de a tomar imputrescível e resistente à água fervente, evitando a sua gelatinização.

Os taninos vegetais não se definem propriamente por sua composição química,

demesiadamente variável, mas por um conjunto de propriedades devidas, em grande parte, a

presença de hidroxilas fenólicas nas suas moléculas. Não se conhece a disto'ibuicao exata

dos taninos nas plantas, pela deficiência dos métodos químicos e pelo estudo ainda

imperfeito ainda realizado; todavia, foram já reconhecidos em todos os grandes

agmpamentos estabelecidos no Reino Vegetal. São raros nos gmpos inferiores (Costa, et

al,1999).

Os taninos aparecem em todas as regiões, em todos os órgãos da planta, desde a raiz

aos frutos e, ainda, nas galhas. A mesma planta possui, simultanemente, taninos

hidrolisáveis e condensados, mas com o predomínio de um deles pelo menos em

determinadas regiões. A riqueza relativa varia de acordo com os órgãos (folhas, raízes,

cascas, lenhos), a idade (cascas de ramos novos, ou idosos, camadas externas ou internas do

lenho), estado de desenvolvimento (fmtos verdes e maduros), etc. Caracterizam-se por suas

propriedades adstringentes (dolatim ad, para e síringere, apertar), que se explica por os

taninos precipitarem a superfície das células superficiais das mucosas e dos tecidos a
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descoberto, formando revestimento protetores. Deste modo diminui-se o volume das

secreções, atenua-se a sensibilidade, anula-se a propriedade de absorver substâncias

irritantes ou tóxicas e contraria-se o desenvolvimento de agentes infecciosos. Internamente,

atuam de igual modo, graça a precipitação das proteínas (Costa, et al., 1999).

Dentre as plantas do nordeste brasileiro, a Myracrodruon urundeuva Allemão

(Anacardiaceae), popularmente conhecida como aroreira do sertão, é rica em taninos. O

extraio aquoso obtido da casca é popularmente usado em ginecologia como um

antiinflamatório no trato genital feminino. A planta é também usada no tratamento de

doenças do trato respiratório e trato urinário, hemoptise, hemorragias e diarreias como uma

infusão ou decocção. Trabalhos recentes (Menezes, et al.,1986) mostram uma significante

atividade antiinflamatoria, com propriedades antiulcerosas e cicatrizantes de extratos

aquosos e hidroalcoólicos da planta. Estudos de fracionamento químico (Viana, et al.,1995)

revelaram que o extraio acetato de etila contém duas frações principais, as primeiras com

predomínio de compostos chalconicos e a segunda com predominância de catequinas e
taninos pirogalicos.

Plantas contendo tanino podem apresentar uma grande variabilidade de efeitos

fisiológicos e são conhecidos por apresentar várias propriedades biológicas tais como ação

antiinflamatoria, analgésica anti-linfocítica (Okoli, et al.,2000; Kapu, et al.,2001;

Giovannelli, et al.,2000; Chen, et al.,2000) antimicrobiano e antiviral (Ho, et al.,2001;

Akiyama, et al.,2001; Silva, et al.,2002; Elegami, et al.,2002; Cheng, et al.,2002) anti-

leishmaniosa e imunomodulatória, (Kiderlen, et al.,2001) anti-diarreico (Abdullahi, et

al.,2001) entre outros. Estudos farmacológico (Viana, 1995) demonsfram que a fração

tanino obtida da M. urundeuva apresenta uma potente atividade analgésica e

antiinflamatoria em vários modelos experimentais. Contudo, provavelmente a propriedade

melhor estudada dos taninos é sua habilidade em prevenir peroxidação lipídica, formação de

superóxido e sua propriedade supressora de radicais livres. (Giovannelli, et al., 2000; Lin,

2001; Kaplan, et al.,2001; Ying, et al.,2001; Bhattacharya, et al.,2002; Wei, et al.,2002;

Dufour, et al.,2002; Bors, et al.,2002; Gyamfi, et al.,2002; Mullen, 2002; Nakagawa, et
al.,2002;Lin,etal.,2001). '
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A sensação articular que deixa na boca, de secura e contricção, dita adsfaingente,

explica-se, ainda por terem precipitado as proteínas das células superficiais do epitélio bucal

e, simultaneamente, as glicoproteínas exclusivas da saliva e que lhe comunicam

propriedades lubrificantes adequadas. O poder anti-séptico revelado pêlos taninos explica-

se, ainda, pelo referido revestimento precipitado impedir o desenvolvimento de

microorganismos, associado a própria ação desinfetante que lhe confere o seu carater

fenólico (Costa, et al., 1999).

Possuem também propriedades hemostáticas nas hemorragias de origem capilar, por

precipitarem as proteínas do soro, originando coágulos. Atuam de modo análogo, os sais

metálicos como os cloretos de ferro, de zinco, alúmen, etc. Uma outra utilidade importante

dos taninos: como antídoto nos envenenamentos, por via oral, com alcalóides, sais metálicos

tóxicos, etc. (Costa, et al., 1999).

As principais dificuldades relacionam-se com o seu estado amorfo, que impede o

isolamento de substâncias puras; geralmente obtêm-se extratos com diversos contituintes,

mais durante os processos usados alteram-se as substâncias originais, simplificando-se por

hidrólise ou, pelo contrário, oxidando-se e polimerizando-se; ainda dissolvem-se na água,

em conjunto, várias substâncias polifenólicas com polaridades elevadas, que favorecem a

dissolução de outros constituintes pouco solúveis, resultando assim misturas separáveis

dificultosamente pelo processo dos solventes, habitual nos laboratórios (Costa, et al., 1999).

Para tomar mais complexo o problema, verificou-se que em cada planta existem

diversos taninos e que a sua composição variava de acordo com as regiões onde se

localizavam, umas vezes só no seu aspecto quantitativo (os galhotaninos acumulam-se em

particular nas galhas), mais outras também no qualitativo (os taninos das cascas e do lenho

dos carvalhos pertencem a gmpos diferentes) (Costa, et al., 1999).

Os taninos formam um gmpo heterogéneo ainda mal definido sob o ponto de vista

químico: princípios fenólicos que possuem propriedades características destes compostos

aromáticos, amorfos, raríssímas vezes cristalinos, circunstância que dificulta o seu

isolamento e estido. Acompanham-se, em geral, outros compostos aromáticos, como
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fenóis, ácios fenólicos, catequinas, leucoantocianidinas, e etc., de pesos moleculares baixos,
que não possuem as propriedades dos taninos, mas podem aparecer integrados nas suas
moléculas; o seu reconhecimento relativamente fácil pode esclarecer-nos, portanto, sobre a
natureza química das substâncias fanicas fundamentais (Costa, et al., 1999).

Costumam dividir-se os taninos em dois grupos: os hidrolisáveis e os condensados
ou não hidrolisáveis. Taninos condensados são os mais frequentes na natureza, mais são
também aqueles menor conhecidos, dadas as dificuldades oferecidas ao seu estudo. Em

conjunto, quando extoaídos dos vegetais, apresentam-se em massas coradas de tons
castanhos ou vermelhos, amorfas bastantes solúveis no álcool, alcalis, sulfitos, e etc., menos

na água (Costa, et al.,1999).

Dificultaram o estabelecimento da sua esti-utura, os obstáculos de ordem prática
levantados ao isolamento dos seus constituintes. Todavia, os analistas certificaram-se que
certos componentes mais simples das misturas encontravam-se sempre presentes; e quando
eram aquecidos a seco ou com ácidos minerais em solução aquosa, formavam-se compostos
insolúveis semelhantes aos próprios taninos: atribuíram-lhes então, a qualidade de seus
precursores na natureza. E desenvolveu-se a ideia de que deviam possuir, os taninos, a
estrutura de polímeros de unidades fundamentais. Os primeiros monômeros isolados que
satisfizeram esta exigência foram as catequinas ou catequois isolados dos extratos
denominados catos e depois reconhecidos nas próprias plantas (Costa, et al.,1999).

As catequinas são compostos cristalinos, incolores, solúveis na água, álcool, acetona,
porém dificilmente no éter (figura 6). Coram-se de verde pêlos sais de ferro; precipitam-se
das suas soluções pelo bromo, cafeína e brucina, resultando em combinações cristalinas.
Não possuem propriedades adstringentes, não precipitam a gelatina e também não curtem as
peles dos animais, todavia são adsorvidas por estas, mas basta a lavagem simples com água

para recuperar as catequinas. Portanto, correspondem ainda as propriedades características
dos taninos (Costa, et al., 1999). A catequina demonstra ainda possuir atividade antioxidante
e anti-apoptotica (Nanjo, 1996; Morei, 1999; Chan et al., 2002; Nie et al., 2002).

/•
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Figura 6 - Representação estrutural da catequina. A capacidade antioxidante destes

compostos vai estar relacionada com a presença dos gmpamentos catecol. Os quais vão
estabilizar radicais livres e se autoestabilizar em decorrência dos híbridos de ressonância

formados.

Catequina R1=OH; R2=H; R3=H

1.8 Relevância e Justificativa

Desde que o estresse oxidativo é o mecanismo primário envolvido na

patogenia da DP (Fahn and Cohen, 1992), compostos antioxidantes de ocorrência natural

tem atraído atenção particular devido sua abundância em chá (Camellia sinensis) extratos

(Chan et al., 2002), sua habilidade para atravessar a barreira hematoencefálica (catequinas

fenólicas) (Nakagawa and Miyazawa, 1997), e devido a sua capacidade antioxidante

relativamente alta oferecendo neuroproteção (Nanjo et al., 1996).

r
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Tendo em vista que na DP ocorre perda de neurônios dopaminergicos, possivelmente

em decorrência de um geração de radicais livres, e pelo fato de a fração tanino obtida da

Myracrodruon urundeuva e a catequina possuírem atividade antoxidante, o objetivo deste

trabalho foi estudar a atividade neuroprotetora destes compostos em modelo de degeneração

celular induzido pela 6-OHDA em cultura de células mesencefálicas de rato.

2.2 Objetivos Específicos

> Padronizar um método de cultura de células mesencefálicas de rato.

> Estudar os efeitos neuroprotetores da FT e catequina em modelo de morte neuronal

induzida pela 6-OHDA em células mesencefálicas de ratos.

> Avaliar a ação neuropreventiva e de neuroresgate da FT e catequina sobre a viabilidade

celular pelo método do MTT.

> Verificar a ação a FT e catequina sobre os níveis de nitorito e TBARS produzidos pela 6-

OHDA no modelo de neuroprevenção e de neuroresgate

/
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3. MATÉRIAS E MÉTODOS

3.1. Substâncias químicas

Catequina, glutamina, citarabina, 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT),

naftiletilenodiamina, e ácido tiobarbiturico, poli-lisina e sulfanilamida foram adquiridos da

Sigma, St. Louis, MO, USA. Meio essencial mínimo de Eagle (MEM) e soro de cavalo

foram obtidos da Gibco BRL. Bromidrato de 6-Hidroxidopamina (Sigma-USA),

Dexferoxamina mesilato (Sigma-USA), N-(l-naftil)-etilenodiamina diidrocloreto (Merck-

USA). Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico.

3.2. Extração da fração tanino (FT) obtido da Myracrodruon urundeuva

O extraio etilacetato (EAE) foi preparado de acordo com método previamente

descrito (Viana , et al.,1995) no Departamento de Química Orgânica pela professora Mary

Anne. O EAE foi extraído da casca da planta a partir de prévio tratamento com hexano para

remover de lipídios. A separação cromatográfica da EAE em uma coluna de sílica resultou

em sete frações das quais duas delas (F8-13) e (F 18) mostraram atividade antiinflamatória

(Bandeira, 2002) por monitoramento farmacológico. A análise química destas duas frações

mosta'ou que a primeira fração apresentava componentes chalconicos, ao passo que a

segunda possuía taninos (FT) onde o percentual da fração tânica nesse extrato é de 56,22% a

qual foi o objeto do presente trabalho.

3.3. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar grávidas, (200 - 240g) provenientes do biotério do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Ceará. Os animais

foram mantidos a 23-25 °C com ciclo claro/escuro, e alimentados com uma dieta padrão e

água ad libitum.

./
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3.4. Culturas de células mesencefálicas de rato

Os animais foram anestesiados e mortos por deslocamento cervical e sua área

abdominal foi aberta para a retirada dos embriões. As culturas de células mesencefálicas

contendo células neuronais e gliais foram obtidas de mesencéfalo de embriões de rato

Wistar de 17-20 dias de gravidez como descrito por Choi cols., (1987). As células

mesencefálicas foram então dissecadas mecanicamente e suspensas em Meio Essencial de

Eagle (MEM) completado com soro de cavalo 10%, estreptomicina (100 mg/ml), penicilina

(1000 UI/ml), actinomicina C (2.5 mg/ml), bicarbonato de sódio (24 mM) e glicose (11

mM). A suspensão de células foi plaqueada em placas multi-well de 96 poços preveamente

tratadas com poly-lisina com uma concentração de 5 x 10 células/poço. As culturas foram

mantidas a 37 °C em esUifa a 5% COz. Sete dias depois do plaqueamento, as culturas foram

utilizadas para experimentação.

3.5. Ensaio de neurotoxicidade

A neurotoxicidade foi avaliada usando o ensaio MTT (Mosmann , 1983), que se

baseia no fato de este sal (MTT) ser reduzido pelas mitocôndrias das células viáveis a um

sal (sal de Formazan), sendo a quantidade deste sal um indicativo da viabilidade celular.

Decorridos 7 dias de cultura, foram utilizados 2 protocolos experimentais. No primeiro, a

FT e catequina usados nas concentrações de l, 10 e 100 p-g/ml e dexferoxamina (40 p.M)

(usada como controle positivo) foram adicionados a cultura, 24 h antes da 6-OHDA (200

}iM) (modelo de neuroprevenção). No segundo ensaio, os compostos foram adcionadas a

cultura 3 h depois da 6-OHDA (modelo de neuroresgate). Decorridas 24h de incubação, foi

adicionado 200 |J,L de 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium brometo (MTT), na

concentração de 5mg/mL em cada poço, onde estas células foram incubadas por mais 3h.

Após este período, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se então 150 p.L de DMSO puro

para a lise das células e solubilização do formazan e, decorridos 15 min de agitação, a

absorbância foi medida com leitor de microplacas em 540 nm. A inibição da redução do

MTT indica a diminuição da viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em

sextuplicata e repetidos em três diferentes dias.



Modelo de neuroprevenção

29

11

j)

r
Ia 2a

rultura primária
de células

mesencefálicas

6a T

Troca do meio (sem
soro) Adição dos

protetores

ï
8a

Troca do meio e
Adição dos
protetores

I

24h. Determinação do
nitrito e realização do

3d ensaio de MTT e
Adição da TBARS
6-OHDA

9a

Manutenção da células

Modelo de neuroresgate

1a

Cultura primária
de células

mesencefálicas

I
2a ""6a '. I

8a

Troca do meio
e Adição da

Apenas troca do meio 6-OHDA
meio (sem soro)

9

24h. Determinação do
nitrito e realização do

ensaio de MTT e
3h TBARS

Adição dos
protetores

,a

Manutenção da células

3.6. Determinação de Nitrito

Após o período de incubação, a concentração de nitrito foi determinada segundo o

método de Green cols., (1981), que se baseia em revelar a presença de nitrito em uma

amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reação de diazotização que forma um

cromóforo de cor rósea, com pico de absorbância de 560 nm. Para esta experiência 100 |J,L

do reativo de Griess (sulfanilamida a 1%/ cloridrato de N-(l-naftil)-etilenediamina 0.1% /

H3PÜ4 em 1% / água destilada, na proporção de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 |^L do

sobrenadante da cultura de célula e incubado a temperatura ambiente por 10 min. A curva

padrão foi elaborada com várias concentrações de NaNOz (variando de 0,75 à 100 ^iM) sob

as mesmas condições. Os brancos foram preparados pela adição de 100 (iL do reativo de
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Griess a 100 p,L do meio de culhira e a absorbância foi medida em leitor de microplacas em

560 nm.

3.7. Determinação da peroxidação lipídica pela medição de tiobarbituricos (TBARS)

A peroxidação lipídica foi avaliada pela mensuração de substâncias tiobarbitúricas

ácido-reativas (TBARS) (Draper, et al., 1990). A peroxidação lipídica é uma das mais

importantes expressões orgânicas do esti-esse oxidativo induzido pela reatividade dos

radicais livres de oxigénio. O método mais empregado para determinação do MDA em

amostras biológicas é baseado na sua reação com ácido tiobarbitúrico (TBA). Nesta reação,

duas moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para

formar um pigmento róseo, que tem absorbância máxima em solução ácida em 532 a 535

nm. O coeficiente de extinção deste pigmento num comprimento de onda de 535 nm, pH

1,0, é 1,53 x 10 M . Após o período de incubação, o sobrenadante foi descartado e as

células foram Usadas com ImL de Triton X 100. Então, 250 |J.L do homogenato foi

adicionado a tibos de vidro, e incubados em banho-maria a 37 OC por l h, seguido por

adição de 400 (J,L de ácido perclórico 35% para precipitar proteínas. A mistura foi

centa^fúgada a 1400 g por 10 min. e 600 p.L do sobrenadante foi adicionado a 200 p.L de

uma solução de ácido tiobarbitúrico a 1,2%. A mistura foi levada a banho-maria e aquecida

a 95 °C por 30 min. Após resfriada, a absorbância foi medida em um leitor de microplacas a

535 nm.

<
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3.8 Análise Estatística

A análise estatística foi feita utilizando o programa Graph Pad prism 3.0 Para

comparação entre as médias foi feita uma análise de variância (ANO VA) seguida pelo teste

de Dunnet, as diferenças foram consideradas estatisticamente significaticativas quando

P<0,05. Os valores foram expressos como Média ± EPM.

f



32

4.RESULTADOS

4.1. Efeito citotóxico da 6-OHDA sobre a viabilidade de células mesencefálicas de rato.

A Figura 7 mostra a cultura de células mesencefálicas de rato na presença ou

ausência da 6-OHDA (200 ^iM). Podemos observar uma grande redução na população de

células e grande presença de fragmentos celulares.

A figura 8 mostra o efeito da 6-OHDA nas concentrações de 40, 200 e 400 p,M,

equivalente a 10, 50e 100 p.g/mL sobre a viabilidade celular. Os resultados mostram que a

6-OHDA na concentração de 40 p.M não tem efeito tóxico, a adição de 200 e 400 [iM

diminuíram a viabilidade celular em 41% e 34% respectivamente, demonstrando um efeito

máximo na concentração de 200 |-iM (absorbância pelo MTT: conti'ole = 0,108 ± 0,003; 6-

OHDA 40 ^iM = 0,102 ± 0,012; 6-OHDA 200 (iM = 0,064 ± 0,000; 6-OHDA 400 [iM =

0,071 ± 0,010).

f
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gura 8 - Efeito da 6-OHDA sobre a viabilidade celular mesencefálicas de rato. As células
ram cultivadas durante 7 dias, após este período foram cultivadas com 6-OHDA (40, 200,
O^iM) durante 24h. Após o ü-atamento a viabilidade celular foi detenninada pelo MTT. Os
lores estão expressos como média ± EPM a vs conti-ole, P< 0,05 (ANO VA e teste de
mnet).
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4.2. Efeito da 6-OHDA sobre a produção de nitrito em cultura de células

mesencefálicas de rato

A figura 9 mostra que a 6-OHDA promoveu um aumento dose dependente nas

concentrações de niti-ito quando comparado com controle (conü-ole = 4,102 ± 0,3973 p.M; 6-

OHDA 40 |^M = 15,460 ± 0,3084 ^iM; 6-OHDA 200 ^iM - 18,450 ± 0,3971 ^iM; 6-OHDA

400 |^M = 20,85 ± 0,6242 ^iM, (P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).

•i

/
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Figura 9 - Efeito da 6-OHDA sobre os níveis de niti'ito em células mesencefálicas

de rato. As células foram cultivadas durante 7 dias, após este período foram

cultivadas com 6-OHDA (40, 200, 400p,M) durante 24h. Após o tratamento os

níveis de niti'ito foram determinados . Os valores estão expressos como média ±

EPM a vs controle, P< 0,05 (ANOVA e teste de Dimnet).
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4.3. Efeito da 6-OHDA sobre os níveis de TBARS em culturas de células

mesencefálicas de rato.

A figura 10 mostra que a 6-OHDA promoveu um aumento dose dependente nas

concentrações de TBARS em relação ao controle (TBARS: absorbância controle = 0,1060

± 0,004; 6-OHDA 40 ^iM = 0,1837 ± 0,003; 6-OHDA 200 [iM = 0,2626 ± 0,011; 6-OHDA

400 yM = 0,3039 ± 0,117)(P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 10 - Efeito da 6-OHDA sobre os níveis de TBARS em células mesencefálicas de

rato . As células foram cultivadas durante 7 dias, após este período foram cultivadas com

6-OHDA (40, 200, 400|^M) durante 24h. Após o tratamento os níveis de TBARS foram

determinados . Os valores estão expressos como média ± EPM a vs controle, P< 0,05

(ANOVA e teste de Duimet).
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4.4. Efeito da citarabina e dexferoxamina sobre a viabilidade de células mesencefálicas

de ratos expostas a 6-OHDA

A figura 11 mostrou que a inibição da divisão de células não neuronais,

principalmente as células gliais, pela citarabina (10 M), tanto isolada quanto em associação

com a 6-OHDA, não demonstrou nenhum efeito sobre a neurotoxicidade induzida pela

neurotoxina 6-OHDA em células mesencefálicas de ratos como medido pelo método do

MTT (absorbância controle = 0,1257 ± 0,003; 6-OHDA 200 ^M = 0,0460 ± 0,004;

Citarabina 10~5 M = 0,1203 ± 0,004; Cit + 6-OHDA 200 i^M = 0,0540 ± 0,002)(P<0,05,

ANO VA e teste de Dunnet).

A dexferoxamina (40|j.M), usada como contorole positivo, quando administi-ada

isoladamente, não promoveu nenhuma alteração na viabilidade celular. No entanto, quando

associada com a 6-OHDA 200 [iM, promoveu uma citoproteção de 76%. Os resultados

mostram ainda que a adição de 200 p,M da neurotoxina diminui em 60% a viabilidade

celular (absorbância pelo MTT: controle = 0,125 ± 0,003; 6-OHDA 200 [iM = 0,046 ±

0,004; Dex 40 j^M = 0,1240 ± 0,005; Dex 40 + 6-OHDA = 0,0818 ± 0,001).

li
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Figura 11- Efeito da citarabina e dexferoxaniina sobre a viabilidade de
células mesencefálicas de rato ti-atados com 6-OHDA(200|^m). As

células foram cultivadas durante 7 dias, após este período foram

cultivadas com citarabina (10'5M) e dexferoxamina (40^M) durante
24h. Após o ü-atamento a viabilidade celular foi determinada pelo
MTT. Os valores estão expressos como média ± EPM, a vs controle, b
vs 6-OHDA (P< 0,05, ANO VA e teste de Dunnet).
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4.5. Efeito da dexferoxamina sobre a produção de nitrito em cultura de células

mesencefálicas de rato na presença ou ausência de 6-OHDA

A figura 12 mostra que a dexferoxamina não promoveu alterações nas concentrações

de nitrito quando comparado com controle (controle = 4,102 ± 0,3973 {^M; 6-OHDA= 18,45

± 0,3971 ^M; dexferoxamina = 5,622 ± 0,1025 pM, P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet). A

dexferoxamina não reverteu os níveis de nita-ito produzidos pela 6-OHDA (dexferoxamina

40 [íM + 6-OHDA = 18,97 ± 0,5578 (^M) (P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).

./
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Figura 12 - Efeito da dexferoxamina sobre os níveis de niti-ito em
cultura de células mesencefálicas de rato na presença ou ausência de 6-
OHDA As células foram cultivadas durante 7 dias, após este período

foram cultivadas com dexferoxamina (40p.M) durante 24h. Após o
ti'atamento os níveis de nitrito foram determinados. Os valores estão

expressos como média ± EPM a vs controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05,

ANOVA e teste de Dunnet).
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4.6. Efeito da dexferoxamina sobre a produção de TBARS em cultura de células

mesencefálicas de rato na presença ou ausência de 6-OHDA

A figura 13 mostra que a exposição das células à 6-OHDA aumentou

significativamente em 103% os níveis de TBARS em relação ao controle (TBARS

absorbância: controle = 0,108 ± 0,004; 6-OHDA = 0,252 ± 0,011). A dexferoxamina na

concenü-ação de 40 |^M conseguiu reverter este efeito, ta-azendo os níveis de TBARS para

proximo do controle (TBARS absorbância: Dexferoxamina = 0,116 ± 0,005;

Dexferoxamina + 6-OHDA= 0,113 ± 0,006)(P<0,05, ANO VA e teste de Dunnet).

/
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Figura 13 - Efeito da dexferoxamina sobre os níveis de TBARS em

cultura de células mesencefálicas de rato na presença ou ausência de

6-OHDA. As células foram cultivadas durante 7 dias, após este período

foram cultivadas com dexferoxamina (40p,M) durante 24h. Após o

tratamento os níveis de TBARS foram determinados. Os valores estão

expressos como média ± EPM a vs conti-ole, b vs 6-OHDA (P< 0,05,

ANO VA e teste de Dunnet).
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4.7. Efeito neuropreventivo da fração tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva
em células mesencefálicas de ratos expostos à 6-OHDA

A Figura 14 mostra o efeito da fração tanino (FT) na cultura de células

mesencefálicas de rato na presença de 6-OHDA. Podemos observar uma manutenção da

integridade das células quando comparadas ao controle.

A figura 15 mostra que a FT quando adicionada 24h antes da 6-OHDA, mosti-a um

efeito preventivo sobre a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA em células mesencefálicas

de rato. Os resultados mosfa-am que a adição de 200 p,M da neurotoxina diminuiu em 40% a

viabilidade celular (absorbância pelo MTT: controle - 0,108 ± 0,003; 6-OHDA 200 [M =

0,065 ± 0,000). A FT isoladamente promoveu, nas concentrações de l, 10 e 100 f-ig/ml, um

aumento da viabilidade celular em relação ao controle (absorbância pelo MTT: Controle =

0,108 ± 0,003; FT 1 = 0,129± 0,002 (aumento da viabilidade em relação ao controle)

(19,4%); FT 10= 0,138 ± 0,005 (27,7%); FT 100 = 0,208 ± 0,009 (92%). A FT em
associação com a 6-OHDA nas concentrações de l, 10 e 100 f^g/ml preveniu

significativamente a toxicidade induzida pela OHDA (absorbância pelo MTT: 6-OHDA 200

[XM = 0,065 ± 0,000; FT 1 + 6-OHDA = 0,077 ± 0,001 (aumento da viabilidade em relação

a 6-OHDA 200 ^iM) (18%); FT 10 + 6-OHDA = 0,084 ± 0,003 (29%); FT 100 + 6-OHDA
=0,100 ±0,006 (53%)).
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Figura 14- Efeito da fi-ação tanino (FT) na cultura de células mesencefálicas de rato na

presença de 6-OHDA. a gmpo controle (40X) b gmpo 6-OHDA f40X) c empo FT+6-

OHDA (40X).
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Figura 18 - Efeito neuropreventivo da Catequina (Cat) em cultura de
células mesencefálicas de rato expostos a 6-OHDA. As células foram
cultivadas durante 7 dias. A Cat (l, 10, 100(ig/mL) foi adicionada
24h antes da 6-OHDA 200|^M. Após o tratamento a viabilidade
celular foi determinada pelo MTT. Os valores estão expressos como
média ± EPM, a vs confa-ole, b vs 6-OHDA 50 (P < 0,05, ANOVA
e teste de Dunnet).
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4.10 Efeito de neuroresgate da catequina em células mesencefálicas de ratos expostos à
6-OHDA

A figura 19 mostra que a catequina quando adicionada 3h após à 6-OHDA, mostra
um efeito de neuroresgate sobre a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA em células
mesencefálicas de rato. Os resultados mostram que a adição de 200 |J-M da neurotoxina
diminiu em 54% a viabilidade celular (absorbância pelo MTT: controle = 0,115 ± 0,003; 6-
OHDA 200 |J,M = 0,065 ± 0,000). A catequina isoladamente nas concentrações de l, 10 e
100 pg/ml, não promoveu nenhuma alteração na viabilidade celular em relação ao controle
(absorbância pelo MTT: controle - 0,115 ± 0,003; Cat I ^ig/ml = 0,107 ± 0,003; Cat 10
^ig/ml = 0,101 ± 0,002; Cat 100 i^g/ml = 0,101 ± 0,002). A catequina em associação corn a

6-OHDA na concentração de 100 |^g/ml reverteu significativamente a toxicidade induzida
pela 6- OHDA (absorbância pelo MTT: 6-OHDA 200 ^iM = 0,063 ± 0,005; Cat I + 6-
OHDA = 0,067 ± 0,001 (6%) (viabilidade em relação ao controle); Cat 10 + 6-OHDA =
0,074 ± 0,002 (17%); Cat 100 + 6-OHDA = 0,086 ± 0,005 (36%).

/
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Figura 19 - Efeito de neuroresgate da Catequina (Cat) em células mesencefálicas
de ratos expostos à 6-OHDA. As células foram cultivadas durante 7 dias. A Cat

(l,10,100^ig/ml) foi adicionada 3h após à 6-OHDA 200^iM. Após o ti-atamento a
viabilidade celular foi determinada pelo MTT. Os valores estão expressos como
média ± EPM, a vs controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05, ANO VA e teste de Dunnet).
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4.11 Efeito da fração Tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva sobre a
formação de nitrito em células mesencefálicas de ratos expostos à 6-OHDA (Modelo de

Neuroprevenção)

A figura 20 mostra que a FT, adicionada 24h antes da 6-OHDA (200|j,M), não alterou
as concentrações de nitrito quando comparado com controle (controle = 0,187 ± 0,0750 [iM;
6-OHDA= 8,420 ± 0,452 p.M). A FT não conseguiu reverter os níveis de niü-ito produzidos
pela adição de 6-OHDA, (6-OHDA= 8,420 ± 0,452 ^iM; FT l + 6-OHDA - 14,62 ± 0,466
[iM; FT 10 + 6-OHDA = 15,45 ± 0,248 ^iM; FT 100 + 6-OHDA - 17,59 ± 0,404 [M,
P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).

./
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Figura 20 - Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre a

fonnação de nitnto em cultura de células mesencefálicas de ratos expostos

à 6-OHDA (modelo de neuroprevenção). As células foram cultivadas

durante 7 dias.A FT (1, 10, 100}.Lg/ml) foi adicionada 24h antes da 6-

OHDA 200|j.M. Após o ti'atamento os níveis de niti-ito foram

detemúnados . Os valores estão expressos como média ± EPM, a vs

conti-ole (P< 0,05, ANO VA e teste de Dunnet).
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4.12 Efeito da fração Tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva sobre a
formação de nitrito em células mesencefálicas de ratos expostas à 6-OHDA (Modelo de
Neuroresgate)

A figura 21 mostra que a FT não alterou os níveis de nitrito quando adicionada 3h
após à 6-OHDA 200 [iM (controle = 3,528 ± 0,397 ^iM; 6-OHDA= 18,00 ± 0,397 [iM; FT l
I^M = 0,147 ± 0,143 pM; FT 10 ^iM - 0,106 ± 0,084 yM; FT 100 ^iM = 0,147 ± 0,146 f^M).
A FT não conseguiu reverter os níveis de nitrito produzidos pela adição de 6-OHDA (6-
OHDA== 18,00 ± 0,397 ^iM; FT 1 ^iM + 6-OHDA- 16,66 ± 0,862 [xM; FT 10 ^M+ 6-
OHDA - 16,86 ± 0,556 |iM; FT 100 [M + 6-OHDA = 17,59 ± 0,404 [iM, P < 0,05,
ANO VA e teste de Dunnet).
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Figura 21 - Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre a fonnação
de nitiito em cultura de células mesencefálicas de ratos expostas à 6-OHDA
(modelo de neuroresgate). As células foram cultivadas durante 7 dias. A FT (l,
10, lOO^ig/ml) foi adicionada 3h após a 6-OHDA 200^iM. Após o ti-atamento os
níveis de nitrito foram determinados. Os valores estão expressos como média ±

EPM, a vs controle (P< 0,05, ANO VA e teste de Dunnet).
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4.13 Efeito da Catequina sobre a formação de nitrito em células mesencefálicas de

ratos expostos à 6-OHDA (Modelo de Neuroprevenção)

A figura 22 mostra que a 6-OHDA (200 (J.M) levou a um aumento de 4400% na

concentração de nitrito. Já a catequina não promoveu isoladamente alterações significativas

nas concentrações de nitrito quando comparado com confa-ole (controle = 0,187 ± 0,075 p.M;

6-OHDA= 8,420 ± 0,452 |^M; Cat 1 [iM = 0,388 ± 0,131 [)M; Cat 10 [iM = 0,227 ± 0,086

|J,M; Cat 100 (J.M = 0,428 ±0,108 p-M). Quando associada com a 6-OHDA, a catequina não

promoveu alteração significativa dos níveis de nitrito (6-OHDA= 8,420 ± 0,452 p-M; Cat l

[iM + 6-OHDA= 8,862 ±0,133 yM; Cat 10 ^iM + 6-OHDA = 8,942 ±0,108 ^M; Cat 100

I^M + 6-OHDA = 9,665 ± 0,148 ^iM, P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).

<
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Figura 22 - Efeito da Catequina (Cat) sobre a formação de niti-ito em cultura de
células mesencefálicas de ratos expostos à 6-OHDA (modelo de
neuroprevenção). As células foram cultivadas durante 7 dias. A Catequma (l, 10,
lOO^ig/ml) foi adicionada 24h antes da 6-OHDA 200^iM. Após o tratamento os"
níveis de nitiito foram determinados . Os valores estão expressos como média ±
EPM, a vs controle (P< 0,05, ANO VA e teste de Dunnet).
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4.14 Efeito da Catequina sobre a formação de nitrito em células mesencefálicas de

ratos expostos à 6-OHDA (Modelo de Neuroresgate)

A figura 23 mostra que a 6-OHDA (200 p,M) levou a um aumento de 4400% na

concentração de nitrito. Já a catequina não promoveu alteração na concentração de nitrito

(controle = 3,528 ± 0,397; 6-OHDA 200 [M = 18,00 ± 0,397). A catequina em associação

com a 6-OHDA, nas concentrações de l, 10 e 100 |-ig/ml, não promoveu nenhuma alteração

nos níveis de nifrito produzidos pela 6-OHDA (6-OHDA 200 pM = 18,00 ± 0,397; Cat l

pM + 6-OHDA = 17,38 ± 0,545; Cat 10 pM + 6-OHDA = 16,83 ± 0,464; Cat 1 i^M + 6-

OHDA=17,66±0,437).
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Figura 23 - Efeito da Catequina (Cat) sobre a fonnação de nitrito em cultura de células

mesencefálicas de ratos expostos à 6-OHDA (modelo de neuroresgate). As células

foram cultivadas durante 7 dias. A Catequina (l, 10, 100|j.g/ml) foi adicionada 3h após

à da 6-OHDA 200[iM. Após o tratamento os níveis de nitrito foram determinados . Os

valores estão expressos como média ± EPM, a vs conti-ole (P< 0,05 ANOVA e teste de

Dunnet).
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4.15 Efeito fração tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva sobre os níveis de

TBARS em células mesencefálicas de ratos quando adicionada antes da 6-OHDA 200

p,M (modelo de neuroprevenção)

A figura 24 mostora que a exposição das células à 6-OHDA aumentou

significativamente em 103% os níveis de TBARS em relação ao controle (TBARS

absorbância: controle = 0,108 ± 0,004; 6-OHDA - 0,252 ± 0,011). A FT isoladamente nas

concentrações de l, 10 e 100 |j,g/mL não alterou os níveis de TBARS (TBARS absorbância:

FT 1 = 0,127 ± 0,006; FT 10 = 0,108 ± 0,004; FT 100 - 0,118 ± 0,010). No entanto, quando

em associação, a FT nas concentrações de l, lOe 100 j^g/mL reverteu completamente os

níveis de TEARS produzidos pela 6-OHDA (TBARS absorbância: FT l + 6-OHDA= 0,119

± 0,003 (53%) (diminuição em relação à 6-OHDA); FT 10 + 6-OHDA = 0,136 ± 0,008

(46%); FT 100 + 6-OHDA = 0,160 ± 0,013 (36%), P<0.05, ANO VA e teste de Dunnet).

1
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Figura 24 - Efeito da FT isolada àa. Myracrodruon urundeuva sobre os níveis
de TBARS em células mesencefálicas de rato. As células foram cultivadas

durante 7 dias. A FT (IJOJOO^ig/ml) foi adicionada 24h antes da 6-OHDA

200|j.M (modelo de neuroprevenção). Após o tratamento os níveis de TBARS

foram determinados. Os valores estão expressos como média ± EPM, a vs

controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05, ANO VA e teste de Dunnet).
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4.16 Efeito fração tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva sobre os níveis de
TEARS em células mesencefálicas de ratos quando adicionada após à 6-OHDA 200
|J,M (modelo de neuroresgate)

A figura 25 mostra que a exposição das células à 6-OHDA aumentou
significativamente em 284% os níveis de TBARS em relação ao contorole (TBARS
absorbância: controle = 0,046 ± 0,003; 6-OHDA = 0,177 ± 0,027). A FT isoladamente nas
concentrações de l, 10e 100 p.g/mL alterou os níveis de TBARS em relação ao controle
(TBARS absorbância: TEF l = 0,127 ± 0,006; TEF 10 = 0,108 ± 0,004; TEF 100 = 0,118 ±
0,010). Quando em associação, a FT nas concentrações de l, 10 e 100 |j.g/mL reverteu os
níveis de TBARS produzidos pela 6-OHDA (TBARS absorbância: TEF l + 6-OHDA=
0,071 ± 0,011; TEF 10 + 6-OHDA - 0,065 ± 0,005; TEF 100 + 6-OHDA = 0,089 ± 0,009,
P<0.05, ANOVA e teste de Dunnet).

./
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Figura 25 - Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre os níveis
de TBARS em cultura de células mesencefálicas de ratos expostos à 6-
OHDA. As células foram cultivadas durante 7 dias. A FT (l,10,100p.g/ml) foi

adicionada 3h após à 6-OHDA 200p.M (modelo de neuroresgate). Após o
tratamento os níveis de TBARS foram determinados . Os valores estão

expressos como média ± EPM, a vs controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05,
ANO VA e teste de Dimnet).
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4.17 Efeito da catequina sobre os níveis de TBARS em células mesencefálicas de ratos
quando adicionada antes da 6-OHDA 200 pM (modelo neuroprevenção)

A figura 26 mostra que a exposição das células à 6-OHDA aumentou

significativamente em 284% os níveis de TBARS em relação ao controle (TBARS

absorbância: controle = 0,046 ± 0,003; 6-OHDA = 0,177 ± 0,027). A catequina nas

concentrações de l, 10 e 100 p.M alterou os níveis de TBARS em relação ao controle

(TEARS absorbancia: Cat 1 = 0,103 ± 0,007; Cat 10 = 0,115 ± 0,015; Cat 100 = 0,106 ±

0,003). Quando em associação, a catequina nas concentrações de l, 10 e 100 p.g/mL

reverteu os níveis de TEARS produzidos pela 6-OHDA (TBARS absorbância: Cat l + 6-

OHDA = 0,130 ± 0,007; Cat 10 + 6-OHDA = 0,124 ± 0,004; Cat 100 + 6-OHDA = 0,105 ±

0,001, P<0.05, ANO VA e teste de Dunnet).
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Figura 26 - Efeito da Catequina sobre os níveis de TBARS em células

mesencefálicas de rato. As células foram cultivadas durante 7 dias. A Catequina

(l,10,100|j.g/ml) foi adicionada 24h antes da 6-OHDA> 200}.iM (modelo de

neuroprevenção). Após o ti-atamento os níveis de TBARS foram determinados. Os

valores estão expressos como média + EPM, a vs conti-ole, b vs 6-OHDA (P<

0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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4.18 Efeito da catequina sobre os níveis de TBARS em células mesencefálicas de ratos

quando adicionada após à 6-OHDA 200 pM (modelo de neuroresgate)

A figura 27 mostra que a exposição das células à 6-OHDA aumentou

significativamente em 284% os níveis de TEARS em relação ao controle (TBARS

absorbância: controle = 0,046 ± 0,003; 6-OHDA = 0,177 ± 0,027). A catequina nas

concentrações de l, 10 e 100 (J.M alterou os níveis de TBARS em relação ao controle

(TBARS absorbância: Cat I = 0,103 ± 0,007; Cat 10 = 0,115 ± 0,015; Cat 100 = 0,106 ±

0,003). Quando em associação, a catequina nas concentrações de l, 10 e 100 ^ig/mL

reverteu os níveis de TEARS produzidos pela 6-OHDA (TBARS absorbância: Cat l + 6-

OHDA = 0,051 ± 0,005; Cat 10 + 6-OHDA - 0,052 ± 0,003; Cat 100 + 6-OHDA = 0,053 ±

0,010, P<0.05, ANOVA e teste de Dunnet).

>
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Figura 27 - Efeito da Catequina sobre os níveis de TBARS em células
mesencefálicas de rato. As células foram cultivadas durante 7 dias. A

Catequina (l,10,100|j.g/ml) foi adicionada 3h após à 6-OHDA lOO^M
(modelo de neuroresgate). Após o tratamento os níveis de TBARS foram
detei-minados. Os valores estão expressos como média ± EPM, a vs conti-ole,
b vs 6-OHDA (P< 0,05, ANO VA e teste de Dmmet).
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5. DISCUSSÃO

Uma superprodução desequilibrada de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode

aumentar o estresse oxidativo, o qual pode induzir dano neuronal, e em última instância,

conduzir para morte neuronal por apoptose ou necrose. Muitas evidências indicam que o

estresse oxidativo está envolvido na patogenia de várias doenças neurodegenerativas. Vários

estudos mostram que antioxidantes nutricionais (principalmente vitamina E e polifenois)

podem bloquear a morte neuronal in vitro, e podem ter propriedades terapêuticas em

modelos animais de doenças neurodegenerativas incluindo a DP. Além disso, dados clínicos

sugerem que antioxidantes nutricionais podem apresentar algum efeito protetor contra a DP

(Di Matteo et al., 2003).

Acredita-se que os radicais livres têm uma importante participação na patogênese de

varias doenças, incluindo a DP (Chun-Ching, 2003). O estudo dos radicais livres e

antioxidantes na biologia está produzindo uma revolução médica que promete uma nova era

para a saúde e o tratamento das doenças. Em relação às reações oxidativas, as espécies

reativas de oxigénio (ROS) tem um papel importante em doenças degenerativas crónicas,

incluindo câncer, doenças autoimunes, inflamatórias, cardiovasculares e neurodegenerativas

(doença de Parkinson) (Amoma et al., 2003). Influências dietéticas no estresse oxidativo

tem sido investigadas como tendo um importante papel na etiologia da DP (Powers et al.,

2003).

As mitocôndrias são a maior fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma

disfunção mitocondrial tem sido relacionada com algumas doenças neurodegenerativas

(Browne et al., 2003). Existem evidências consideráveis sugerindo que a deficiência

mitocondrial e o estresse oxidativo podem ter um papel na patogênese da doença de

Parkinson (DP). Esta possibilidade tem sido reforçada por estudos recentes em modelos

animais, os quais mostraram que um inibidor seletivo do complexo I da cadeia

transportadora de elétrons pode produzir um modelo animal que mimetiza os achados

bioquímicos e histopatologicos da DP.

O estresse oxidativo pode ser um componente importante na neurodegeneração nigral

dopaminérgica na DP e fenómenos semelhantes foram observado em animais ü-atados com

6-OHDA, sendo então utilizados como modelos de parkinsonismo. A inibição de enzimas
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respiratórias pela 6-OHDA é reversível e insensível a compostos removedores de radicais

livres e queladores de ferro com a exceção da dexferoxamina (Youdin et al., 1997).

Pesquisas contínuas permanecem tentando diminuir as dificuldades associadas com

métodos usados na avaliação das ações de antioxidante in vivo (Amoma et al., 2003). O

aumento de entendimento da ligação entoe radicais derivados de oxigénio e doenças,

incluindo o processo biológico de envelhecimento, tem estimulado interesse geral na

modulação destes eventos biológicos (Manda et al., 2003). A natureza difusa das lesões na

síndrome neurodegenerativa parkinsoniana explica a ineficácia de tratamentos

característicos e o interesse potencial em tratamentos com neuroprotetores, que podem

lentificar ou prevenir a degeneração de neurônios em estmturas envolvidas nos processos

degenerativos (Destee et al., 2003).

In vitro a 6-OHDA induz apoptose em células PC 12 as quais secretam dopamina e

possui um transportador dopaminérgico, sendo frequentemente utilizadas em modelos de

doença de Parkinson (Jeon et al., 1995).

No sistema nervoso central, as vias dopaminérgicas são a via Nigro-estriatal,

envolvida com o controle motor, e a via mesolímbica e mesocortical relacionada com o

comportamento, emoções e nos sistemas de recompensa e via tubero-infündimbular

relacionada com a liberação de hormônios de liberação hipotalâmica. Na DP, a região

Nigro-estíatal esta relacionada com a diminuição de células dopaminérgicas na substância

negra, no mesencéfalo. Cultura de células dessa região são utilizadas como modelo de DP

para se testar drogas com ação neurotóxicas ou neuroprotetoras. No nosso trabalho

utilizamos esse tipo de cultura usando a 6-OHDA como neurotoxina.

A 6-OHDA é uma inibidora do complexo mitocondrial I e IV, e pode reproduzir

dano celular semelhante ao da DP (Jeon et al., 1995). Esta neurotoxina catecolaminergica

foi encontrada endogenamente em pacientes com DP (Glinka e Youdin.,1997). O

mecanismo da toxicidade induzida pela 6-OHDA tem sido sumarizado em duas vias (Glinka

et al., 1997; Soto-Otero et al., 2000 ; Woodgate te al., 1999; Bloum et al., 2000; Wu et al.,

1996). Uma é a via de toxicidade extracelular: a 6-OHDA gera HzOz e ouü-as espécies

\
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reativas do oxigénio através de auto oxidação, gerando dano celular (Bloum et al., 2000; Wu

et al., 1996;Gassen et al., 1998; Yamada et al., 1997). A outra via está relacionada com a

intemalização da 6-OHDA por transportadores dopaminérgicos, como p. ex. nas células

PC12 (Jeon et al., 1995) e a consequente geração de ROS intracelular (Glinka et al.,1995)

tanto por inibição do complexo I e IV da cadeia transportadora de eléfrons mitocondrial ou

por desaminação enzimática da MÃO.

A medidas da atividade enzimática pode ser utilizada como ferramenta para se

detenninar a viabilidade celular. Denti-e elas a medida da clivagem do sal de tetrazólium

(MTT) pelas desidrogenases mitocondriais formando um sal de tetrazólium o qual é um

ótimo modelo para se testar viabilidade celular (Guangjun et al., 2002).

No nosso trabalho, a 6-OHDA promoveu uma diminuição na viabilidade celular em

toma de 40%, demonstrando um efeito máximo na concenti-ação de 200 |J,M. Segundo a

literatura, nesse, tipo de cultora a percentagem de células dopaminérgicas é em tomo de 1%

(Nie et al., 2002). Trabalhos relatam que na presença de 6-OHDA, em concentrações de até

lOOpM, nessas cultjras, os sistemas de oxiredução, representados pela glutationa,

superoxido desmutase e catalase das células, conseguem proteger do dano oxidativo, no

entanto, em concentrações acima lOOjj.M, esses sistemas são^ sobrepujados e não mais

existiria essa proteção, levando a morte das células (Steven et al., 1995). O fato de termos

obtido um percentual de morte tão grande nos leva a pensar em uma inespecificidade da 6-

OHDA nesta concentração, deixando a droga de ser seletiva para células dopaminérgicas,

atingindo a outros tipos neuronais produtores de monoaminas, como a noradrenalina e a

serotonina, e células não neuronais, como as células gliais. Isto está de acordo com o

trabalho de Nie e cols. (2002).

Com o objetivo de avaliar a interferência das células gliais na citotoxicidade induzida

pela 6-OHDA, usamos a citarabina em cultura de células neuronais a partir do sétimo dia de

cultura. As células gliais são componentes da chamada neuroglia, presente no SNC. O

termo neoróglia foi elaborado por Rudolph Virchow em 1859, o qual a conceituou como um

tecido conectivo inativo. Técnicas recentes têm demonstrado que existem três tipos

celulares na neuroglia: os astrócitos, oligodendrócitos e micróglia. Os asti'ocitos revestem
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toda a estmtura neuronal e vascular (Miller & Szigeti, 1991). Denfa-e as funções normais no

sistema nervvoso central podemos destacar a manutenção da homeostase do potássio

(redistribuição para os tecidos de baixa concentração ou para o espaço vascular) (Gardner-

Medwin, 1983); o metabolismo do COz (manutenção do pH extracelular nos limites

normais) (Kimelberg & Bourke., 1982); recaptação de vários neurotransmissores, tais como

glutamto e GABA (Tang & Orkand, 1986). Poucos segundos após a injúria os asta-ócitos

podem ser observados com um aumento de volume (Kimelberg et al., 1990), após algumas

horas podem-se observar, aumento na expressão da GFAP (glial fibrilary acidic protein)

(Lindsay, 1986; Murray et al., 1990), expressão de proteínas do complexo de

histocompatibilidade maior (MHC tipo I e II) (Fontana et al., 1984 ; Olsson et al.,1987;

Johns et al., 1992) e finalmente, após dias se observam hipertrofia, proliferação e migração

dos astrócitos (Del Rio et al.,1991; Miyake et al., 1992).

Células com a capacidade de fagocitose estão presentes no SNC e esta capacidade é

prontamente ativada no local da injúria, resultando na morte celular ou processo de

degeneração celular. Além disso, o dano pode atrair macrófagos do sangue. O termo

"micróglia ramificada" é aplicado aos macrófagos com uma forma característica no

parênquima cerebral. Estudos sugerem que estas células derivem de macrófagos derivados

do sangue (Ling & Wong, 1993), assim a micróglia seria somente um componente da

população de macrófagos cerebrais, com uma população de macrófagos perivasculares

separados por parênquima pela lâmina basal (derivados dos monócitos do sangue), servido

como células apresentadoras de antígenos e interagindo com o sistema imune (Lassmann et

al.,1993). Os macrófagos fagocitam os debris celulares que se formam, as micróglias

ativadas podem liberar citocinas, tais como, interleucina-1, que podem agir nas células

endoteliais aumentando a adesão destas aos macrófagos e leucócitos (Pober & Cotran,

1990). Além disso os macrófagos podem matar células normais (Giulian et al., 1993) e

também lisar oliodentrócitos aparentemente por gerar radicais livres e induzir a peroxidação

lipídica (Merril & Zimmerman, 1991).

Nossos resultados demostraram que a inibição da divisão de células não neuronais,

principalmente as células gliàis, pela citarabina, tanto isolada quanto em associação com a

6-OHDA, não demonstrou nenhum efeito sobre a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA
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em células mesencefálicas de ratos, o que era esperado, já que o tempo do experimento não
ultrapassou a nove dias, tempo insuficiente para que a presença de células gliais interferisse
no experimento, pois neste período não há tempo suficiente para a proliferação de células
não neuronais a ponto de atingir um percentual que possa afetar significativamente nossos
resultados (Michael, 1999).

A geração de ROS é considerada como um evento primário em uma variedade de

condições esta-essantes (Noctor et al., 1998). A peroxidação lipídica é uma das mais

importantes expressões orgânicas do esü-esse oxidativo, induzida pela reatividade dos

radicais livres do oxigénio. O método mais empregado para determinação do MDA em
amostras biológicas é baseado na sua reação com TBARS. E geralmente aceito que as ROS
sob condições de esti'esse são um fator prejudicial, o qual causa peroxidação lipídica,
inativação enzimática, e prejuízo oxidativo para o DNA (Blokhina et al.,2000).

A 6-OHDA além de ser desaminada por monoamino oxidases com formação de água
oxigenada (HzO;) e espécies reativas de oxigénio (Cohen and Heikkila, 1974), também
libera ferro da ferritina e promove peroxidação lipídica dependente de ferritina (Monteiro
and Winterboum, 1989) e convincentemente inibe a atividade do complexo l mitocondrial
(Glinka and Youdim, 1995).

O Fe ao interagir com o peróxido de hidrogénio gera, como produtos radicais
hidroxila que aumentam o estresse oxidativo. Na presença de dexferoxamina, este íon estará
indisponível, por estar complexado com a dexferoxamina, não ocorrerá o aumento do
esti-esse oxidativo (Guangjun et al., 2002). Vale também destacar a influencia da outras
células visto que a nossa cultura de células mesencefélicas de rato é uma cultura mista. A
Inibição da respiração mitocondrial pode ser considerada como um evento primário, o qual
então desencadeia a sequência de resultados levando a processos tóxicos e morte celular.
Em contraste com outros queladores, como EDTA, a dexferoxamine previne a inibição da
NADH desidrogenase pela 6-OHDA e protege ratos da morte induzida por injeção
intracerebral de 6-OHDA in vivo. (Bem-Shachar et al., 1991). Contido, sua propriedade
queladora de metal e seu efeito antioxidante não parece ser importante nesta neuroproteção
e sim uma interação direta entre dexferoxamina e/ou a própria enzima ou 6-OHDA.
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Em nosso ta-abalho a dexferoxamina, um agente quelador de ferro, usada como

controle positivo, quando associada com a 6-OHDA 200 p.M, promoveu uma citoproteção

de 76%, o que está relacionado com a sua ação queladora de ferro. Alguns trabalhos relatam

que queladores de ferro, como a desferoxamina, são altamente efetivos em induzir

neuroproteção in vivo e in vitro (Guangjun et al., 2002). No presente estudo, a

desferoxamina (40 |^M), quando associada com a 6-OHDA, promoveu neuroproteção.

Trabalhos demonstram (Glinka et al.,1996) que a dexferoxamina ativa a NADH

desidrogenase até na ausência de 6-OHDA e portanto ela provavelmente atuaria diretamente

sobre a enzima.

A peroxidação lipídica é um processo metabólico natural sob condições normais, e é

uma das consequências mais investigadas da ação de ROS na estmtura e função das

membranas. Tem sido experimentalmente demonstrado que o esü-esse oxidativo tem um

papel crítico na morte celular neuronal. Enzimas antioxidantes, tais como a superoxido

dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx) tem demonstrado eficácia

terapêutica em modelos de neurodegeneração (Pong et al., 2003).

Nosso resultado demonstraram que a exposição das células à 6-OHDA aumentou de

maneira dose dependente os níveis de TBARS em relação ao coritrole, devido ao aumento

da peroxidação lipídica pela da 6-OHDA, ação essa que foi revertida pela dexferoxamina, o

que pode ser explicado pela sua propriedade queladora de metal e seu efeito antioxidante

ocasionadas pela sua captação de ferro, tomando-o indisponível para a reação de Fenton

(Glinka et al., 1996).

O NO é um radical livre lipossolúvel formado como segundo mensageiro que ativa a

guanilato ciclase. Sob condições fisiológicas o NO tem um importante papel em uma

variedade de funções, incluindo sinaptogênese, plasticidade sínáptica, formação da

memória, fluxo sanguíneo cerebral e secreções neuroendócrinas. O NO é fonnado pela

converão de L-arginina para L-citi^ilina pela NO-sintase. São conhecidas três isoformas da

NOS: A expressada constitutivamente, dependente de cálcio e encontrada em neurônios e

células endoteliais; um indutível, não cálcio dependente, iNOS, enconü-ada em macráfagos,
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astrócitos e micróglia. O NO tem sido hipotetizado como um importante mediador da morte

neuronal sob condições patológicas, reagindo com sistemas biológicos como oxigénio e

metais de transição (Coulston et al.,2001).

"Neuroproteção" e "neuroresgate" são termos que podem ser interpretados de várias

maneiras. No contexto do nosso ti-abalho é provavelmente melhor defini-los em termos

bioquímicos e funcionais. Neuroproteção pode ser definida como proteção das células

neuronais da morte induzida por várias anormalidades bioquímicas associadas com a

etiologia e a patogênese. Neuroresgate pode ser definido como o retomo de algumas ou

todas as funções bioquímicas e restauração da função neuronal nonnal das células

danificadas. (Schapira, 1999)

Neuroproteção e neuroresgate podem ter efeitos muito diferentes na função neuronal

e em particular nos sintomas da DP. Isto pôde ser observados em nosso trabalho onde a FT

obtida da Miracrodruon urundeuva e também a catequina apresentaram resultados

diferentes tanto no modelo de neuroprevenção como no modele de neuroresgate. O motivo

principal de termos testado estas substâncias em dois modelos foi o de primeiramente

avalia-las como possíveis drogas preventivas, ou seja, o uso corriqueiro preveniria para um

possível estabelecimento da DP. No segundo caso avaliaríamos os efeitos dessas substâncias

na tentativa de recuperar algumas atividades bioquímicas perdidas com a doença e parar este

processo neurodegenerativo.

As plantas, ao longo do tempo evolutivo, assim também como os organismos animais

foram dotados de distintas defesa antioxidantes, para compensar os efeitos deletérios

associados a constante formação de espécies reativas do oxigénio oriundas da presença e

utilização do oxigénio em seus tecidos. Dentro da fisiologia das plantas, as suas defesas

antioxidantes, podem ser afetadas por inúmeros fatores estressantes, como intensa

iluminação, deficiência mineral, vento, seca, oscilações de temperatura, sazonalidade,

ontogenia, xenobiontes, entre outros (Grace et al., 1998; Abissi et al., 1998). O uso

terapêutico de plantas parece tão antigo quanto a própria espécie humana. Entretanto o

conhecimento das propriedades antioxidantes é \ relativamente recente, especialmente nas

duas ultimas décadas obseryou-se um enorme crescimento da investigação científica neste
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particular, envolvendo desde de o efeito de extraías brutos e firações ou de componentes
isolados e/ou modificados.

A maioria dos estudos teve como ponto de partida o conhecimento geralmente
baseado no coshime popular, sobre algumas propriedades farmacológicas clássicas, como
anlagésica, antiinflamatória, antiespasmódicas, antitérmica, sendo fundamental o
conhecimento das propriedades fitoquímicas neste particular (Sampieti'o et al., 1997).

Um grande número de estudos epidemiológicos teni enfatizado que o consumo diário
de plantas e verduras previne o desenvolvimento de várias patologias, tais como cânceres e
doenças cardiovasculares (Lampe, 1999). Os vegetais são fontes de fibras, cujos efeitos
favoráveis sobre a digestão e metabolismo dos lipídeos e carboidratos tem sido
consistentemente relatados, bem como de vários micronutrientes (vitaminas, minerais e
vários antioxidantes).

Os antioxidantes vegetais são de natureza muito variada, mas, indubitavelmete, os
flavonóides constituem o gmpo mais representativo enconü-ados com elevada diversidade
de formas (Rice-Evans et al., 1995). O termo flavonóide engloba um gmpo de compostos
polifenólicos complexos que apresentam um estintura comuro caracterizada por dois anéis
aromáticos (A e B) e um heterociclo oxigenado (C). A família dos flavonóides é composta
por mais de 4000 compostos fenólicos descritos, e inclui os subgrupos flavonóis,
flavanonas, antocianidinas, flavonas e flavonóis (Harbome, 1988).

Os flavonóides existem naturalmente numa grande variedade de alimentos de origem
vegetal como fmtas, vegetais, sementes, flores e folhas, e fazem parte integral da dieta
humana (Hertog et al., 1993). Nos últimos anos um grande interesse tem sido voltado para o
papel das espécies reativas de oxigénio na etiologia de várias doenças (Halliwell, 1987). As
propriedades antioxidantes dos flavonóides têm, assim, atraído a atenção para a nutrição
preventiva, pois eles protegem os constituintes alimentares contra o dano oxidativo,
podendo também contribuir para a prevenção de importantes patologias, como doenças
cardiovasculares, envelherimento, cânceres e outras. Existem vários relatos de que os
flavonóides exibem uma grande variedade de efeitos biológicos, incluindo ação
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antibacteriana, antiviral (Hanasaki et al., 1994), antiinflamatória e antialérgica (Kadasawami,
1992) e vasodilatadora (Duarte et al., 1993). Além dissi eles inibem in vitro a peroxidação
lipídica (Sugihara et al., 1999).

Frankel e cols. (1993) relatam que compostos fenólicos (incluindo flavonóides e
outros polifenóis) isolados do vinho tinto inibem a oxidação da LDL in vitro catalisada pelo
cobre. Acredíta-se que as propriedades sequestrados de ERO e antioxidantes dos compostos
fenólicos, presentes no vinho tinto, podem parcialmente explicar o chamado "paradoxo
francês". Esse fenómeno refere-se a baixa incidência de doenças cardiovascularees
observada na população do sul da França, apesar da ingestão de uma dieta rica em gordura
saturada e do tabagismo, conta'astando com a alta incidência de doenças cardíacas na
maioria dos países ocidentais com semelhantes hábitos de vida (Renaud, 1992; Rimm et al.,
1991).

Produtos fitoquímicos isoladas de variadas plantas medicinais provêem agentes
valioso que suprimem a expressão de iNOS, enzimas que são conseqüentemente úteis para a
prevenção de variadas doenças. O NO produzido em grandes quantidades pela iNOS, e seus
derivados, tais como peroxinitóto e dióxido de nitrogénio têm um importante papel na
inflamação e possivelmente em outros processos patológicos (Barreiro et al., 2003).

Muitos polifenois derivados de plantas exibem forte potencial antioxidante,
estabelecido em diferentes modelos experimentais (Bors et al., 2002). Recentes ürabalhos
(Giovannelli et al., 2000) mostram que polifenóis dietéticos podem modular in vivo o
estressse oxidativo do trato gastrintestinal de roedores, suportando a hipótese que eles
podem ter tanto ação protetora como um potencial terapêutico em patologias relacionadas
com estresse oxidativo. Além do que, suco de romã, rico em polifenois, administrado em
ratos com aterosclerose avançada reduziu sua ativação macrocítica do estresse oxidativo e
fluxo de colesterol e assim atenuou o desenvolvimento de aterosclerose. (Kaplan et al.,
2001).

Taninos ocorrem naturalmente como polifenóis em plantas, os quais estão associados
com proteína e outros polímeros formando complexos estáveis. Vários grupos de hidroxilas
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fenólicas localizados na superfície da molécula de tanino podem participar nas propriedades
e atividades biológicas dos taninos. As diferentes atividades biológicas dos taninos são
devidas à diferentes esta-utiras químicas. Diferentes proteínas têm diferentes afinidades por
taninos, o que pode refletir funções fisiológicas. A ligação de taninos com proteínas
participa na atividade antidian-eica protegendo os órgãos do ataque digestivo prejudicial. Ele
também participa nos efeitos anti-hemorrágicos de drogas ricas em taninos. E a inibição da
autooxidação de substâncias co-existentes com os taninos é considerada como sendo devido
a estruturas polifenolicas que podem produzir radicais livres estáveis (Giovannelli et al.,
2000).

Taninos de Terminalia catappa, mostram uma grande habilidade para prevenir

peroxidação lipídica e formação de superoxido, indicando uma atividade de antioxidante
forte. Outros autores (Bhattachaerya et al., 2002) mostraram que os taninos de frutas de
Qfficinalis de embuça, exibiram atividade antioxidante in vivo e in vitro. Estes resultados
demonstram o efeito antioxidante das fmtas destas planta conti-a estresse oxidativo gerado
pela isquemia de reperfüsão em coração de rato, apontando para uma ação cardioprotetora.
O efeito protetor dos taninos contra o estresse oxidativo neuronal e apoptose foram relatados
por (Wei e cols, 2002). Estes autores sugerem que galotanino de Pistacia weinmannífolia
pode ser usada como um efetivo antioxidante natural para a prevenção e cura de doenças
neurodegenerativas associadas com a produção de peroxonitrito e espécie reativas de

oxigénio.

Outras propriedadesde taninos foram demonsti-adas por (Gyamfi e cols, 2002) por

um ellagitannin de Thonningia sanguínea, o qual envolve radicais que "limpam", a
formação de anti-superoxidos e quelantes de metal. Além disso, taninos são considerados
antioxidantes superiores como sua oxidação definitiva podendo conduzir para

oligomerização por junções fenólicas e amplificação do número de reações locais, uma
reação que não é observado com flavonoides por eles mesmos. (Bors e cols, 2002).

A FT isoladamente promoveu, na maior concentração (100 p.g/ml), um aumento da

viabilidade celular em relação ao controle. Este efeito pode ser justificado pela morte
natural das células nas culturas primárias neuronais, com o decorrer do tempo de cultivo.
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Como o tanino é um composto antioxidante, esta morte natural pode ter sido retardada pela
bloqueio nas espécies reativas de oxigénio formadas durante o processo de "envelhecimento
da célula". Quando em associação com a 6-OHDA a FT nas concentrações de l, lOe 100
|j,g/ml preveniu significativamente a toxicidade induzida pela OHDA no modelo de
neuroprevenção. Já no modelo de neuroresgate, somente a concentração de 100 p,g/ml
mosti-ou atividade citoprotetora mantendo a viabilidade celular a níveis próximos do
controle. Estes dados sugerem que a FT apresenta uma melhor atividade neuropreventiva
em relação à prevenção da DP se comparada com a doença já estabelecida. A ação dos
taninos pode ser explicada em relação a sua estmtura. No anel B a eficácia da proteção é
influenciada somente por gmpos hidroxila no C3 e C4 (juntos eles formam uma estmtura
orto-diidroxil catecol) (Bors et al., 1990).

Em relação à peroxidação lipídica, a FT conseguiu reverter o aumento dos níveis de
TBARS produzidos pela 6-OHDA tanto no modelo de neuroprevenção quanto no modelo de
neuroresgate, no entanto, no modelo de neuroresgate, observamos uma diminuição do efeito
antioxidante com o aumento da dose, o que está de acordo com vários trabalhos que têm
também demonstoado que polifenois incluindo taninos mostram uma ação do tipo bifásica,
apresentando atividade antioxidante bem como pró-oxidante de uma maneira dose
dependente (Dufour et al., 2002). No presente ü-abalho, nós mostramos tanto um efeito
oxidante, um aumento na peroxidação lipídica quando usado isoladamente e uma atividade
antioxidante quando associado com a 6-OHDA. Efeitos semelhantes foram apresentados por
taninos isolados de Terminalia catappa. (Lin et al., 2001) os quais mostraram atividade anti-
hepatotoxica em baixas doses, mas com doses maiores geração de hepatotoxicidade. Estes
resultados sugerem que até mesmo se estas combinações têm atividade antioxidante em
doses menores, toatamentos com doses maiores vão possivelmente induzir toxicidade de
células.

/

A estmtura catecol é sabidamente relacionada com propriedades varredoras de
radicais (Bors et al., 1990; Raice-Evans et al .,1996). Acredita-se que estmtura química
destas catequinas influencia sua constante de difusão em membranas celulares, dissociação
e ação antioxidante. Estudos sugerem que os sítios ativos de polifenóis reativos presentes
no chá verde, uma fonte de catequinas, interagem com radicais livres devido a presença de
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gmpamentos hidroxila no anel C (Guo et al.,1996). Grupamentos hidroxila em outi-as

posições do anel B não tem este efeito. Também, estes gmpamentos hidroxila podem estar

relacionados com a atividade inibidora de lipoxigenase, visto que análogos de flavonóides

(Chalconas) apresentam ação inibidora da 5-lipoxigenase quando gmpamentos hidroxila

estão presentes em posições comparáveis (Sogawa et al.,1993). No nosso esUido, a

catequina em associação com a 6-OHDA na concentração de 100 ^ig/ml reverteu

significativamente a toxicidade induzida pela 6- OHDA tanto no modelo de neuroprevenção

como de neuroresgate. Esta ação pode ser explicada pelo fato de as catequinas atuarem

reconhecidamente como agentes antioxidantes, e queladores de ferro, diminuindo assim o

estresse oxidativo e a consequente morte celular (Sogawa et al.,1993).

Em relação a peroxidação lipídica, a catequina levou a uma diminuição da produção

de TBARS, um produto de peroxidação lipídica nas células mesencefálicas expostas a 6-

OHDA, o que está de acordo com o trabalho de Nie e cols. (2002) que demonstraram este

efeito em cultura de células PC 12. Como já explicado, à 6-OHDA causa neurotoxicidade

por alterar o ciclo redox, levando a um aumento da produção de espécies reativas de

oxigénio e consequente lesão oxidativa. Reforçando nossos resultados, estudos prévios

demonstraram que culturas de células PC 12 e neuroblastoma mostraram efeitos preventivos

das catequinas contra a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA, a exposição por 24 h de

culturas de células mesencefálico a 6-OHDA (200 p.M) produziu proeminente morte

neuronal (apoptose) como observado pelo ensaio do MTT, o qual está baseado na respiração

mitocondrial (Nanjo et al., 1996).

Estes resultados podem ser explicados pelo fato de os flavonoides apresentarem ação

antioxidante e queladora de metal, diminuindo assim a peroxidação lipídica e a consequente

formação de TBARS (Bravo, 1998; Middleton et al., 2000).
\

O método de Griess é satisfatório para a indicar a formação de niü-ito e pode ser

relacionado com a produção de NO. Assim, é possível relacionar com os níveis de niti'ito e

nitrato nas amosti-as com os niveis.de NO produzidos. Enquanto a produção endógena em

níveis satisfatórios de NO pode ser benéfica para o organismo (Barreiro et al., 2003), sua

produção excessiva foi implicada na patogenia de muitas doenças envolvendo sistema
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cardiovascular, imune e sistema nervoso. O aumentado de radicais de oxigénio e óxido
nítico (NO) tem sido relacionados com a progressão de doenças neurodegenerativas tais
como a DP (Barreiro et al., 2003).

Contrariamente aos resultados observados com os ensaios de MTT e TBRAS, a FT e a

catequina, tanto no modelo de neuroprevenção como no de neuroresgate, não mostraram

efeitos na formação de nitrito, indicando que seus efeitos provavelmente não envolvem o

sistema NO. Diferente do nosso toabalho, Coulston e cols (2001) demonstraram que muitos

flavonóides, incluindo a quercetina levaram a uma redução na injúria no modelo de

isquemia de reperfüsão, por interferirem com a atividade da NO sintase indutível. Em contea

partida, trabalhos anteriores mostraram inibição da produção de óxido níü-ico por certos

tipos de catequinas, como galocatequinas (Chan et al., 1997) mostram reduzir os níveis de
mtnto.

Nenhuma estratégia de cura para DP está disponível e as terapias tradicional, tais

como levodopa e deprenil, só provêem alívio característico em neurônios já afetados pela

doença (Leenders, 2002), no entanto a busca por terapias alternativas continua. Um número

de plantas medicinais indianas têm sido utilizadas por milhares de anos no sistema

tradicional de medicamentos. Parte destas são usadas para o tratamento de doenças

neurodegenerativas tais como Parkinson, Alzheimer, perda de memória, degeneração de

nervos e outras desordens neuronais. Embora a etiologia das doenças neurodegenerativas

permaneça enigmática, existem evidências que indicam que um metabolismo energético

defeituoso, excitotoxicidade e dano oxidativo podem ser fatores críticos (Auddy et al.,
2003)

Se a neuroproteção pela FT e catequina forem confirmadas em pacientes com DP, o

tanino obtido da M. umndeuva e o chá verde com catequinas poderão ter um importante

significado clínico como drogas complementares não somente para terapia da doença de

Parkinson, como também para outros tipos de desordens neurodegenerati vás.Devido ao fato

de serem bem tolerados em humanos, e de acordo com os dados obtidos no presente

ti-abalho, compostos obtidos de plantas medicinais surgem como fortes candidatos como
agentes neuroprotetores na DP.
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Em estudos futuros pretenderemos detenninar o percentual de células
dopaminérgicas e gliais em nossa cultura de células mesencefálicas de rato através da
técnica de himunohistoquímica para a tirosina hidroxilase e GFAP. Pretenderemios também
avaliar a ação da FT e catequina sobre os níveis de enzimas antioxidantes como a Catalase e
Superóxido desmutase (SOD) em nossa cultura de células mesencefálicas de rato e
também avaliar a apoptose gerada pela presença de MPTP em células mesencefálicas
através da determinação da atividade da caspase -3 e efeitos dos composto isolados da FT e

catequina.

1



85

6. CONCLUSÕES

A 6-OHDA (200 |J,M) causou morte neuronal em culturas de células mesencefálicas

de rato, aumentou as concentrações de nita-ito e elevou a peroxidação lipídica em culftiras de

células mesencefálicas de rato;

A catequina e FT isolada da M. urundeuva protegeram as células da neurotoxicidade

gerada pela 6-OHDA;

A catequina e FT isolada da M. urundeuva inibiram a peroxidação lipídica e não

alteraram o nitrito;

O mecanismo de ação da FT e catequina parece estar relacionado com proteção

mitocondrial e atividade antioxidante, no entanto sem interferir no sistema NO.
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