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RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) ¢ a segunda doenca neurodegenerativa mais comum no mundo,
com projecdes indicando que mais de 12 milhdes de pessoas serdo afetadas até 2040. A DP ¢
caracterizada pela perda progressiva das fungdes motoras e comportamentais, associada a perda
de neurdnios dopaminérgicos na substincia negra e pela presenga de inclusdes proteicas
denominadas corpos de Lewy, que estdo relacionados a neuroinflamagdo, disfungdo
mitocondrial e ao estresse oxidativo. Diante das limitagdes da farmacoterapia atual da DP, que
¢ apenas sintomatica, a pesquisa de novos farmacos ¢ imprescindivel. Plantas medicinais da
caatinga, como Amburana cearensis (cumaru) e seus principios ativos, como a cumarina (CM),
tém mostrado efeitos promissores para o controle da neurotoxicidade e neuroinflamacao. Diante
do exposto, o presente estudo visa investigar o efeito neuroprotetor do extrato seco de A.
cearensis (ESAC) e da CM, mensurado pela citotoxicidade e a expressao do fator de transcrigao
inflamatério NF-kB, em modelo de Parkinson em células neuronais (linhagem PC-12). Para
tanto, o ESAC foi caracterizado por CLAE (marcadores ativos majoritarios — CM = 35,16 £
0,01 mg/g; acido vanilico = 2,02 + 0,01 mg/g; amburosidio A = 1,16 = 0,01 mg/g). O efeito do
ESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 ug/mL) e da CM (5, 10, 25, 50 ¢ 100 pg/mL) sobre a
neurotoxicidade induzido pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA) foi avaliado através do teste de
MTT, e a avaliagdo da expressdo do fator de transcri¢do pro-inflamatorios (NF-kB p65) foi
realizada por meio da técnica de western blotting. Os resultados mostraram que o ESAC (5 -
200 pg/mL) e CM (5 - 100 pg/mL) ndo alteraram significativamente a viabilidade celular,
quando comparados ao grupo controle (DMSO 0,1%, veiculo, 100% de viabilidade). O pré-
tratamento das células PC-12 com ESAC (10 pg/mL) resultou em uma reducao de até 20% na
neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA (25 pg/mL), em comparagdo com o grupo 6-
OHDA+DMSO 0,1% (48,8 £ 5,0%). Resultado semelhante foi observado para a CM. A
exposicao das células PC-12 a 6-OHDA aumentou a expressdo de NF-kB p65 em relagdo ao
grupo nao tratado (DMSO 0,1%). Porém, o tratamento com ESAC (10 e 25 pg/mL) inibiu em
até 29% o aumento da expressdao do NF-kB p65 induzido pela 6-OHDA, enquanto o tratamento
coma CM (5 e 10 pg/mL) alcancou reducdo de até 39% na expressao da via de NF-«kB p65. O
estudo permitiu o emprego do modelo de Parkinson em células neuronais dopaminérgicas
padronizado anteriormente pelo nosso laboratorio, com determinagdo inédita do efeito
neuroprotetor do ESAC e da CM, que parece estar associado a reducdo do microambiente
inflamatoério via do NF-kB p65.

Palavras-chave: doenca de Parkinson; Amburana cearensis,; neuroprotecdo; cumarina; fator de

transcricao.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Parkinson: fisiopatologia e farmacoterapia atual

Doengas neurodegenerativas acometem cerca de 1% da populagdo mundial, sendo que a
maioria dos casos ocorre em pessoas com mais de 60 anos, com a doenga de Alzheimer
ocupando o primeiro lugar, seguida pela doenca de Parkinson (DP)(Sprenger; Poewe, 2013).
Essas doencas afetam entre 200 mil e 300 mil brasileiros, sendo que 10% dos casos ocorrem
em pessoas com menos de 50 anos, de acordo com dados da Pesquisa Nacional de Satde (PNS).
Estima-se que o niumero de casos ultrapasse 12 milhdes até 2040, devido a fatores como o
elevado nivel de industrializacao e o envelhecimento da populagdo (Yang et al., 2020).

A neurodegeneracao € caracterizada pela perda progressiva de neurdnios no sistema nervoso
central (SNC) e inclui doengas como Alzheimer, Parkinson, Esclerosis Lateral Amiotréfica
(ELA) e Esclerose Multipla (EM). A evolucdo dessas doengas frequentemente ¢ acompanhada
por alteragdes comportamentais € perda motora, principalmente a DP (Glass et al., 2010; Jung
etal., 2019).

A DP ¢ caracterizada por rigidez muscular, tremores em repouso, instabilidade postural e
bradicinesia. Ela ¢ causada pela degeneragdo progressiva dos neurdnios dopaminérgicos na
substancia negra, o que reduz a producao de dopamina (DA), um neurotransmissor essencial
para a comunicagao entre neurdnios nos nucleos da base. Essa deficiéncia dopaminérgica na via
nigroestriatal ¢ responsavel pelos sintomas motores tipicos da doenga (Benazzouz et al., 2014).
Além desses fatores, a DP ¢ associada a presenga de aglomerados de proteinas anormais no
interior de células neuronais, conhecido como corpos de Lewy. Esses corpos sdo inclusdes
citoplasmaticas compostas por mais de 90 proteinas, com destaque para a o-sinucleina e a
ubiquitina. O acumulo de a-sinucleina podem comprometer as mitocondrias € a homeostase do
calcio, propagando desssa forma a neurodegeneracdo. Os corpos de Lewy também afetam
outras estruturas, como os ganglios da base (estriado e substincia negra), responsaveis pelos
movimentos. A degeneracdo dessas areas ocasiona em sintomas motores, como a rigidez,

tremores e bradicinesia (Neves; Almeida; Cavadas, 2016; Fu, 2015).

A neuroinflamacdo acontece como uma resposta imunologica do SNC, mediada
principalmente por astrdcitos e microglias. Quando benéfica, a resposta funciona promovendo

o reparo do tecido danificado, mas quando de forma exacerbada, contribui para o
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desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. A barreira hematoencefilica (BHE) ¢

responsavel pela regulacdo da entrada de células imunes do SNC, mas um disttrbio causado no
tecido, permite a instalacdo de células do sistema imune periférico, como linfécitos e
macrofagos, intensificando a inflamagdo. Citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a e IL-1p,
penetram a BHE e ativam o sistema imune, exacerbando a resposta neuroinflamatéria. A
neuroinflamagdo prolongada resulta na produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
disfungao mitocondrial € o acimulo de substancias proteicas, como a-sinucleina. A agregacao
dessa proteina forma corpos de Lewy, que promovem danos sindpticos e progressdo da

neurodegeneragao (Glass et al., 2010).

Na DP, assim como na doenga de Alzheimer e na epilepsia, observa-se um aumento
significativo na quantidade de mediadores inflamatdrios nas estruturas neurais, mostrando que
o processo inflamatorio desempenha um papel crucial na fisiopatologia da doenga (Hirsch et
al., 2009).

A inflamagdo, juntamente com respostas metabolicas mitocondriais, pode gerar tanto
moléculas de radicais livres altamente reativas, quanto moléculas estaveis, induzindo o estresse
oxidativo, um dos mecanismos patologicos subjacentes a DP. Esse processo ocorre quando ha
um desequilibrio entre substancias pro-oxidantes e antioxidantes, e esta relacionado as EROs,
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e as vias de sinalizagcdo do 6xido nitrico (NO). Nesse
contexto, o aumento das ERO e ERN esta diretamente associado a reducao da disponibilidade
de NO biodisponivel (Santos et al., 2022).

Diversos fatores estdo envolvidos na disfun¢do mitocondrial, como mutagdes genéticas,
mutagdes no DNA mitocondrial e liberagcdo em excesso de EROs, estando todos estes
relacionados com a via de inibicdo do complexo I. A neuroinflama¢ao decorre de lesdes na
regido cerebral, que pode ocorrer por motivos de EROs, NO, quimiocinas e citocinas, em que a
geracdo em grandes quantidades de moléculas neurotoxicas agrava o quadro da
neuroinflamac¢do (Huang et al., 2015).

Uma das vias ativadas no processo inflamatorio e também responsavel pelo controle das
respostas inflamatorias € o fator nuclear k B (NF-kB p65) que ¢ ativada pela sua fosforilagao e
logo em seguida a degradacdo de inibidor de kB (IkB). Posteriormente, o NF-kB p65 ¢
transportado para o nicleo, promovendo assim a expressao de genes pro-inflamatorios, como a
ciclooxigenase-2 (COX-2), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e as citocinas pro-

inflamatérias como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucinas (IL-6, IL-1p), dentre
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outras, tornando a inducdo da inflamac¢do neuronal um modelo importante para o estudo de

provaveis alvos terapéuticos na reducdo da morte neuronal (Olajide et al., 2013).

Figura 1 - Neuroinflamac¢ao mediada por NF-kB e sua relagcdo com a degeneracao

dopaminérgica na doenga de Parkinson
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Fonte: Fathi et al., 2022. As citocinas pro-inflamatoérias TNF-a, IL-1p, IL-6 e CD-40L ativam a via canonica, onde
um inibidor de quinase de kf} (IKK) B (ou IKKYy) é necessario para a ativagdo do NF-«kB. A forforilacdo do Ixp
ocorre pela IKKp. A subunidade de regulacdo do complexo IKK atua como um modulador fundamental do NF-
kB (NEMO). No citosol, a IxB é degradada pelos proteassomas, e o heterodimero fosforilado do NF-kB (p50-
p65) € transferido para o ntcleo, onde se liga ao elemento de resposta do NF-kB. Dessa maneira, mediadores pro-
inflamatorios, como TNF-q, IL-1B, IL-6, iNOS e ICAM, sdo ativados e atuam na estimulagcdo dos neurdnios
dopaminérgicos (DA). Na via ndo canoénica, 0 NEMO estimula a fosforilagdo IKK-a e induz tanto a destruicdo
proteassomal quanto o processamento proteassomal de p100, resultando na formagdo do heterodimero ativo p52-
RELB. A IKx estimula a produgido INF-o, desencadeada pelos receptores TLR7 e TLR9. O heterodimero ativo
p52-RELB entra no nucleo e se liga ao elemento de resposta do NF-kB, regulando a expressdo de fatores pro-
inflamatorios.

1.1.1 Farmacoterapia

A farmacoterapia atual para o tratamento da DP tem auxiliado na atencdo aos pacientes,
mas com limitagdes importantes, incluindo o fato de ser sintomatica e provocar efeitos adversos
importantes.

As formas de tratamentos atuais para a DP ndo sdo capazes de impedir a neurodegeneragao,
de maneira que funcionam aumentando a sinalizagdo nas vias dopaminérgicas por meio da
inibicdo da monoamina oxidase B (selegilina), reposicdo de dopamina (levodopa), da catecol-

O-metiltransferase (entacapona) e de agonistas dopaminérgicos (ropinirol, pramipexol e
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rotigotina), obtendo reduc¢do dos sintomas motores (Erkkinen; Kim; Geschwind, 2018). Um dos

medicamentos mais utilizados para tratar sintomas motores ¢ a levodopa, um precursor da
dopamina que atua nos receptores pos-sinapticos, ativando a sinalizagdo dopaminérgica nos
ganglios da base, entretanto, ele causa em longo prazo efeitos adversos, como o aumento do
estresse oxidativo, hipotensdo e nauseas, ocasionando também em instabilidade motora. A
levodopa sofre conversdo em dopamina nos neuronios através da enzima DOPA descarboxilase.
Entretanto, a dopamina possui alta reatividade e pode ser oxidada espontaneamente ou por
enzimas, como monoamina oxidase (MAQO), gerando assim o excesso de radicais livres e o
aumento do estresse oxidativo (Yacoubian, 2017).

Existem medicamentos que sdo utilizados em combinagdo com a levodopa, como a
selegilina e o prolopa, cujo o mecanismos de acdo envolve a inibicdo da MAO ou da catecol-
o-metiltransferase (COMT), resultando no bloqueio das enzimas envolvidas na decomposicao
da levodopa e da dopamina, com intuito de melhorar sua eficacia, mas que potencializam os
efeitos adversos da levodopa. Tratamentos envolvendo procedimentos cirurgicos também sao
uma op¢ao, mas nenhum ¢ capaz de retardar a neurodegeneragao (Hayes, 2019).

O entendimento da DP e sua fisiopatologia ¢ fundamental para compreender os mecanismos
subjacentes a morte neuronal, o que, por sua vez, contribui para o desenvolvimento de modelos

experimentais que sao essenciais na pesquisa de novos farmacos (Dauer et al., 2003).

1.2 Modelos experimentais da Doenca de Parkinson: células neuronais

Estudos anteriores (Exner et al., 2012) permitiram descrever parte dos mecanismos
relacionados & neurodegeneragdo presente na instalagdo de evolucdo da DP, e foram
identificadas algumas neurotoxinas capazes de mimetizar a doenca in vivo e in vitro, como a 6-
OHDA.

A utilizagdo de produtos quimicos que induzem a destrui¢ao seletiva de neurdnios
dopaminérgicos, principalmente por meio da estimulagdo do estresse oxidativo, tem sido
extremamente utilizada e continua sendo uma ferramenta de suma importancia para o estudo da
DP. A 6-OHDA tem a capacidade de entrar nos neurdnios dopaminérgicos por meio do
transportador de dopamina (DAT), iniciando o processo de degeneracdo celular ao combinar
disfungdo mitocondrial com estresse oxidativo. Uma vez dentro das células, a 6-OHDA ¢
oxidada pela monoamina oxidase A (MAO-A), formando quinonas e liberando EROs, como o
perdxido de hidrogénio (H20.). Esses processos resultam em morte neuronal devido aos danos

causados ao material genético e as proteinas celulares. Além disso, essa toxina € capaz de
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interagir com o complexo I da cadeia respiratoria mitocondrial, interrompendo o processo de

respiragdo celular (Kabuto; Yamanushi, 2011; Baltazar; Flores; Olivo, 2017).

O estresse oxidativo em células neuronais ativa vias inflamatdrias importantes, como a
via do NF-kB, ao qual sua ativag¢ao pela 6-OHDA ¢é mediada por processos neuroinflamatorios.
Apds ser capturada pelos receptores dopaminérgicos, a 6-OHDA gera espécies reativas de
oxigénio (EROs), que causam danos celulares e ativam vias de sinalizagdo intracelular. Esse
processo leva a fosforilagdo de proteinas-chave, como IKKo/f e IkBa, promovendo a
translocacdo do NF-kB para o nticleo, onde ativa a expressdo de citocinas pro-inflamatorias,

como IL-1B e TNF-a (Wan et al., 2023).

Figura 2 — Mecanismo de acao da 6-OHDA
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DAT N - HC)’L\“‘*—/I“‘“/’“r~|Hz
s ! " Membrana
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Fonte: O autor (2025). A toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) tem sido utilizada como modelo experimental da
DP. Essa neurotoxina utiliza o transportador de dopamina (DAT) para entrar nos neurénios dopaminérgicos. A 6-
OHDA pode induzir a diminui¢ao da producdo de ATP assim como ativar uma producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ROS).

Modelos in-vitro sdo frequentemente utilizados para identificar e selecionar os compostos
com os melhores resultados terapéuticos. Para simular os processos moleculares e bioquimicos

envolvidos na neurodegenera¢do da Doenca de Parkinson (DP), foram criados modelos in vitro

que reproduzem as caracteristicas da neuroinflamacao associada a doenga (Blesa et al., 2014).
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Um dos modelos in vitro que tem sido empregado com sucesso nas pesquisas

farmacologicas ¢ a neurotoxicidade induzida por 6-OHDA em células neuronais - linhagem PC-
12. Essas células s3o oriundas de feocromocitoma de rato transplantdvel e normalmente
utilizadas para estudar a morte de células neuronais, testar o potencial efeito neuroprotetor de
novos farmacos e realizar analises de neuroinflamacao, neurotoxicidade e neuroprote¢do. Essas
células possuem a capacidade de sintetizar, liberar, captar e armazenar catecolaminas, ao qual
a principal ¢ a dopamina (Benita Wiatrak et al., 2020). O modelo celular auxilia muito na
triagem de farmacos e na descrigdo de mecanismos de agao celular e molecular.

O nosso laboratorio tem investido na padronizagdo de modelos celulares de inflamac¢ao em
células do sistema imune do sistema nervoso central (células microgliais) e células neuronais -
linhagem PC-12 (Aratjo et al., 2022; Mesquita, 2024). Nesse processo, foi padronizado o
modelo 6-OHDA em células PC-12, que foi entdo empregado na triagem de biomateriais

promissores oriundos de plantas medicinais do bioma caatinga como A. cearensis.

1.3 Plantas medicinais da caatinga no tratamento da doenca de Parkinson:

Amburana cearensis

Na busca por alternativas para o tratamento, ou até mesmo prevencao da DP, as plantas
medicinais surgem como fontes promissoras para o desenvolvimento de possiveis farmacos. O
uso de plantas no tratamento de doengas € uma pratica que remonta a varias décadas, resultando
na descoberta de inuimeros medicamentos amplamente utilizados atualmente, tanto na forma de

extratos ativos quanto de fitoterapicos e/ou fitofarmacos (Newman et al., 2007).

A Amburana cearensis A. C. Smith (Fabaceae), também conhecida como "cumaru", ¢
uma arvore encontrada predominantemente na caatinga. Ela contém diversas moléculas
bioativas, como CM, d4cido vanilico (AV), flavonoides e glicosideos fendlicos, como o
amburosidio A e B (AMB) (Almeida et al., 2010). A. cearenses e seus ativos, como a CM, o
AV e 0 AMB, tém demonstrado atividades antioxidante e anti-inflamatoria em diversos estudos

(Pereira et al., 2017; 36 Leal et al., 2011; Amaral, 2017; Pereira et al., 2009).

Pesquisas realizadas anteriormente destacam as propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes da A. cearensis devido a presenca de compostos fendlicos, como flavanoides e
cumarina. Estes compostos reduzem o estresse oxidativo e a inflamagao celular por meio da
neutralizacdo dos radicais livres (Amaral, 2017). Além disso, o extrato mostrou efeito inibitdrio

sobre citocinas pro-inflamatorias, evidenciando seu potencial terapéutico na modulagcdo da
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resposta inflamatdria. Estudos demonstraram que o potencial terapéutico de A. cearensis se

deve principalmente & presenca de compostos como a CM (Marinho et al., 2004). O estudo
também aponta que o extrato da planta pode atuar retardando a senescéncia celular e ajudando

no tratamento de doengas associadas ao estresse oxidativo, como doengas neurodegenerativas

(Canuto et al., 2014).

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa investigaram as diferentes
formas de cultivo de A. cearensis, avaliando seu perfil de crescimento e as condigdes ideais
(Canuto e Silveira, 2010) . O uso amplamente reconhecido na forma de xarope, tem contribuido
para a reducdo da disponibilidade, levando ao risco de extingdo da espécie. Dessa forma,
investir no cultivo dessa espécie tem se tornado uma alternativa viavel para o desenvolvimento

de novas terapias.

Figura 3 - Amburana cearensis cultivada (A) e seus ativos principais amburosideo A (B),

cumarina (C) e acido vanilico (D)

Fonte: Amaral (2017) adaptado.

Pesquisas realizadas por Leal e colaboradores (2003a) mostraram que o extrato
hidroalcoolico da casca do caule de A. cearensis silvestre (EHA) (500 mg/Kg, v.0) ndo
apresentou alteracdes significativas sobre os parametros analisados, como bioquimicos,
hematologicos e reprodutivos em estudos de toxicidade pré-clinica (dose unica e doses
repetidas) por via oral em ratos wistar (machos e fémeas). O estudo também demonstrou que o
extrato da espécie cultivada apresenta atividade farmacoldgica semelhante ao extrato da espécie

silvestre.
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No trabalho de Amaral (2017) observou-se que o ESAC cultivado por 7 meses

apresentou como constituintes quimicos marjoritarios CM, amburosideo A (AMB) e AV,
semelhante ao encontrado no extrato obtido da casca da arvore silvestre. Este estudo
demonstrou o efeito do extrato seco padronizado em modelo de asma alérgica exacerbada, que
resultou na reducdo de citocinas, EROs e na modulagdo da resposta de células inflamatorias.

Diversos estudos relatam os efeitos farmacologicos do extrato e dos principios ativos de
A. cearensis. Tanto os extratos hidroalcodlicos, quanto os etandlicos, apresentam propriedades
antiedematosas e antinociceptivas em modelos in vivo, que resultaram na redugdo do edema e
dor (Leal et al., 1997, Leal et al., 2000; Oliveira et al., 2009). O extrato hidroalcodlico e a CM
também tiveram acdo imunomoduladora em camundongos sensibilizados com ovoalbumina
(MARINHO et al., 2004) e mostrou efeito anti-inflamatorio, reduzindo a migracdo de
neutrofilos causados pelo N-formil-Metionil-Leucil-Fenilalanina (fMLP).

Pesquisas anteriores do nosso grupo de pesquisa (Leal et al., 2005) demonstraram que
os ativos da planta, como CM, AMB e AV, também podem atuar em células do sistema nervoso.
O AMB demonstrou efeito neuroprotetor em modelo de neurotoxicidade induzido por 6-OHDA
em células do mesencéfalo. Além disso, estudos recentes (DE ARAUJO et al., 2022)
demonstraram que o ESAC, ¢ capaz de inibir a via de sinalizacdo das proteinas cinases ativadas
por mitégeno (MAPKSs), especialmente a proteina quinase regulada por sinal extracelular

(ERK1/2) em células microgliais ativadas por lipossacarideo (LPS).

Diante da atividade anti-inflamatdria e neuroprotetora previamente demonstrada pelo
extrato de Amburana cearensis € seus ativos, o presente estudo buscou avaliar o efeito
neuroprotetor do extrato padronizado (ESAC) e de seu ativo, CM, em um modelo experimental
de doenga de Parkinson induzida por 6-OHDA em células neuronais da linhagem PC-12. Para
isso, foram utilizados como marcadores a avaliagdo da viabilidade celular e a analise da

expressao do fator de transcrigdo inflamatorio NF-kB.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos indicam que entre 8,5 milhdes e 10 milhdes de pessoas em todo o mundo sdo
afetadas pela DP, com uma prevaléncia crescente, especialmente entre a populagdo idosa. No
entanto, também ha uma parcela significativa de casos em individuos mais jovens, o que amplia
ainda mais o impacto dessa doenca neurodegenerativa (site Parkinson’s Foundation, 2018). Os
tratamentos atuais para a doenca sdao limitados ao controle dos sintomas motores e
frequentemente apresentam efeitos colaterais indesejaveis aos pacientes. Além disso, esses
tratamentos ndo conseguem interromper ou retardar o processo de neurodegeneragao, o que €
um grande desafio no manejo da doenga. Nesse contexto, novas abordagens terapé€uticas sao
essenciais, principalmente para impedir a neurodegeneracao (neurdnios dopaminérgicos), que
esta associado aos déficits comportamentais € motores, e/ou para retardar a neurodegeneracao,
por exemplo, via controle da neuroinflamacdo que tem um papel importante na instalacao e

progressao da DP.

Considerando os dados existentes sobre a DP e sua relagdo com a neuroinflamacao,
extratos e ativos de A. cearensis surgem como materiais promissores para o tratamento da
doenca. O extrato seco de A. cearensis cultivada (ESAC) e seus principios ativos, como a
cumarina (CM), demonstraram efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes em modelos
experimentais em células microgliais (sistema imune do SNC), células mesencefalicas e em
ratos. Contudo, ainda sao limitadas as informacdes sobre o efeito do ESAC no SNC. Diante
disso, ¢ de extrema importancia avancar nas pesquisas sobre os efeitos de A. cearensis,
incluindo a analise mais detalhada de seus alvos moleculares. Esse estudo pode contribuir para
o desenvolvimento de terapias inovadoras e eficazes para o tratamento da DP, trazendo novos

recursos para o manejo da doenga e melhorando a qualidade de vida dos pacientes afetados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade neuroprotetora do extrato padronizado de Amburana cearensis e
ativo (cumarina), empregando como marcadores a avaliagdo da viabilidade celular e a expressao

de fator de transcri¢ao inflamatorio - NF-«kB.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do ESAC e cumarina sobre a viabilidade de células PC-12;

e Avaliar o efeito do ESAC e de seu ativo, cumarina, sobre a citotoxicidade induzida por
6-OHDA através do teste do MTT em células PC-12;

e Construir uma curva dose-resposta do efeito da 6-OHDA sobre a expressao do NF-«kB,
e selecionar a condigdo experimental de escolha para avaliar o ESAC e a cumarina;

e Investigar o efeito do ESAC e da cumarina na via de sinalizagdo intracelular do NF-xB

em células PC-12 expostas a 6-OHDA.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Figura 4 - Fluxograma demonstrando o delineamento do projeto
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Fonte: elaborado pela autora (2025).

4.2 Materiais de estudo

4.2.1 Amburana cearensis

Planta coletada no Nucleo de Ensino e Pesquisa de Agricultura Urbana (NEPAU) da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Nuimero de exsicata: 52618 e 52619. Cadastro
do SisGen: A5A3C7B.

4.2.2 Cumarina

Foi obtida comercialmente da Sigma-Aldrich, EUA. Grau de pureza: > 99%.
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4.2.3 Outros materiais

As demais substancias quimicas, como dimetilsulféoxido (DMSO), 6-hidroxidopamina
(6-OHDA), Trypan Blue, 3-(4,5- dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- diphenyl-2H-tetrazolium bromide
(MTT) foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich, EUA.

Soro fetal bovino (FBS), meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)
foram comprados da Gibco by Life Technologies, EUA. As células pheochromocytoma (PC-
12) de camundongo foram adquiridas do Banco de células do Rio de Janeiro, Brasil. O anticorpo
anti-fosfo-NF-xB p65 foi obtido da Cell Signaling Technologies. O anticorpo anti-p-actina foi
obtido da Abcam Cambridge, Reino Unido. Anticorpos secundarios anti-camundongo foi
obtido de Bio-Rad Laboratories, CA, EUA e anti-coelho foi obtido de Sigma-Aldrich, Nova
York, EUA.

4.3 Caracterizacao do extrato seco de Amburana cearensis - ESAC

A producdo e caracterizacdo do extrato seco de A. cearensis foi realizada segundo
metodologia desenvolvida no nosso laboratorio. As plantas foram cultivadas, com secagem de
48h e moida, sendo utilizadas as partes aéreas para produgao do extrato. A extracao deu-se pelo
método de maceracao por 24 h com etanol conforme previamente determinado (LIMA, 2013).

O extrato hidroetandlico foi submetido a secagem por spray-dryer, € analise por CLAE
mostrou que a CM ¢ o marcador majoritario (35,16 + 0,01 mg/g), seguido pelo AV (2,02 +0,01
mg/g) e AMB (1,16 = 0,01 mg/g). A caracterizagdo quimica foi realizada em sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Waters, USA), com determinacdo do perfil
cromatografico e do teor de marcadores ativos (CM, AV e AMB).

4.4 Células

As células de feocromocitoma de rato (linhagem PC-12) foram adquiridas no Banco de
Células do Rio de Janeiro e mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de FBS.

Foram cultivadas até 70-80% de confluéncia e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO».
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4.5 Avaliacao da citotoxicidade e efeito neuroprotetor em cultura de células

neuronais (linhagem PC-12).

Para avaliar a citotoxicidade, foi realizado o ensaio de MTT, amplamente utilizado na
pesquisa de citotoxicidade de novas drogas, pois avalia essencialmente a fungdo metabolica das
células por meio da reducdo do sal de MTT a formazan, conversdo mediada pelo complexo
enzimatico succinato-tetrazol redutase, presente na cadeia respiratoria mitocondrial
(MOSMANN, 1983). Sendo assim, as células neuronais PC-12 (2,5 x 10* células/mL) foram
adicionadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas. Apds esse periodo, as células
foram pré-tratadas com concentragdes crescentes de ESAC (10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL), CM
(5,10, 25, 50 € 100 pg/mL), com o grupo veiculo/RPMI (DMSO 0,1%) e Triton X-100 (0,1%,
padrao citotoxico). Também foram avaliados os efeitos dessas drogas apds exposicdo a 6-
OHDA, utilizando a quercetina (25 pM), como droga padrao. Apds 15 minutos do tratamento,
as células foram entao expostas a 6-OHDA (25 pg/mL) por 24 horas. Posteriormente, as células
PC-12 foram incubadas com MTT por 3 horas, centrifugadas a 800 g e o sobrenadante
descartado. Em seguida, foi adicionado DMSO puro para a solubilizagdo do sal de formazan. A

absorbancia foi medida em uma leitora de microplacas a 560 nm.

4.6 Construcao da curva dose-resposta do efeito da 6-OHDA sobre a expressao do

NF-kB em células neuronais PC-12

Para avaliar a ativa¢ao da via do NF-xB p65 induzida por 6-OHDA, foi realizada uma
curva dose-resposta (30, 45 ¢ 60 minutos) com o objetivo de monitorar o aumento na
fosforilagdo dessa via em células PC-12. As células neuronais PC-12 (1 x 10° células/mL) foram
semeadas em placas de 6 pocos e incubadas por 24 horas. Apos esse periodo, as células foram
expostas ao controle (DMSO 0,1%- veiculo da droga) por 15 minutos, e em seguida a 6-OHDA
por 30, 45 e 60 minutos. A expressao da via do NF-kB p65 foi, entdo, avaliada de acordo com

os procedimentos descritos no item 4.7.

4.7 Efeito do ESAC e CM sobre a via de sinalizacao intracelular do NF-kB em
células PC-12 expostas a 6-OHDA

4.7.1 Preparo da amostra
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Visando investigar o efeito do ESAC e CM sobre a via de sinalizagdo intracelular do

NF-kB p65 as células neuronais PC-12 (1 x 10° células/mL) foram cultivadas em placas de 6
pocos por 24 horas. Apo6s esse periodo, as células foram expostas ao ESAC (10 e 25 ug/mL),
CM (5 e 10 pg/mL), quercetina (QUE) (25 uM), e DMSO 0,1% (veiculo da droga) por 15
minutos. Em seguida, exposta a 6-OHDA (25 pg/mL), durante 60 min.

4.7.2 Extracdo e quantificacdo de proteinas

Para a obtengdo do homogenato proteico total, as células foram lavadas duas vezes com
PBS gelado e, em seguida, extraidas da placa de 6 pocos utilizando o tampao de ensaio
radioimunoprecipitacdo (RIPA) (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM; deoxicolato de s6dio
0,25%; NaF 10 pg/mL; EDTA 1 mM), contendo o inibidor de protease (1:20) (P2714, Sigma-
Aldrich, New York, EUA), o inibidor de fosfatase (1:50) (ab201112, Abcam®, Cambridge,
Reino Unido) e PMSF (1:50). Apos a extracdo, o conteudo das placas foi cuidadosamente
deslocado com o cell lifter e transferido para tubos eppendorf. O homogenato foi entdo
centrifugado a 12.000 g por 10 minutos, a 4°C, em ultracentrifuga. O pellet contendo os restos

celulares foi descartado, e o sobrenadante rico em proteinas foi armazenado a -80°C.

4.7.3 Anadlise de western blotting

Uma quantidade das amostras (30 pg) foi submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) a 7,5-10% (120 V, 90 minutos) e, em seguida,
transferida para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF) (70 V, 2 horas). Apos esse
periodo, as membranas foram bloqueadas com Albumina Sérica Bovina (BSA) 5% durante 1
hora. Em seguida, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com anticorpos primarios:
anti-fosfo-NF-xB p65 (Ser536, #3033S) (1:1000) e anti-B-actina (ab8226) (1:5000). Apds a
incubagdo, foram realizadas 3 lavagens com TBS-T (10 mM Tris-HCL, pH 7,6; 150 mM NaCl;
0,1% Tween 20), e as membranas foram incubadas com anticorpos secundérios conjugados com
peroxidase (anti-coelho 1:5000, SAB3700956, ou anti-camundongo 1:5000, #170-6516) por 2
horas a temperatura ambiente. A visualizagdo das bandas de proteinas foi realizada utilizando
o reagente de quimioluminescéncia (ECL) (Western Blot Clarity™ ECL, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA) e o sistema de imagem ChemiDoc MP (Bio-Rad, EUA) (ZHAO et al.,
2018). O nivel proteico foi analisado com o software ImagelLab 6 (Bio-Rad, EUA) e

normalizado com [-actina.
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4.8 Analise Estatistica

As analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism, versio 8.0
(GraphPad Software, San Diego, EUA). Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM), e a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Quando os dados apresentaram distribuicao normal, foirealizada a andlise de variancia de uma
via (one-way ANOVA), seguida do pds-teste de Bonferroni. Para os ensaios relacionados ao
efeito da via do NF-kB, foi utilizado o teste t de Student. A significancia estatistica foi

considerada quando p < 0,05.
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S. RESULTADOS

5.1 ESAC e CM nao alteram o metabolismo de células PC-12 através do teste do
MTT

O efeito do ESAC e CM sobre a viabilidade celular foi avaliado pelo teste de MTT,
conforme apresentado na Figura 5 e 6, respectivamente. A adicdo de concentragdes crescentes
do ESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL) ndo diminuiu de forma significativa a viabilidade
de células PC-12 (99,0 + 3,2%; 99,3 £+ 4,2%; 96,0 =+ 3,1%; 94,4 + 3,4%; 97,3 + 2,4%,; 88,7 +
3,3%, respectivamente) quando comparado com o grupo controle 0,1% de DMSO - veiculo
para dissolucao do ESAC e CM (100% de viabilidade), assim como a CM (5, 10, 25, 50, 100
pg/mL), que também ndo alterou a viabilidade celular (93,3 +0,7%; 93,0 + 7,8%; 95,0 £ 7,0%;
97,0 + 6,3%; 88,3 £+ 4,6%, respectivamente) quando comparado ao grupo controle (100% de
viabilidade).

Figura S - Efeito do ESAC sobre cé¢lulas neuronais de linhagem PC-12 na auséncia de 6-

OHDA
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Legenda: Efeito do ESAC (5-200 pg/mL) na viabilidade de células PC-12 medidas através do ensaio do MTT.
CTR: DMSO 0,1% (veiculo da droga); TX: Triton X-100 0,1%; Os resultados estdo expressos como média +
E.P.M (n=3) (p<0,05 — one-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni). n = 3/grupo.
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Figura 6 - Efeito da CM sobre células neuronais de linhagem PC-12 na auséncia de 6-

OHDA
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Legenda: Efeito da CM (5-100 pg/mL) na viabilidade de células PC-12 medidas através do ensaio do MTT. CTR:
DMSO 0,1% (veiculo da droga); TX: Triton X-100 0,1%; Os resultados estdo expressos como média = E.P.M
(n=3) (p<0,05 — one-way ANOVA e pds-teste de Bonferroni). n = 3/grupo.

5.2 ESAC e CM apresentam efeito neuroprotetor sobre a neurotoxicidade da 6-

OHDA em células neuronais (linhagem PC-12)

O pré-tratamento com ESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL) foi realizado, mas
somente a concentragdo de 10 pg/mL apresentou aumento significativo na viabilidade celular
(Abs 560nm: 68,7 £+ 3,6%) quando comparado ao grupo 6-OHDA (Abs 560nm: 48,9 + 5,1%).
O ESAC (10 pg/mL) ndo apresentou alteracdes significavas em relagdo a QUE ( 25 mM),
padrao utilizado, quando comparados (68,7 &+ 3,6%; 82, 3 + 0,3%, respectivamente). De forma
semelhante, a CM nas concentragdes de 5, 10 e 25 pug/mL aumentou significativamente a
viabilidade celular (Abs 560nm: 55,3 + 2,6%; 50,5 + 4,4%; 53,7 = 3,9%, respectivamente),
quando comparado com o grupo 6-OHDA (Abs 560nm: 34,0 +2,2%). O flavonoide quercetina
(25 mM), usado como droga padrdo, também aumentou a viabilidade celular (Abs 560nm: 43,2
+ 1,6%) em relacao ao grupo 6-OHDA (Abs 560nm: 43,2 + 1,6%). Esses resultados foram
utilizados como parametro para definir as concentracdes a serem utilizadas na etapa

subsequente do estudo.
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Figura 7 — Efeito do ESAC sobre células neuronais de linhagem PC-12 na presenga
de 6-OHDA
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Legenda: Efeito do ESAC (5-200 pg/mL) na viabilidade de células PC-12 medidas através do ensaio do MTT.

CTR: DMSO 0,1% (veiculo da droga); Que: Quercetina 25 uM; Os resultados estdo expressos como média +
E.P.M (n=3) (p<0,05 — one-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni). n = 3/grupo. * vs CTR (p< 0,05). * vs 6-

OHDA (p<0,05).

Figura 8 — Efeito da CM sobre células neuronais de linhagem PC-12 na presenca de

6-OHDA
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Legenda: Efeito da CM (5-200 pg/mL) na viabilidade de células PC-12 medidas através do ensaio do MTT. CTR:

DMSO 0,1% (veiculo da droga); Que: Quercetina 25 pM; Os resultados estdo expressos como média + E.P.M
(n=5) (p<0,05 — one-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni). n = 3/grupo. # vs CTR (p< 0,05).* vs 6-OHDA
(p<0,05).

5.3 Padronizaciao da curva dose-resposta do efeito da 6-OHDA sobre a expressao

do NF-kB em células neuronais PC-12

A ativagdo do fator de transcricdo NF-kB regula diversos mecanismos celulares e esta
fortemente associada a producao de mediadores inflamatorios (LAWRENCE et al., 2009). A
Figura 9 apresenta a padronizagdo da curva tempo-resposta do efeito da 6-OHDA sobre a
expressao da via NF-kB, fator de transcricdo de mediadores inflamatorios. Foram investigados
trés tempos (30, 45 e 60 minutos) de andlise da expressao do NF-xB apos a exposicao a 6-
OHDA. Dentre os tempos investigados, somente a exposi¢ao das células a 6-OHDA por 60
minutos (intensidade da banda p-NF-kB/B-actina: 0,54 + 0,01) resultou em um aumento
significativo na fosforilagao da via NF-xB, quando comparado ao grupo controle (tempo 0,
c€lulas nao tratadas/ nao expostas a 6-OHDA) (intensidade da banda p-NF-kB/p-actina: 0,3 +

0,02), sendo esse tempo selecionado para os testes subsequentes.

Figura 9 - Padronizacao da curva tempo-resposta do efeito da 6-OHDA sobre a expressao do

NF-xB em células neuronais (linhagem PC-12)
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Fonte: o autor (2025). Legenda: Curva de tempo para a expressdo de p-NF-kB em células PC-12 expostas a 6-
OHDA. Os dados foram normalizados em relagdo a proteina B-actina e apresentados como intensidade de sinal.
Os resultados sdo expressos como média £ EPM. One-way ANOVA para o grafico, seguido de pos-teste de

Bonferroni. # p < 0,05 vs controle negativo (0,1% DMSO, veiculo da droga).

5.4 ESAC e CM reduziram a fosforilaciao da via de sinalizacao intracelular do

NF-kB induzida pela 6-OHDA em células neuronais (linhagem PC-12)

O potencial do ESAC e CM em reduzir o processo de fosforilacdo dessa via (subunidade
p65) pode ser observado na Figura 10. Os resultados de Western blotting mostraram que a 6-
OHDA induziu um aumento significativo na fosforilagdo da subunidade p65 (intensidade da
banda p-NF-«kB/B-actina: 0,5 + 0,01), quando comparado ao grupo controle (ndo tratado)
(intensidade da banda p-NF-kB/B-actina: 0,3 + 0,02), representando um aumento de
aproximadamente 58%. O pré-tratamento da células PC-12 com ESAC (6-OHDA+ESAC: 10 e
25 pg/mL) as células PC-12 inibiu de forma significativa a ativagao dessa via (intensidade da
banda p-NF-xB/B-actina: 0,3 £0,01; 0,3 + 0,04, respectivamente), quando comparada ao grupo
6-OHDA (intensidade da banda p-NF-«xB/B-actina: 0,4 &+ 0,01), resultando em uma inibi¢do da
fosforilagdao de cerca de 29 e 25%. A reducdo da expressdo do p-NF-kB causada pelo pré-
tratamento das células PC-12 com ESAC (10 e 25 pug/mL), foi comparavel ao flavonol
quercetina (25 uM) (banda p-NF-kB/B-actina: 0,3 + 0,01; 0,3 £+ 0,04; 0,3 = 0,04,

respectivamente), anti-inflamatério de referéncia, e ndo diferiram estatisticamente.

De forma semelhante, a adi¢do de CM (5, 10 e 25 pg/mL) nas células PC-12 inibiu
significativamente a ativa¢ao da via NF-«B (intensidade da banda p-NF-«B/p-actina: 0,3 = 0,04;
0,2 + 0,01, respectivamente), quando comparado ao grupo 6-OHDA (intensidade da banda p-
NF-kB/B-actina: 0,4 + 0,01), resultando em uma inibicdo da fosforilagdo de 32 e 39%,

respectivamente.
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Figura 10 - Efeitos do ESAC e da CM sobre a via do NF-kB em células neuronais (linhagem
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Fonte: O autor (2025). Legenda: Efeitos de ESAC e CM na expressdo de p-NF-kB p65 em células PC-12 expostas
a 6-OHDA. As células foram pré-tratadas com ESAC (10 e 25 pg/mL), CM (5 e 10 pg/mL) e QUE (25 puM) por
15 minutos e expostas a 6-OHDA (25 pg/mL) por mais 1 hora. Foi usado o Teste t de Student; CRT: DMSO 0,1%

(veiculo da droga). # p <0,05 vs controle negativo (0,1% DMSO, veiculo da droga), * p<0,05 vs grupo 6-OHDA.
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6. DISCUSSAO

O estudo permitiu demonstrar de maneira inédita o efeito neuroprotetor do extrato seco
padronizado de A. cearensis (marcadores ativos: CM, AV e AMB) e de seu principio ativo
majoritario, a cumarina em modelo da doenca de Parkinson induzida por 6-OHDA em células

neuronais - linhagem PC-12.

Essas células expressam caracteristicas neurais € possuem altos niveis de enzimas
(tirosina hidroxilase (TH), DOPA descarboxilase e dopamina-f-hidroxilase) capazes de
sintetizar e degradar catecolaminas dos neurotransmissores DA e NE. A expressdao de TH ¢
fundamental para catalisar a conversdo do aminoécido tirosina em L-DOPA, um precursor
direto da DA, justificando o uso da linhagem celular como modelo in vitro na DP (GREENE;

REIN, 1977).

Células da linhagem PC-12 sdao amplamente utilizadas para testar potenciais agentes
neuroprotetores. O modelo de 6-OHDA ¢ um dos mais empregados para induzir a
neurodegeneragao presente na DP, que esta muito associada a ativagao de vias inflamatorias e
apoptoticas, além da perda da funcdo mitocondrial que contribui significativamente para
instalagdo do estresse oxidativo (Assis et al., 2018; Zhou et al., 2022; Gonzales et al., 2022;
Wu et al., 2023). A 6-OHDA atravessa a membrana celular por meio do transportador DAT e,
uma vez dentro da célula, desencadeia uma série de eventos que culminam na morte celular,
associada ao efeito citotoxico (Alves, 2016). Nesse contexto, a neuroinflamagao tem um papel
crucial, exacerbando a progressao dos distirbios neurodegenerativos e tornando-se um alvo

importante para tratamentos neuroprotetores.

Os dados apresentados neste estudo demonstraram que o extrato seco padronizado de
Amburana cearensis (ESAC) e seu ativo, cumarina (CM), apresentam atividade neuroprotetora
em modelo in vitro de DP induzida por 6-OHDA em células neuronais PC-12. Considerando o
potencial efeito observado do ESAC e de seu ativo CM, analisamos os mecanismos moleculares
envolvidos, com énfase na via de sinalizacio NF-kB, que est4 associada a neuroinflamacao.
Dessa forma, foi observado que o efeito neuroprotetor do ESAC e CM pode estar relacionado

a inibi¢ao dessa via.

No presente estudo, tanto o ESAC (5-200 pg/mL) quanto a CM (5-100 pg/mL) ndo
interferiram na viabilidade das células PC-12, o que foi confirmado pelo teste de MTT, e na

presenca da 6-OHDA, tanto o ESAC quanto a CM reduziram significativamente a
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neurotoxicidade induzida pela neurotoxina. Esses resultados foram corroborados por estudos

anteriores realizados pelo nosso laboratério em células microgliais (Aratjo, 2023), neutrofilo
humano (Amaral, 2017) e células mesencefalicas (Leal et al., 2005) que avaliaram o extrato de

A. cearensis e seus principios ativos (CM e AMB).

A 6-OHDA ¢ uma neurotoxina que causa dano celular por diversos mecanismos,
incluindo o estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, ativacdo de vias inflamatorias e
apoptoticas. Quando dentro das células, transportada pelo DAT, a toxina ndo ¢ metabolizada de
forma eficiente, causando seu acumulo no citoplasma celular e dando inicio a processos
citotoxicos. A 6-OHDA sofre auto-oxidacdo e geraradicais livres como hidroxila radical (OHe)
superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H20:), danificando proteinas, lipidios de membrana
e DNA. Quanto aos danos na respiracdo mitocondrial, esta neurotoxina bloqueia a cadeia
transportadora de elétrons na mitocondria, especificamente no complexo I e IV, limitando a
producdo de ATP. Este processo ocasiona em um colapso do potencial de membrana
mitocondrial, que libera citocromo ¢ no citoplasma e ativa caspases, proteina que inicia a
apoptose. Além dos processos citados, o dano neural causado pela 6-OHDA causa a ativacao
de astrocitos e microglias, consequentemente, liberando fatores pro-inflamatérios, como TNF-
a, IL-1B e IL-6, amplificando o estresse oxidativo e acelerando a neurodegeneragao (Zhou et

al.,2022; Gonzales et al., 2022; Wu et al., 2023).

Como forma de analisar o efeito neuroprotetor do ESAC e da CM quando expostos a
neurotoxina, foi realizado o teste de MTT, que mede a capacidade das células vivas de
metabolizar o ensaio. O teste € capaz de avaliar a citotoxicidade de compostos e analisar efeitos
de substancias neuroprotetoras, detectando o metabolismo mitocondrial ativo, o nimero de
células viaveis e o dano celular. O MTT quando adicionado nas células vidveis, ¢ reduzido a
formazan, indicando presenga de metabolismo de enzimas mitocondriais. Dessa forma, os
resultados sugerem que o0 ESAC e a CM podem esta reduzindo a neurotoxicidade da 6-OHDA
auxiliando na manutencdo da fun¢do mitocondrial, porém estudos adicionais sdo necessarios

para confirmar essa hipotese.

Estudos anteriores do nosso laboratério demonstraram a atividade antioxidante e anti-
inflamatéria do extrato de A. cearensis e seus principios ativos (CM, AV e AMB) (Amaral,
2017; Leal et al., 2009; Pereira et al., 2017). Além disso, outros trabalhos avaliaram o efeito do
extrato a partir de sementes de A. cearensis, evidenciando seus efeitos neuroprotetores contra

danos induzidos por glutamato (Pereira ez al., 2017). O fato do extrato e seu ativo CM reduzirem
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o efeito neurotoxico sem interferir nos mecanismos celulares sugere que essas drogas podem

atuar de forma seletiva em processos neuroprotetores, preservando o equilibrio celular. Os
dados obtidos corroboram os resultados de Aratjo (2023), que evidenciou a atividade
antioxidante (redugdo de NO, radical OHe e O2-) e anti-inflamatoéria (redu¢ao de TNF-a, I1L-6,
IL-1B). Outro estudo que corrobora esses achados é o de Amaral (2017), que demonstrou que
o0 ESAC e seus ativos (CM, AV e AMB) apresentaram atividade antioxidante e anti-inflamatoria

em culturas primarias de neutr6filos humanos.

Apos evidenciarmos a faixa de concentragao segura das drogas testes, bem como o efeito
neuroprotetor avaliado através do teste do MTT, o estudo avangou para investigagcdo da acao
dessas drogas na via de ativacao inflamatéria do NF-xB, um importante mediador da resposta
inflamatoria. Para isso, foi realizada uma analise do tempo ideal de exposi¢ao das células PC-
12 a 6-OHDA, sendo identificado que uma hora de exposic¢ao apresentou aumento da expressao

dessa via de forma significativa (Figura 9).

Estudos pré-clinicos e a andlise de cérebro de pacientes pos-morte tém comprovado o
papel importante da neuroinflamacdo na instalacdo e agravamento de doencgas
neurodegenerativas, incluindo a DP. Dessa forma, selecionamos como marcador para avaliar o
possivel efeito neuroprotetor do ESAC e da CM o fator de transcricio NF-xB, que esta
relacionado com a regulagdo da resposta inflamatoria e na expressao de genes que codificam
enzimas oxidativas (como iNOS e COX-2), citocinas pro-inflamatorias e mediadores

apoptoticos.

Ap6s determinagao do tempo para analise da expressdao do NF-kB mediante a exposi¢ao
das células PC-12 a 6-OHDA, foi avaliado efeito do ESAC e da CM. Tanto o ESAC quanto a
CM reduziram a expressao do NF-xB. Quando ativada, essa via transloca o fator NF-«xB para o
nucleo, onde estimula a expressao de mediadores pro-inflamatorios, como IL-1p ¢ TNF-a. A
inibicdo dessa via pode ser um dos mecanismos responsaveis pelo efeito neuroprotetor
observado, sugerindo que tanto o ESAC quanto a CM desempenham um papel importante na
modulacdo da neuroinflamagdo associada a DP. Estudos realizados no nosso laboratorio
(Aratjo et al., 2022 e Araujo 2023) com células microgliais (BV-2) ativadas por LPS mostraram
que o ESAC agiu pela via ERK1/2 na reduc¢do da inflamacdo, mas que ndo reduziu os niveis de

fosforilagdo da via NF-kB, diferentemente dos resultados encontrados neste estudo.
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Corroborando com a literatura, estudos anteriores realizados em nosso laboratdrio por

Araujo (2023), mostrou que o ESAC nio interferiu na via de sinalizacdo do NF-«B, interferindo
apenas na via de sinalizagdo da MAPKs. Neste estudo, o extrato apresentou os seguintes teores
de marcadores: CM = 70,07 £0,01 mg/g; AV =2,02+0,01 mg/ge AMB A=30,4+0,01 mg/g.
Portanto, se observarmos do ponto de vista quimico de marcadores ativos, ha uma diferenga
importante entre os dois extratos em relacdo ao atual (CM - 35,16 £ 0,01 mg/g; AV 2,02 £ 0,01

mg/g e AMB 1,16 £ 0,01 mg/g). Essas diferencas podem estar relacionadas a sazonalidade.

Embora os resultados confirmem a eficaicia da CM na modulagdo da via NF-«kB, a
interacdo entre os diversos ativos presentes no ESAC (AV, AMB e CM) ainda precisa ser mais
investigada. Estudos futuros irdo explorar essas interagdes e avaliar se o efeito neuroprotetor
observado ¢ exclusivamente mediado pela CM ou se outros ativos, em conjunto, contribuem

para o efeito terapéutico observado.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o ESAC e a CM possuem atividade
neuroprotetora e anti-inflamatoria em células neuronais da linhagem PC-12, evidenciadas pelo
aumento da viabilidade celular quando expostas a neurotoxina 6-OHDA e a redugdo da
fosforilagdo na via NF-kB. Estudos adicionais, que abordardo outras vias de sinalizagdao
envolvidas na neuroprotegdo, sao necessarios para melhor descrigdo do mecanismo molecular
de agdo neuroprotetora do ESAC e da CM. Além disso, ¢ fundamental investir no estudo desses

materiais in vivo.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo evidenciou o efeito neuroprotetor do ESAC e de seu ativo CM em
células neuronais (linhagem PC-12), expostas a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA. Este
trabalho representa um avango significativo no desenvolvimento de potenciais fitoterapicos
e/ou fitofarmacos para o tratamento da DP, especialmente ao estabelecer a padronizagcdo da
curva de expressdo de p-NF-kB em células PC-12 submetidas a 6-OHDA. Os resultados
indicam que o ESAC e a CM exercem efeito anti-inflamatorio relevante, evidenciado pela
redu¢do da expressdo da via NF-kB, o que sugere sua contribuigdo na modulagdo da
neuroinflamagdo associada a neurodegeneragdo. Dessa forma, investigagdes adicionais sdao
necessarias para elucidar de maneira mais detalhada os mecanismos moleculares pelos os quais
0 ESAC e o ativo CM promovem efeito neuroprotetor e anti-inflamatério, abrindo caminho para

novas estratégias terapéuticas no tratamento da DP.
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