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RESUMO

Estudos tém demonstrado o papel da neuroinflamag¢ao na doenga de Parkinson (DP) e de outras
doengas neurodegenerativas, que apresentam importante atuacao das células microgliais dentre
os mecanismos celulares envolvidos. Diante das limitagdes da farmacoterapia atual da DP, a
pesquisa de novos farmacos ¢ essencial. O extrato e/ou moléculas de Amburana cearensis t€m
demonstrado diversas atividades farmacologicas, como anti-inflamatoria, antioxidante e
neuroprotetora, conforme determinado anteriormente por estudos do nosso laboratorio. Diante
do exposto, o estudo objetivou investigar os efeitos anti-inflamatério e antioxidante do extrato
seco de A. cearensis cultivada (ESAC) e constituintes quimicos (cumarina - CM, amburosidio
A - AMB e 4cido vanilico - AV) em modelos de neuroinflamacdo em células microgliais
(linhagem BV-2), células neuronais (linhagem PC-12) e modelo de DP in vivo. Para tanto, foi
investigado o efeito do ESAC e ativos (CM, AMB e AV) sobre a ativagdo de células microgliais
induzida por LPS, mensurado pela determinacdo da concentracdo de mediadores pro-
inflamatorios e/ou oxidantes, como nitrito (Griees), citocinas pro-inflamatérias (ELISA) e
expressao da proteina iNOS. Também foi realizada avaliag@o do papel de fatores de transcricao
de genes pro-inflamatorios (NF-kB p65 e MAPK), pertencentes as duas principais vias de
sinalizagdo inflamatéria (IkB/NF-kB p65 e MAPKSs), pela técnica de Western blotting. A
atividade de eliminag¢ao de radicais livres das drogas testes também foi investigada. Para avaliar
se a acdo anti-inflamatdria do extrato confere neuroprotecao, foi investigado seu efeito em
cultura de células neuronais (PC-12), assim como seu efeito em modelo de DP em ratos
induzido por injecdo unilateral de 6-OHDA (12 pg/animal) no corpo estriado direito. Todas as
drogas testes (100 pg/mL) mostraram atividade sequestradora de radicais livres (HO e O2). A
adicdo de ESAC (1-100 pg/mL), CM (1-100 pg/mL), AMB (1-100 pg/mL), ou AV (1-100
pg/mL) as células BV-2 em cultura ndo alterou a viabilidade celular (teste MTT) e reduziu
significativamente o aumento da produgdo de 6xido nitrico (NO) induzido por LPS (0,5 pg/mL)
em células BV-2, mostrando a seguinte relacio AMB>ESAC>CM>AV. Os resultados
mostraram que apenas ESAC e AMB reduziram significativamente a expressdao da proteina
INOS (Western blotting). ESAC, AMB e CM reduziram as concentragdes do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), mas ndo afetaram significativamente os niveis de
IL-10. Observou-se ainda que o AMB apresentou efeito imunomodulador, evidenciado pelo
aumento na concentragdo de ureia. A reducao dos mediadores inflamatdrios exercida pelo
ESAC deu-se pela diminuigao da fosforilagao da via das MAPKs (JNK e ERK 1/2). Além disso,

o ESAC (100 pg/mL), presente no meio condicionado, preveniu a perda da viabilidade e



diminuiu a liberagdo de NO de células neuronais PC-12 expostas a 6-OHDA (10 pg/mL) e ao
meio condicionado (oriundo de células BV-2 estimuladas com LPS). No estudo in vivo,
demostrou-se que a dose de 200 mg/Kg do ESAC reverteu os déficits motores induzidos pela
6-OHDA, além de elevar os niveis da superdxido dismutase (SOD) e reduzir os niveis de nitrito
e a peroxidacdo lipidica. O estudo determinou de forma inédita o efeito anti-inflamatorio e
antioxidante do ESAC e ativos (CM e AMB) que parece estar associado a supressao da via das

MAPKSs, além de efeito neuroprotetor do ESAC no déficit motor induzido por 6-OHDA.

Palavras-chave: Amburana cearensis; metabdlitos secundarios; microglia; neuroinflamagao;

doencga de Parkinson.



ABSTRACT

Studies have demonstrated the role of neuroinflammation in Parkinson's disease (PD) and other
neurodegenerative diseases, which have an important role of microglial cells among the cellular
tissues involved. Given the restrictions of current pharmacotherapy for PD, the search for new
drugs is essential. Amburana cearensis extract and/or flag have demonstrated several
pharmacological activities, such as anti-inflammatory, antioxidant and neuroprotective, as
previously determined by studies in our laboratory. Given the above, the study aimed to
investigate the anti-inflammatory and antioxidant effects of the dry extract of cultivated A.
cearensis (ESAC) and chemical constituents (coumarin - CM, amburoside A - AMB and vanillic
acid - VA) in models of neuroinflammation in cells microglia (BV-2 lineage), neuronal cells
(PC-12 lineage) and in vivo PD model. Therefore, the effect of ESAC and actives (CM, AMB
and AV) on the activation of microglial cells induced by LPS was investigated, measured by the
experience of the concentration of pro-inflammatory mediators and/or oxidants, such as nitrite
(Griees), cytokines (ELISA) and iNOS protein expression. We also evaluated the role of pro-
inflammatory gene transcription factors (NF-kB p65 and MAPK), belonging to the two main
inflammatory signaling pathways (IkB/NF-xB p65 and MAPKSs), using the Western blotting
technique. The free radical scavenging activity of the tested drugs was also investigated. To
assess whether the extract's anti-inflammatory action confers neuroprotection, its effect on
neuronal cell culture (PC-12) was investigated, as well as its effect on a PD model in rats
induced by unilateral injection of 6-OHDA (12 pg/animal) in the right striatum. All tested drugs
(100 pg/mL) experienced free radical (HO™ and O2°) scavenging activity. Addition of ESAC (1-
100 pg/mL), CM (1-100 pg/mL), AMB (1-100 pg/mL), or AV (1-100 pg/mL) to BV-2 cells in
culture did not alter cell viability (MTT test) and significantly increased nitric oxide (NO)
production induced by LPS (0.5 pg/mL) in BV-2 cells, showing the following relationship
AMB>ESAC>CM>AV. The results appreciated that only ESAC and AMB significantly
reduced iINOS (Western blotting) protein expression. ESAC, AMB and CM reduced tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin 6 (IL-6) concentrations but did not significantly
affect IL-10 levels. It should also be noted that AMB had an immunomodulatory effect, as
evidenced by the increase in urea concentration. The reduction in inflammatory mediators
emitted by ESAC was due to the decrease in phosphorylation of the MAPK pathway (JNK and
ERK1/2). Furthermore, ESAC (100 pg/mL), present in the conditioned medium, prevented the
loss of viability, and produced NO release from PC-12 neuronal cells exposed to 6-OHDA (10

pg/mL) and to the environment (originating from LPS-stimulated BV-2 cells). In the in vivo



study, it was shown that a dose of 200 mg/Kg of ESAC reversed the motor deficits induced by
6-OHDA, in addition to raising superoxide dismutase (SOD) levels and reducing nitrite levels
and lipid peroxidation. The study determined in an unprecedented way the anti-inflammatory
and antioxidant effect of ESAC and actives (CM and AMB) that seem to be associated with the
inhibition of the MAPKs pathway, in addition to the neuroprotective effect of ESAC on the
motor deficit induced by 6-OHDA.

Keywords: Amburana cearensis; secondary metabolites; microglia; neuroinflammation;

Parkinson's disease.
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1- INTRODUCAO
1. 1 Inflamacgéao e as doenc¢as neurodegenerativas

O sistema imune inato serve como uma primeira linha de defesa do hospedeiro através
da sua capacidade de responder a patdgenos e sinais de perigo. Desempenha um papel essencial
na manuten¢ao da homeostase do tecido e da resposta a infeccdo e lesdo. Diferentes tipos
celulares estdo incluidos na resposta inflamatdria, tais como neutrofilos, macréfagos,
mastocitos, plaquetas, células dendriticas, células endoteliais e fibroblastos, entre outras.
Durante a infec¢do, a quimiotaxia ¢ um importante evento para o recrutamento de células para
o sitio de inflamagdo. Visto isso, as respostas de defesa, incluindo inflamagao, sdo geralmente
benéficas ao organismo, agindo para restringir a sobrevivéncia e proliferagdo dos patdogenos
invasores, promover a sobrevivéncia do tecido, reparo, recuperacdo e conservar a energia do
organismo (CARRILLO et al., 2017, LAM; MAPLETOFT; MILLER, 2016).

Contudo o processo inflamatério pode ter consequéncias patologicas, em quase todos os
tecidos, entre eles o sistema nervoso central (SNC) ¢ especialmente sensivel a inflamacao,
devido as dificuldades de regeneragdo dos neurdnios. A neuroinflamagdo ¢ particularmente
perigosa e pode resultar em dano permanente ao SNC. Como um mecanismo de defesa natural,
células especificas como as micrdglias, protegem o tecido do SNC. As micrdglias sdo as
principais células imunitdrias residentes no cérebro, onde constantemente examinam o
microambiente do SNC, verificando a presenga de patégenos e sinais de perigo e produzindo
fatores que influenciam astrécitos circundantes (outro tipo de cé€lula glial com fungdes de
suporte) e neuronios. Quando estimuladas por agentes patogénicos ou sinais imunoldgicos, as
microglias tornam-se ativadas e respondem rapidamente, por sua vez, destruindo os patdgenos
e reduzindo os danos ao SNC (LAM; MAPLETOFT; MILLER, 2016).

Ao contrario dessa agao homeostatica protetora, a inflamagao tem sido observada em
uma infinidade de doengas e seu impacto nos distirbios neuroldgicos tem sido proposto como
uma das principais causas de progressdo da doenga nos ultimos anos. Portanto, a ativacao
excessiva de células microgliais, neuroinflamagdo excessiva, tem sido implicado em doengas
neurodegenerativas tais como a doenca de Alzheimer (DA), doenca de Parkinson (DP), a
Esclerose Multipla (EM) e Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) (GLASS et al., 2010; JUNG
etal., 2019).

1.2 Epidemiologia e aspectos econdomicos da doenc¢a de Parkinson

A DP ¢ a segunda doenca neurodegenerativa mais comum apds a DA. Sabe-se que o
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numero total de pessoas vivendo com essa doenga em todo o mundo ¢ de 7-10 milhdes, no
entanto, devido ao envelhecimento geral da populagdo, ¢ esperado que o nimero de pacientes
com DP dobre até 2030 (MAHAJAN et al.,2016). A DP ¢ considerada uma doenga multifatorial
que ¢ causada, na maioria dos casos, pelos efeitos combinados de varios fatores, incluindo os
genéticos e ambientais. Aproximadamente 10-15% dos pacientes com DP relatam uma histéria
familiar de DP entre os parentes em primeiro grau (MAHAJAN et al., 2016; ELBAZ et al.,
2015).

A DP acomete homens e mulheres, na faixa etaria de 55 a 65 anos, no entanto a maior
ocorréncia dessa doenga é no sexo masculino. E considerada cosmopolita, uma vez que nio
apresenta distingdo de classes sociais (LIMONGI, 2001). Em alguns casos, a DP pode
manifestar-se também em individuos com menos de 40 anos, caracterizando o Parkinsonismo
Precoce (BARBOSA; SALLEM, 2005). Assim, ¢ possivel teorizar que a DP pode provocar um
impacto nas estruturas econdmicas, sociais ¢ de satde, o que necessitara de um maior
conhecimento acerca da DP e um melhoramento do planejamento de satde publica. Os dados
referentes a epidemiologia da DP sdo importantes, uma vez que podem fornecer dados quanto
a sua ocorréncia, etiologia e informagdes sobre planejamentos na satde publica (STEIDL;

ZIEGLER; FERREIRA, 2007).

Estudos epidemiologicos atestam que, com a evolucdo da idade, ha um crescimento da
prevaléncia da DP, aumentando progressivamente em até dez vezes por volta dos 50 e 80 anos.
Dados nacionais estimam que a expectativa de vida no Brasil, em 2030, sera de 78,6 anos e, em
2060, de 81,2 anos. O que significa dizer que teremos um maior numero de idosos e, portanto,
de casos de DP no Brasil. Esses nimeros sdo alarmantes, pois considerando-se que a doenga
pode atingir pessoas em idade economicamente ativa, em idade produtiva e o fato de tratar-se
de doenga cronica, significa que os dados impactam os setores econdmico, previdenciario,
social e de satde publica e privada. Esses pacientes consumirdo mais os sistemas de saude,
necessitardo do uso de medicamentos por toda a vida, aumentando as chances da necessidade
de internagao hospitalar, além de necessidade de acompanhamento multidisciplinar (neurologia,
fisioterapia, fonoaudiologia, psiquiatria, psicologia, nutri¢do, neurocirurgia) para o pleno
tratamento, o que significa uma demanda maior de atendimento e gastos com a satde publica

(PRINGSHEIM et al., 2014; VILELA, 2019; SILVA et al., 2021).

Estudo desenvolvido por Santos e colaboradores (2022) realizou um levantamento de

dados por meio de consulta no Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde
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(DATASUS), cuja pesquisa de dados ocorreu no periodo de novembro de 2021, sendo
investigado durante os anos de 2016 a 2020, onde foram observadas 4.637,00 internagdes de
pacientes com DP, sendo a regido sudeste do Brasil com maior nimero de internagdes e a regiao
norte com menor numero. Foi observado também, nesse estudo que o maior nimero (1140
internagdes) de internagdes de pacientes com DP ocorreu no ano de 2016 ¢ o menor (592
internagdes) em 2020. Em relagdo ao ntimero de dbitos de pacientes por DP ocorrido no periodo
da pesquisa, observou-se que o ano com maior registro de obitos foi o ano de 2016. Diante dos
dados encontrados nessa pesquisa, evidencia a importancia da busca por novos tratamentos,
uma vez que, entre os anos de 2016 a 2020, as 4.691 internacdes custaram aos cofres publicos
mais de 18 milhoes de reais, e considerando que a DP é uma doenca cronica, degenerativa e de
carater progressiva do SNC, o uso de drogas com acdo neuroprotetoras pode ser realmente uma
alternativa relevante para a redugdo dos sintomas, numero de hospitalizagdes e gasto financeiro

aos cofres publicos (SANTOS et al., 2022).

1.3 Fisiopatologia da doenc¢a de Parkinson

As primeiras manifestacbes da DP sdo observadas a presenca de um declinio no
desempenho motor, afetando a préatica das atividades habituais desses pacientes de forma a
limitar ou até mesmo impedir praticas do dia a dia. Diante desse quadro, ha um
comprometimento na qualidade de vida do paciente, prejudicando o estado mental e o
relacionamento com elementos do ambiente, o que compromete a participacao social desses
individuos (MALAK et al., 2017).

A DP ¢ caracterizada pela perda de neurdnios na substincia negra (parte compacta)
(SNpc), que por sua vez leva a deficiéncia de dopamina na via nigrostriatal. A perda de
neurdnios dopaminérgicos desencadeia uma desregulagdo dos sintomas motores, como rigidez
e instabilidade postural. Além disso, a DP ¢ causada pela presenga de um marcador
histopatologico chamados corpos de Lewy (agregados anormais de proteinas encontradas no
interior das células nervosas, contendo principalmente a-sinucleina). Sabe-se que, cerca de 40%
dos pacientes com DP, eventualmente, desenvolvem deméncia devido a propagacao dos corpos
de Lewy para o cortex cerebral e estruturas limbicas (NEVES; ALMEIDA; CAVADAS, 2016;
FU; FU, 2015).

A degeneragao dos neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal leva a uma intensa

redugdo dos niveis de dopamina no estriado, bem como em outros nucleos da base. Os nucleos
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da base ou ganglios da base compdem um grupo de nucleos subcorticais que possuem como
fun¢do primordial no controle dos movimentos voluntdrios, sdo eles estriado (caudado e
putamen), globo palido (interno e externo), nucleo subtalamico, e substancia negra (parte

compacta e reticulada) (DRUI et al., 2014).

Adicionalmente, o hipocampo, estrutura do lobo temporal envolvida no aprendizado
fisiologico e na memoria, consiste em uma area que também ¢ afetada na DP. O
comprometimento do hipocampo parece estar relacionado com a disfung¢ao cognitiva observada
em alguns pacientes com DP (CALABRESI et al., 2013; REGENSBURGER; PROTS;
WINNER, 2014). Nos estudos iniciais sobre a DP, ndo foi atribuido um papel importante ao
hipocampo para essa doenca, contudo, dados emergentes sugerem comunicacdes entre os
sistemas dopaminérgicos e o hipocampo na plasticidade siniptica, memoria adaptativa e
comportamento motivado. O hipocampo ¢ modulado pela entrada dopaminérgica a partir da
area tegmental ventral e do bulbo olfatério e pela entrada noradrenérgica do locus coeruleus,
podendo, assim, estar envolvidos na regulacdo motora e do humor (CEZARIO, 2017;

REGENSBURGER; PROTS; WINNER, 2014).

Diversos estudos sugerem que a perda neuronal na DP esté4 associada a neuroinflamagao
cronica relacionada a micréglia e células imunes no cérebro (SONGE; KIM, 2016). Os
neurénios da substantia nigra sdo particularmente vulneraveis a danos provocados pela
microglia ativada. Embora essa ativacdo primeiramente destine-se a proteger os neuronios
dopaminérgicos, uma ativagao excessiva da microglia, em condi¢des patoldgicas contribui para
a progressdo da DP, principalmente pela secrecdo de vérias citocinas pro-inflamatorias e
mediadores neurotoxicos como, as EROs (espécies reativas de oxigénio) e ERNs (espécies
reativas de nitrogénio), e assim criando um ambiente de maior estresse oxidativo. Muitos
farmacos tém sido referidos como sendo neuroprotetores por prevenir a ativacao da microglia

nos modelos experimentais da DP (KIM et al., 2012; Wang et al., 2022).

Figura 1 — Esquema de processo inflamatdrio e consequente morte neuronal mediada pelas

céulas microgliais na presenga da a-sinucleina em condi¢des patologicas de DP.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drui%20G%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=23399912
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Fonte: O autor (2022). Processo inflamatério mediado por micréglia ativada na presenca da proteina a-sinucleina
em DP. Na presenca de a-sinucleina as células microgliais mudam seu estado de “repouso” (vigilante) e passam
para um estado ativo (pro-inflamatoério), cuja ativagdo ¢ de forma excessiva, passando a liberar mediadores
inflamatorios como TNF-a, IL-6, IL-1B e NO que desestabilizam as fun¢des normais dos neurdnios
dopaminérgicos com consequente liberagdo de EROs e NO gerando um ambiente de inflamagdo e estresse
oxidativo em ciclos de rea¢des ndo controlados pelo organismo. Legenda: receptores toll likes (TLRs); proteinas
quinases ativadas por mitogénio (MAPKSs); fator nuclear k B (NF-«kB p65); fator de necrose tumoral alfa (TNF-a);

interleucinas (IL); espécies reativas de oxigénio (EROs); 6xido nitrico (NO).
1.4 Neuroinflamacio e o estresse oxidativo na doenc¢a de Parkinson

Na neuroinflamacao, células gliais sdo ativadas, liberando mediadores inflamatérios no
interior do cérebro, com o subsequente recrutamento de células imunitarias periféricas. As
microglias, compreendem cerca de 15%-20% do total de células no cérebro, e controlam
ativamente o ambiente do SNC para manter a homeostase, atender as novas necessidades
fisiologicas, e responder a eventos patoldgicos, servindo como células do sistema imunolégico
para coordenar as respostas imunitarias inatas. Além da microglia, os astrocitos, também fazem
parte das células que compdem a glia e sdo ativados em resposta a danos no SNC (HUNG et

al.,2016; CHIU et al., 2016).

As citocinas liberadas durante o processo inflamatorio sdo glicoproteinas de baixo peso
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molecular produzidas por diversos tipos celulares, incluindo neurdnios, glia e células do sistema
imune periférico. As citocinas modulam diversas fungdes fisioldgicas e patolégicas como a
imunidade inata, adquirida e respostas inflamatorias, e podem afetar processos bioldgicos como
desenvolvimento embrionario, mudangas nas funcdes cognitivas e progressao de doencgas

neurodegenerativas associadas a idade (CARVALHO et al., 2016).

Ja ¢ conhecido que os niveis de citocinas pro-inflamatérias como fator de necrose
tumoral a (TNF-a) ou interleucina 1B (IL-1B) estdo aumentados no estriado e no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com a DP. Além disso, em diversos modelos animais, ocorre
ativacao do sistema complemento e aumento na producdo TNF-a, IL-18, e IL-6 que por sua vez,
interferem nos niveis de 6xido nitrico (NO), por meio do aumento da expressdo da proteina
iNOS, o que favorecem a inducdo do estresse oxidativo pelo aumento da liberagdo de NO

(CARVALHO et al., 2016).

O 6xido nitrico ¢ formado a partir da conversdo da L-arginina em L-citrulina catalisada
pela 6xido nitrico sintase (NOS). A NOS ¢ classificada em subfamilias de acordo com a
localizag@o da expressao no corpo e o modo de expressdo, a saber, constitutivo ou induzivel. A
NOS constitutiva ¢ detectada nos tecidos neuronais (nNOS) e nas c€lulas endoteliais vasculares
(eNOS), enquanto a NOS induzivel (iNOS) ¢ expressa em varios tipos de células em condicdes
normais e patoldgicas, incluindo macrdéfagos, células microgliais, queratinocitos, hepatdcitos,
astrocitos e células endoteliais e epiteliais vasculares. Com estimulos infecciosos e pro-
inflamatoérios, a proteina iNOS ¢ altamente induzida a produzir NO, a partir de L-arginina em

uma faixa micromolar (MURAKAMI; OHIGASHI, 2007).

Tabela 1 - Classificagdo da proteina NOS de acordo com a expressao em diferentes tipos

celulares e funcao desempenhada.

Forma NOS Tecido expresso Tipo Funcio
nNOS Neuronais Constitutivo Fisiologica
eNOS Células endoteliais vasculares Constitutivo Fisiologica

Macrofagos, micrdglias, hepatdcitos, Fisiologica ou
astrocitos, queratindcitos, células patoldgica
INOS - T Induzivel
endoteliais e epiteliais vasculares.

Fonte: Murakami e Ohigasshi (2007), adaptado. Legenda: Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS); 6xido nitrico
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sintase endotelial (eNOS); 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS).

Neste contexto, o aminoacido L-arginina também pode ser metabolizado pela arginase
que converte esse aminoacido em ornitina e ureia. Portanto, tem sido sugerido que a produgao
de iNOS ¢ geralmente acompanhada pela expressdo de arginase, € que esta arginase pode
contribuir para diminuir os niveis de NO e suas consequéncias pro-inflamatérias e pro-
oxidativas. Ademais, podemos testacar que o aumento da atividade da arginase em macrdofagos
marca um perfil anti-inflamatério (M2) e o aumento da expressdao de iNOS marca um perfil

pré-inflamatoério, onde o aminoacido L-arginina ¢ utilizado para superproducdo de NO

(CECILIO et al., 2011).

Estudos anteriores descobriram que o NO desempenha um papel importante no sistema
nervoso central sob ambos os aspectos fisiologicos e patologicos. O papel do NO na
neuroinflamagao foi definido em modelos animais onde este neurotransmissor pode modular o
processo inflamatorio atuando em vias regulatorias chave, como aquelas associadas a processos
de excitotoxicidade induzidos pelo acimulo de glutamato e ativagdo microglial. Portanto, varias
linhas de evidéncia indicam que o NO estd associado com excitotoxicidade, dano ao DNA e
modifica¢do de proteinas, que sdo mecanismos patogénicos comuns envolvidos em multiplas

doencas neurodegenerativas (YUESTE et al., 2015).

O estresse oxidativo reflete um desequilibrio entre a producdo aumentada e
incorporagdo de radicais livres e a capacidade dindmica de um biossistema para desintoxicar
intermediarios reativos. Os radicais livres produzidos pelo estresse oxidativo sdo uma das
caracteristicas comuns em varios modelos experimentais de doengas. Eles afetam tanto a
estrutura como a funcao de células neurais, e contribuem para uma ampla gama de doengas
neurodegenerativas, incluindo a DP e DA (JIANG; SUN; CHEN, 2016). Por isso, os
antioxidantes naturais e sintéticos t€ém sido recomendados para o alivio dos sinais e sintomas
destas doengas e, mesmo, para bloquear sua evolu¢do (AYOKA et al., 2022). Por tanto, para
mimetizar essas condi¢des de aumento de estresse oxidativo e neuroinflamacgao, utiliza-se na
pesquisa os modelos experimentais in vifro € in vivo, na tentativa de decoberto de novos

farmacos eficazes e seguros.
1.5 Modelos experimentais in vitro de neuroinflamacao

Cultura de células e de tecidos sdo utilizados, principalmente, em pesquisa bésica
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aplicada como modelos de neuroinflamacdo. Como exemplo, podemos citar estudos sobre
testes de toxicidade, na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, na engenharia genética
e terapia génica. Além disso, as células em cultura tém sido utilizadas como modelo de estudo
dos efeitos de compostos enddgenos e xenobidticos sobre as células e no processo de
envelhecimento. Portanto, os estudos prévios in vitro auxiliam na reducdo do niimero de
animais utilizados na pesquisa, pois possibilitam a elucidacdo de mecanismos de agdo das
drogas em estudo, selecao de novas drogas e presenca ou auséncia de toxicidade (MORALES,

2008; RYAN, 2011).

No inicio dos anos de 1930 foram descritas as culturas de células microgliais. No entanto,
a utilizacdo de culturas para estudar as funcdes da microglia, sé ocorreu, posteriormente ao
desenvolvimento e melhoramento do método para a obtencdo de grandes quantidades de
culturas microgliais. O aumento do rendimento e a homogeneidade das células em cultura
permite a rapidez na obtencdo de dados em comparagdo com a maioria dos experimentos

realizados in vivo (STANSLEY; POST; HENSLEY, 2012).

Atualmente, existem muitos modelos de microglia e linhagens de células microgliais
usadas para investigar fenomenos neuroinflamatorios. Estes incluem culturas primarias da
micréglia, e culturas de células microgliais imortalizadas, que podem ser, ou ndo, transformadas
por retrovirus. Estes modelos de cultura compartilham semelhangas com as células microgliais
primarias, teciduais, como o estado de ativagdo, fatores liberados apos estimulo, motilidade e
outros componentes cruciais que caracterizam a microglia, que ndo podem ser suficientemente
examinados in vivo. Por outro lado, sdo separados por diferengas essenciais como aumento do
rendimento e homogeneidade da cultura que devem ser levadas em consideracdo, na escolha de
um modelo adequado para a investigacao da neuroinflamacao (STANSLEY; POST; HENSLEY,
2012).

A micréglia em cultura primaria apresenta um estado inativado e outro ativado. Em
relagdo a forma inativa, verificamos um estado de “repouso”, ou o estado "ramificado", que
desempenha fungdes de vigilancia. J4 na forma ativa, podem existir dois formatos, chamados
de M1 e M2. O M1 esté relacionado com a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como
TNF-a, IL-1B e IL-6, e mediadores neurotoxicos, como EROs e ERNs, em resposta a estimulos
por LPS (lipopolissacarideo) ou IFN-y (interferon-gama), dentre outros estimulos. E o M2,
chamado de estado ameboide, a micrdglia exerce acao anti-inflamatoria através do bloqueio da

liberagdo de citocinas pré-inflamatorias, a ingestao de detritos, a promog¢ao de reparagdo de
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tecidos e liberagdo de fatores neurotroficos. O pesquisador pode controlar esses dois estados
durante a experimentacdo, dependendo do seu objetivo de trabalho (STANSLEY; POST;
HENSLEY, 2012; VARNUM,; IKEZU, 2012).

Entre as culturas imortalizadas, ambas as linhas N9 ¢ BV-2 tém sido usadas
extensivamente na pesquisa relacionada com distlirbios neurodegenerativos. Sdo derivadas de
ratos e de camundongos, respectivamente. Estudos realizados demonstraram que a linhagem
BV-2, quando estimulada por LPS, ¢ capaz de secretar citocinas pro-inflamatérias, onde

verificaram que o nivel de IL-1 aumentou de forma dependente da dose (BLASIL et al., 1990).

O LPS ¢ encontrado na membrana externa de bactérias Gram-negativas, atuando como
uma endotoxina que se liga a receptores toll likes (TRLs), como o TLR-4 (IMAI et al., 2011;
LIU; BIND, 2011; KUMAR et al., 2014). O TLR-4 induz a secre¢do de mediadores pro-
inflamatorios, eventualmente causando lesao neuronal. O NO secretado pela microglia ativada
tém sido relatado como fator crucial para a progressdo da neuroinflamacdo. O NO ¢ gerado
através da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS). A expressdo de iNOS ¢ regulada por meio de
vias de sinalizagdo de proteinas quinases ativadas por mitogénio (MAPKSs) e fator nuclear kappa

B (NF-xB p65) (KIM et al., 2013).

As MAPKs, incluindo proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2),
proteina quinase c-Jun NH»-terminal (JNK) e proteina quinase 38 (p38), sdao um grupo de
moléculas sinalizadoras e desempenham um papel importante na expressao de citocinas pro-
inflamatorias. Estudos realizados por Kim et al., (2013) e Gao et al., (2013) demonstraram que
a regulagdo positiva da via de sinalizagdo MAPK estava envolvida em varios modelos de
ativacdo microglial. Estudos adicionais também sugeriram que a inibicao efetiva da via MAPK
poderia diminuir a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e, portanto, ser benéfica para a

sobrevivéncia neuronal (HAN et al., 2014; DANG et al., 2014).

Outra via ativada pela presenca da ligacdo do LPS ao TLR-4 ¢ a do NF-«B p65, que
demonstrou controlar as respostas inflamatdrias nas células microgliais. A ativagdo de NF- xB
p65 ¢ desencadeada pela sua fosforilagdo e subsequente degradagcdo de inibidor de xB
(IxB). Esse processo leva subsequentemente a translocacdo do NF-xB livre para o nticleo, onde
promove a expressao de genes pro-inflamatorios, como as citocinas pro-inflamatérias (TNF-a,
IL-6, IL-1p, dentre outras), ciclooxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS).

A inflamac¢ao microglial, portanto, serve como um modelo importante para investigar potenciais
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alvos terapéuticos para diminuir a progressdo da morte celular neuronal em distirbios

neurodegenerativos (OLAJIDE et al., 2013).

Figura 2 — Esquema das vias ativadas apos exposicao ao LPS a cultura de células microgliais.

0NF-xB AP-1
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Ncleo Genes pro-inflamatdérios

Fonte: DE ARAUJO et al., 2022, com modificacdes. Mecanismo de sinalizagdo na neuroinflamacéo induzida por
LPS em células BV-2. A ativagéo do receptor toll-like 4 (TLR-4) com LPS leva a ativagdo das vias NF-kB p65 e
MAPKSs. O complexo IKK fosforila IkBa, o que leva a degradagdo de IkBa e subsequente translocagdo nuclear de
NF-kB p65. Ao mesmo tempo, a via MAPK (JNK, P38 e ERK1/2) regula a transcricdo de mediadores
inflamatdrios através da ativagéo do fator de transcricdo AP-1. A ativagdo de NF-kB e AP-1 resulta na expressdo
de iINOS e na producéo de mediadores pré-inflamatorios. Legenda: IKK: complexo de quinase IkB; IxkBa.: inibidor
de capa B; P: Fosfato; NF-«xB: Fator kapa nuclear B; MAPK: proteina quinase ativada por mitogeno; ERK: quinase

reguladora de sinal extracelular; AP-1: proteina ativadora 1.
1.6 Modelo animal de doenc¢a de Parkinson

Os modelos animais representam uma ferramenta muito importante para estudar os

mecanismos patogénicos e estratégias terapéuticas em doencas humanas. Tradicionalmente, os
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modelos animais de DP tém contado com a destruicdo quimica rapida da via dopaminérgica
nigroestriatal, resultando em uma deplecdo de dopamina no estriado que reflete um estagio
avangado da doenga. Através da utilizagao de um modelo animal, a deficiéncia de dopamina foi
associada com sintomas de DP, e a levodopa (dihydroxyphenylalanine ou L-DOPA) foi usado
pela primeira vez para compensar o déficit de dopamina no estriado, e ainda continua sendo o

padrdo ouro de tratamento de DP (VISANII et al., 2016; GANDHI; SAADABADI, 2022).

No entanto, sabemos que a levodopa reduz apenas os sintomas, € nao ¢ capaz de diminuir
a progressdo da doenga. Estudos tém relatado efeitos colaterais relacionados a dose e a
utilizagdo a longo prazo da levodopa, onde é necessario aumentar a dose para obter o mesmo
efeito ou mesmo suspender a medicacdo devido a efeitos secundérios indesejaveis. Portanto,
seria relevante o estudo de novas estratégias farmacoldgicas para a DP, através dos modelos
experimentais existentes, que sejam capazes de diminuir a progressao da doenga, e permitir ao
paciente com DP um prolongamento do seu tratamento com levodopa, diminuindo a progressao
da doenca, sem a necessidade de aumentar ou suspender a dose utilizada (JANCOVIC;

AGUILAR, 2008; ALIREZAEI et al., 2015).

Modelos animais de DP baseados na destrui¢do induzida por toxinas da via nigroestriatal
provaram ser altamente eficazes na deteccao de novas abordagens ao tratamento e na prevengao
ou reversao de flutuagdes motoras e complicagdes motoras que ocorrem durante a terapia e
como resultado da progressdo da doenca. Atualmente, varios modelos animais com toxinas
estao sendo utilizados em primatas e roedores, como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), podendo ser utilizados também pesticidas, por
exemplo rotenona e paraquati. Existem algumas desvantagens no uso desses modelos, como
por exemplo, no modelo utilizando a 6-OHDA nao verificamos a formagao de corpos de Lewy,
marca histopatologica presente em pacientes com DP, outro exemplo que podemos citar € a alta
toxicidade da neurotoxina MPP+, formada a partir do seu percussor MPTP, pois essa molécula
consegue ultrapassar a BHE, e a utilizacdo cronica dessa toxina pelos pesquisadores representa
risco de contaminag¢ao, além disso, podemos destacar a alta taxa de mortalidade de roedores na
utilizacdo do MPTP, pois os roedores sao mais sensiveis a essa toxina, no entanto sao modelos
animais utilizados atualmente essenciais para o estudo de novas abordagens terapéuticas para o
tratamento da DP. Eles abriram portas relevantes para aumentar nossa base de conhecimento
dos eventos que podem levar ao processo neurodegenerativo da DP (LEWIS; PRZEDBORSKI,
2012; NOURMOHAMMADI et al., 2022).


https://bmccomplementmedtherapies.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12906-022-03524-1#auth-Saeideh-Nourmohammadi
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A caracterizagdo do analogo hidroxilado da dopamina, 6-OHDA, como uma toxina
indutora da degeneracao de neuronios dopaminérgicos no trato nigro-estriatal, levou a ser uma
ferramenta amplamente utilizada para induzir parkinsonismo em roedores. A 6-OHDA nao
atravessa com eficiéncia a barreira hematoencefalica e, portanto, requer injecao direta no
cérebro. Apds a injecdo, a 6-OHDA entra nos neurdnios dopaminérgicos, utilizando um sistema
transportador de dopamina (DAT), que inicia a degeneragdo por meio de uma combinagdo de
estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial. A 6-OHDA, ¢ oxidada pela enzima monoamina A
(MAO-A) e pode ainda se auto-oxidar, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), como
peroxido de hidrogénio (H202), que danificam proteinas e o material genético, levando a morte
neuronal. Visto isso, podemos verificar que a DP apresenta caracteristicas fisiopatoldgicas
relacionadas com aumento da inflamagdo e estresse oxidativo, esses processos podem ser
neutralizados com a utilizagdo de um composto com potencial efeito antioxidante e anti-

inflamatorio (KABUTO; YAMANUSHI, 2011; BALTAZAR; FLORES; OLIVO, 2017).

Figura 3 — Mecanismo de a¢do do modelo de DP induzido por 6-OHDA.
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Fonte: O autor (2022). Nesse modelo a 6-OHDA, que consiste em um analogo da dopamina entra nas células
neuronais através do transportador de dopamina (DAT), que uma vez dentro da célula a 6-OHDA ¢ oxidada pela
monoamina oxidase A (MAO-A) formando quinonas e liberagdo de H,O», OH™ e Oy, sofre também auto-oxidacao
que culmina na formacdo de EROs. A 6-OHDA também pode interagir com o complexo I da cadeia respiratéria
mitocondrial, que bloqueia o processo de respiragdo celular e passa a liberar EROs, que consequentemente causam
danos a0 DNA e proteinas. Legenda: acido desoxirribonucleico (DNA); monoamina oxidase A (MAO-A);

peroxido de hidrogénio (H,O»); radical hidroxila (OH"); anion superéxido (O2).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S217358081730113X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S217358081730113X#!
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Portanto testar produtos naturais, que apresentem atividades antioxidante e anti-
inflamatéria, por meio da utilizagdo dos modelos experimentais, seria uma importante
contribuicdo para entendermos melhor a fisiopatologia dessa doenca e contribuir para o

tratamento dos pacientes com mal de Parkinson.

1.7 Fitoterapicos e fitofarmacos

A utiliza¢do de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevengdo de
doengas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Apesar dos
grandes avancos observados na medicina moderna nas ultimas décadas, as plantas continuam
sendo utilizadas e estima-se que 25 a 30% de todas as drogas avaliadas como agentes
terapéuticos sao derivadas de produtos naturais (MOTTA et al., 2013). Dentre as principais
contribui¢des destas na atencao aos pacientes podemos relacionar, Ginkgo biloba, Hypericum

perforatum e Valeriana officinalis, que se destacam no mercado farmacéutico internacional.

Fitoterapico, de acordo com a legislagdo sanitaria brasileira, ¢ o0 medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004a). Estes farmacos, sempre apresentaram uma
parcela significativa no mercado de medicamentos. O setor movimenta globalmente US$ 21,7
bilhdes por ano. No Brasil, estima-se que esse mercado gira em torno de US$ 22 bilhdes
anualmente. O mercado nacional de fitoterapicos ¢ composto por 119 empresas que possuem
registro de seus produtos junto a ANVISA, sendo encontradas informac¢des de movimentagao
de cerca de 1,8 milhdo de reais ao ano. De acordo com a Associagdo Brasileira das Empresas
do Setor Fitoterapico, Suplemento Alimentar e de Promocao da Satide (Abifisa), o mercado de
fitoterapicos brasileiro apresentou crescimento em torno de 8% comparado ao mesmo periodo
de 2014, que havia crescido 6,1% em relacdo ao ano anterior. Ou seja, o segmento vem
ampliando o patamar de crescimento (FEBRAFARMA, 2007; ZUANAZZI, 2010; FIRPO,
2015).

Dentre os fitofaArmacos hé a classe dos alcaloides que constituem uma das classes de
metabolitos secundarios mais rica em termos de bioatividade, destacando emetina (amebicida
e emético), atropina, hiosciamina e escopolamina (anticolinérgico), vincristina e vinblastina
(antitumoral), codeina (antitussigeno) e morfina (hipnoanalgésico) (HENRIQUES et al., 2000;
RANG et al., 2015; SIMOES et al., 2016).
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Assim o uso de plantas, como fonte de novos farmacos mostra um grande potencial para
utilizagdo em varias doengas e podem ser de grande importancia para a industria farmacéutica.
Por exemplo, uma analise da origem das drogas desenvolvidas entre 1981 ¢ 2002 mostrou que
produtos naturais ou drogas derivadas de produtos naturais compreendiam 28% de todas as
novas substancias quimicas langadas no mercado. Além disso, 24% destes eram compostos
miméticos sintéticos ou naturais, com base no estudo de farmacédforos relacionados aos

produtos naturais (CRAGG; NEWMAN, 2012 e 2013; MORAES, 2015).

Produtos a base de plantas, t€ém sido o foco de diversos estudos, porque eles tém
apresentado efeitos benéficos sobre o sistema nervoso central e envelhecimento cerebral e
possuem componentes bioativos potenciais para o tratamento ou preven¢dao de doengas
neurodegenerativas (KIM et al., 2014; ROSA et al., 2022), incluindo Ginkgo biloba marcadores:
ginkgoflavonoides e terpendides, em estudo realizado por Kaur; Sharma e Nehru (2018) com o
extrato padronizado apresentou atividade anti-inflamatdria ao suprimir a ativacgao de astrocitos
marcados com (GFAP), além da diminuicdo da expressdo do NF-kB e de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1B, 1L-6), no mesmo estudo o extrato padronizado de Ginkgo biloba
foi eficaz contra a perda neuronal hipocampal induzida por trimetilestanho, Camellia sinensis
(cha-verde) e seus ativos epicatequina e galato de epigalocatequina, em estudo realizado por
nosso grupo de pesquisa demonstraram efeito neuroprotetor em modelo de DP induzido por 6-
OHDA (PINTO et al., 2015) e ativos de Amburana cearensis, como amburosidio A (LEAL et
al.,2005) e cumarina (LUCETTI, 2010).

1.8 Amburana cearensis e seus ativos como fonte em potencial de farmacos anti-

inflamatorios/neuroprotetores

Arvore tipica do semiérido brasileiro, a Amburana cearensis A. C. Smith (Fabaceac), é
popularmente conhecido como "cumaru" ou "amburana-de-cheiro". A sua casca do tronco e
sementes sdo tradicionalmente utilizadas para o tratamento de reumatismo, tosse, bronquite e
principalmente asma (CANUTO; SILVEIRA; BEZERRA, 2010). Varios compostos tém sido
isolados a partir da casca do tronco de A. cearensis, incluindo cumarina, acido vanilico,

flavonoides, glicosideos fendlicos como amburosidio A e B (ALMEIDA et al., 2010).

Estudos realizados tém demonstrado que o extrato seco da A. cearensis € seus ativos
(cumarina- CM, acido vanilico- AV e amburosidio- AMB), apresentam atividades antioxidante

e anti-inflamatdria em diversos modelos experimentais, incluindo de DP (PEREIRA et al., 2017;
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LAEL et al., 2011; AMARAL., 2017; PEREIRA et al., 2009). Leal e colaboradores (2005),
realizaram um estudo em células mesencefalicas de ratos apds exposi¢cdo a neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), demonstrando em seus resultados que, o produto bioativo testado
amburosidio A (AMB) da A. cearensis apresentou efeito neuroprotetor significativo, agindo
como um composto antioxidante, sugerindo que esta biomolécula poderia proporcionar

beneficios como agente terapéutico em doencas neurodegenerativas tais como DP.

Estudos anteriores desenvolvidos por Leal e colaboradores (2003b, 2008),
demonstraram que a CM e AMB apresentaram atividades anti-inflamatérias e/ou antioxidantes
em modelos experimentais de inflama¢do aguda (edema de pata e peritonite induzidos por
carragenina) em roedores, € de hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCL4)
nas nas doses a dose de 20 a 50 mg/kg, v.o (via oral), respectivamente, além de outros efeitos

farmacologicos.

Estudos realizados por Leal e colaboradores (2003a) demostraram a seguranca do
extrato hidroalcodlico da casca do caule de A. cearensis silvestre avaliando a toxicidade pré-
clinica aguda e subcronica por via oral em ratos wistar machos e fémeas. Nesse estudo, foi
observado que o extrato hidroalcolico de A. cearensis silvestre (EHA) (500 mg/Kg, v.0) ndo
promoveu alterades sobre pardmetros analisados tais como bioquimicos, hematologicos e
reprodutivos, embora na avaliagdo toxicoldgica subcronica nenhum efeito toxico significativo
ou morte foi observado, o EHA (500 mg/kg, v.0.) administrado diariamente durante 4 semanas,
causou aumento nos niveis da alanina transaminase (ALT). A presenca de CM na planta
contribui para o aumento de ALT observado no grupo tratado com o EHA, como ja foi
demonstrado esse efeito em roedores em trabalhos anteriores da literatura (LAKE, 1999;
COHEN, 1979). Foi observado também em ratos um aumento no nimero de neutroéfilos,
estando possivelmente relacionado a algum processo inflamatério agudo adquirido pelos

animais durante o periodo de tratamento (Leal et al., 2003a).

Em estudos realizados com o extrato das sementes da Amburana cearensis (0.01-2000
g/ml), cujo componente majoritario identificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foi CM, verificaram que o extrato ndo apresentou toxicidade avaliado pelo teste do
MTT e tem efeito neuroprotetor em células PC-12 (linhagem neuronal) expostas ao glutamato

que pode estar relacionado a suas propriedades antioxidantes (PEREIRA et al., 2017).

A crescente demanda na exploragdo economica de A. cearensis silvestre, principalmente
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pelo seu uso madeireiro ¢ medicinal, tem contribuido para uma diminui¢ao da disponibilidade
dessa espécie, atualmente considerada ameagada de extingdo (RAMOS et al., 2004; CANUTO;
SILVEIRA; BEZERRA, 2010; AMERICAS REGIONAL WORKSHOP, 2013). Assim, estudos
que priorizem a planta cultivada vém sendo realizados, principalmente aqueles voltados para
domesticagdo da espécie com finalidade de preservagdo. Paralelamente, outros estudos estdo
sendo conduzidos com o intuito de caracterizar quimica e farmacologicamente a espécie
cultivada, a fim de buscar evidéncias cientificas que apoiem a utiliza¢ao da planta cultivada na

producao de formulagdes farmacéuticas de A. cearensis.

Os estudos quimicos da A. cearensis cultivada foram realizados por CANUTO;
SILVEIRA; BEZERRA (2010), na qual eles identificaram 10 compostos, sendo 4 inéditos no
género, como: 4cido p-hidroxi-benzdico, aiapina e os estereoisdmeros (E) e (Z) do acido o-
cumarico glicosilado. Os demais compostos identificados também foram encontrados na casca
do caule da arvore silvestre como: cumarina, isocampferidio, amburosidios A e B, acido

vanilico e acido protocatecuico.

Estudos realizados (CANUTO et al., 2008; CANUTO e SILVEIRA, 2010) permitiram
a avalia¢do dos parametros agronomicos sobre o desenvolvimento do cumaru cultivado colhido
em diferentes periodos do ano e a determinagao do seu perfil de crescimento e condi¢des ideais
de cultivo. A prospeccdo quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos
extratos etandlicos de A. cearensis (parte aérea e xilopddio) coletada aos 4, 7 € 9 meses
permitiram a identificacdo e quantificacao de seus compostos majoritarios, acido vanilico (AV)
e cumarina (CM), e permitiram a identificagdo da planta coletada aos 7 meses com maior teor
de ativos em relacdo aos demais periodos (LEAL ef al., 2011). Podemos destacar ainda no
estudo realizado por Amaral (2017), foram identificados no extrato produzido a partir da A.
cearensis cultivada durante um periodo de 7 meses que as moléculas CM, AMB e AV foram os
compostos majoritarios encontrado na A4. cearensis cultivada, assim como também no extrato

produzido a partir da casca da arvore silvestre.

Estudos farmacolégicos realizados com os extratos da planta cultivada (4, 7 € 9 meses)
mostraram que, a semelhanga do extrato hidroalcélico (EHA) da arvore silvestre, apresentam
atividade antinociceptiva em camundongos. Da mesma forma que o extrato seu bioproduto AV,
apresentou atividade antinociceptiva por inibi¢ao de ambas as fases do teste da formalina. Os
resultados demonstraram que o acido vanilico € em parte responsavel pelas atividades

farmacoldgicas do extrato, mas ndo se pode excluir a importancia farmacologica de outros
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constituintes quimicos da planta cultivada (LEAL et al., 2004, 2011).

Diante das atividades antioxidantes e anti-inflamatorias apresentadas pelo extrato do
cumaru seco padronizado da planta cultivada e seus ativos em estudos anteriores, essa
investigacdo se propde a buscar efeitos na diminuicdo da neuroinflamacdo, que possam

contribuir para pesquisas em busca de um tratamento para DP, a partir de um produto natural.

Figura 4 — Esquema mostrando a A. cearensis aos 7 meses de cultivo e caracterizagdo do
extrato seco padronizado produzido a partir das folhas, caule e xilapddio, cujo ativos sao CM,

AV e AMB.

Amburana cearensis
(7 meses de cultivo)

Fonte: O autor (2022). Amburana cearensis aos 7 meses de cultivo e ativos (CM, AMB e AV) analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2- JUSTIFICATIVA

A doenga de Parkinson ¢ uma das doengas neuroldgicas mais comuns e encontra-se em
franco crescimento na populagdo impulsionado pelo aumento da longevidade. O tratamento
atual padrao-ouro com L-DOPA nao ¢ capaz de impedir nem retardar a progressao dessa doenca,
tratando apenas os sintomas clinicos. A médio prazo, provoca efeitos secundarios graves que
levam inclusivamente a interrup¢do da sua administracdo. Estes fatos urgem a procura de
formas alternativas de tratamento, com efeito sobre a progressdo da doenca e com maior
tolerabilidade a longo prazo. Um dos fatores com maior impacto na evolucdo da doenca ¢ a
neuroinflamag¢do, em particular a ativacao de células da microglia, que pretendemos estudar.
Diante disso, nosso grupo tem investigado ha mais de uma década produtos derivados e
moléculas de 4. cearensis incluindo AMB, AV ¢ CM, com determinagdao dos efeitos anti-
inflamatério e antioxidante em modelos experimentais in vitro € in vivo, no entanto, existem
poucos estudos do cumaru no SNC. Podemos destacar, o estudo anterior nosso laboratdrio que
determinou a agdo neuroprotetora do AMB em células mesencefalicas de ratos apos exposi¢ao
a neurotoxina 6-OHDA. Dessa forma, diante das atividades farmacolégicas promissoras do
extrato e moléculas de A. cearensis e baixa toxicidade da planta, a hipotese do estudo € que as
atividades anti-inflamatéria e antioxidante do extrato seco e constituintes quimicos de 4.
cearensis (priorizando a planta cultivada) determinadas em modelos de inflamag¢do nao
relacionados ao SNC, irdo possivelmente refletir num possivel efeito anti-neuroinflamatorio

e/ou neuroprotetor destes, e que sdo de interesse para o tratamento da doenca de Parkinson.
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3- OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar os efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes do extrato seco de A. cearensis

cultivada, e seus ativos (CM, AV e AMB) em modelos experimentais de neuroinflamagao e

doenca de Parkinson.

3.2 Especificos

In vitro

Investigar a atividade sequestradora de radicais livres pelo ESAC e/ou ativos (CM, AV e

AMB), através da determinagao da produgdo do anion superdxido e radical hidroxila;

Avaliar a citotoxicidade dos ativos (CM, AV e AMB) e do extrato seco de 4. cearensis

cultivada (ESAC), através do teste do MTT sobre células da microglia BV-2;

Investigar a atividade anti-inflamatéria do ESAC e ativos (CM, AV e AMB) de A. cearensis
em modelo de inflamacdo induzida por LPS em células microgliais, através da
determinagdo da concentracdo de nitrito, atividade da arginase, e citocinas pro-

inflamatorias;

Pesquisar o efeito do ESAC e ativos (CM, AV e AMB) de A. cearensis sobre a expressao
do receptor TLR-4 e sobre as vias de sinalizacdo intracelulares (iNOS, NF-«xB p65, ERK1/2

e JNK) que estdo envolvidas na ativacdo da microglia por LPS;

Estudar a viabilidade celular e produg@o de nitrito de células neuronais PC-12 expostas a

neurotoxina 6-OHDA e ao meio condicionado de células BV-2 expostas a LPS e/ou ESAC.

In vivo

Investigar o potencial neuroprotetor do ESAC em modelo animal de DP induzido por 6-

OHDA, avaliando os efeitos comportamentais;

Avaliar o efeito do tratamento com ESAC sobre o estresse oxidativo através da
determinagdo das concentracdes de nitrito, peroxidacao lipidica e atividade da superoxido
dismutase no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado ipsilateral e contralateral de

ratos submetidos ao modelo de doenca de Parkinson induzido por 6-OHDA.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Figura 5 - Fluxograma apresentando o detalhamento do delineamento experimental
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Extrato seco de 4. cearensis (ESAC); cumarina (CM); amburosidio (AMB);
acido vanilico (AV); nitrotetrazolium blue chloride (NBT); deoxirribose (DOR); 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT); fator de necrose tumoral alfa (TNF-a); interleucina 6 (IL-6);
interleucina 10 (IL-10); 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS); fator nuclear kappa B (NF-xB); proteinas quinases

ativadas por mitogénio (MAPKSs); superoxido dismutase (SOD); substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS).

4.2 Preparacio e caracterizacio quimica de extrato seco de A. cearensis (ESAC)

A fim de alcancgar uma alternativa sustentavel para o aproveitamento econdmico de 4.

cearensis, nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa se concentrou também na planta cultivada

de A. cearensis, que possui propriedades quimicas e biologicas semelhantes as silvestres (LEAL



42

et al.,2011). Sementes de A. cearensis foram coletadas na regido de Quixeramobim, Estado do
Ceard, Brasil, e o espécime comprovante (n° 52618 e 52619) foi depositado no herbario Prisco
Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara. As sementes de A.
cearensis foram cultivadas e sete meses depois a planta foi colhida dos canteiros, seca € moida,
sendo utilizadas as partes aéreas e xilapddio para producgio do extrato. A extragdo foi realizada
por maceracao por 24 h com etanol conforme previamente determinado pelo nosso laboratorio
(LIMA, 2013). O processo de secagem do extrato etanolico foi realizado em temperatura
ambiente utilizando mini spray-dryer modelo LM MSD 1.0 (Labmagq do Brasil Ltda, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil). O didxido de silicio coloidal foi utilizado como carreador de secagem (30%
em relacdo aos residuos solidos) com vazdo de alimentag¢do de 1L/h, temperatura de entrada de

100°C e vazao de ar de 40 L/min.

4.3 Analise por HPLC do ESAC

Extrato seco de 4. cearensis (ESAC) foi analisado por HPLC-PDA de acordo com o
método desenvolvido anteriormente por nosso laboratério (Amaral, 2017). A anélise dos trés
marcadores quimicos (cumarina (CM), amburosidio A (AMB) e 4cido vanilico (AV)) foi
realizada através de suas curvas de calibragdo, obtidas por injecdo de padrdes externos. A
analise do ESAC foi realizada em coluna de fase reversa C18 (4,6 mm x 250 mm) a temperatura
de 45°C. A analise por HPLC-PDA do ESAC permitiu a identifica¢do e quantificacdo de acido

vanilico, amburosidio e cumarina.

4.4 Substancias quimicas

O AMB foi isolado de 4. cearensis de acordo com a metodologia descrita anteriormente
por Canuto e colaboradores (2010), AV, CM, Lipopolisacarideo (LPS, de Escherichia coli),
dimetilsulfoxido (DMSO), 6-hidroxidopamina (6-OHDA), apomorfina, Trypan Blue, 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), N-(1-
Naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride (NEED), albumina do soro bovino (BSA), acido
tiobarbitarico (TBA), deoxirribose (DOR), nitrotetrazolium blue chloride (NBT), xantina
oxidase (XOD), hipoxantina (HPX), cloreto de ferro (FeCls), L-acido ascobico (vitamina C),
peroxido de hidrogénio (H2O2) foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich, EUA,
sulfanamida e 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foram adquiridos da Dindmica

Quimica Comteporanea, Brasil. O 4cido tricloracético (TCA) foi adquirido da Exodo Cientifica,
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Brasil.

Soro fetal bovino (FBS), penicilina/estreptomicina, meio de cultura Roswell Park
Memorial Institute (RPMI-1640) foram comprados da Gibco by Life Technologies, EUA.
Células microgliais (BV-2) e pheochromocytoma (PC-12) de camundongo foram adquiridas do
Banco de células do Rio de Janeiro, Brasil.

Os anticorpos anti-NF-«kB p65, anti-fosfo-NF-kB p65, anti-JNK, anti-fosfo-JNK e anti-
fosfo-ERK foram obtidos da Cell Signaling Technologies. O anticorpo anti-TLR-4 foi obtido
da Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA. Anticorpos anti-iINOS, anti-ERK e anti-B-actina foram
obtidos da Abcam Cambridge, Reino Unido. Anticorpo secundario anti-camundongo foi obtido
de Bio-Rad Laboratories, CA, EUA e anti-coelho foi obtido de Sigma-Aldrich, Nova York,
EUA. Os kits ELISA para TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-1pB foram adquiridos da BD Bioscience
Pharmingen, San Diego, CA, EUA.

4.5 Determinacao do sequestro de radical hidroxila (DOR)

O radical hidroxila foi medido usando o método de desoxirribose de acordo com (Zhao
et al., 2006) com modificagbes. Acido ascorbico (Sigma-Aldrich, EUA) (1 mM), EDTA
(Dindmica) (1 mM), H2O: (Sigma-Aldrich, EUA) (10 mM), FeCls (Sigma-Aldrich, EUA) (1
mM), deoxirribose (DOR) (Sigma-Aldrich, EUA) (36 mM), ESAC (100 ug/mL), CM (100
pg/mL), AV (100 pg/mL), AMB (100 pug/mL) ou 0,1% de DMSO (veiculo da droga) foram
adicionados a um tubo de reacdo, o volume final foi ajustado com tampé&o fosfato 25 mM (pH
7,4) e incubados por 1 h a 37°C. Adicionou-se TCA 10% e TBA 1% (preparado em NaOH 50
mM) e a solucdo foi aquecida em banho-maria a 85°C por 15 minutos. A absorbancia foi medida
a 532 nm.

4.6 Determinacéo do sequestro de anion superoxido (NBT)

A geracdo de superoxido foi medida por uma ligeira modificacdo do método anterior
descrito por Hodgson e Fridovich (1976) usando o sistema HPX/XOD (Sigma-Aldrich, EUA).
As solucgdes de azul nitrotetrazdlio (NBT), hipoxantina (HPX) e xantina oxidase (XOD) foram
preparadas em tampéo Tris-HCl. ESAC, CM, AV ou AMB em uma concentragdo de 100 pg/mL
ou 0,1% de DMSO, foram adicionados a solucdo de reacao contendo tampao Tris-HCI 0,05 M,
HPX 5 x 102 M e NBT 102 M. Em seguida, adicionou-se 1,67 p/mL de XOD, exceto no
controle negativo. A diminuicdo da absorbancia foi determinada a 560 nm a cada minuto

durante 21 min.
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4.7 Condicoes de cultivo celular linhagens BV-2 e PC-12

As células BV-2 murinas foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com
soro fetal bovino (FBS) a 10%. A linhagem celular de feocromocitoma de rato PC-12 foi
cultivada em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de FBS e 1% de
penicilina/estreptomicina. As células foram cultivadas até 70-80% de confluéncia e incubadas
a 37°C em atmosfera de 5% de COx.

4.8 Ensaio de Viabilidade Celular

Antes de realizar o teste de atividade anti-inflamatéria do ESAC e dos constituintes
quimicos, realizamos o teste de citotoxicidade nas células BV-2. O teste do MTT avaliou a
viabilidade das células BV-2 usando o método descrito anteriormente por Mosmann (1983). As
células (1 x 10° células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e tratadas com ESAC,
CM, AV ou AMB (5, 10, 25, 50 100 pg/mL) e 0,1% dimetilsufoxido (DMSO, Sigma-Aldrich,
USA) (veiculo da droga) por 24 h. Ap6s o periodo de incubacao, a solucdo de sal 3- (4,5-dimetil-
2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT) (0,5 mg/mL) foi adicionada a solu¢do, a placa foi
incubada por 90 minutos a 37°C. Por fim, as células foram centrifugadas a 120 g por 10 minutos,
o sobrenadante retirado e os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO e a absorbéncia
de cada poco foi registrada a 540 nm, usando um leitor de placas (Bio-Tek, Winooski, VT,

EUA).

4.9 Mensuramento de nitrito

A concentragdo de nitrito em células BV-2 induzidas por LPS foi determinada pelo
ensaio de Griess (GREEN, 1981). As células (1 x 10° células/mL) foram plaqueadas em placas
de 96 pocos e incubadas com ESAC, CM, AV ou AMB (1, 5, 10, 25, 50 ¢ 100 pg/mL) e 0,1%
de DMSO (veiculo da droga) e uma hora depois foi adicionado LPS (0,5 pg/mL). Ap6s 24 h, o
reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 1% de acido fosforico e 0,1% de NEED em 1% de
acido fosforico, 1: 1) foi adicionado ao meio celular a temperatura ambiente, 15 minutos mais
tarde a absorbancia a 560 nm foi medida em um leitor de placas. As concentragdes de NO foram

calculadas a partir da curva padrdo gerada por concentracdes conhecidas de nitrito de sédio.
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4.10 Determinacio da atividade da arginase

A atividade da arginase foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Corraliza
et al (1994). Células BV-2 (1 x 10°® células/mL), foram pré-tratadas ou ndo com ESAC, CM
(100 pg/mL) ou AMB (25 pg/mL) e DMSO 0,1% (droga veiculo), por 1 h antes da adi¢ao do
LPS (0,5 pg/mL). Apds 24 h as células foram lisadas com tampao contendo solugdo de 0,1%
Triton X-100, por 30 minutos, a temperatura ambiente. A enzima foi ativada aquecendo a placa
por 10 minutos a 55°C, usando o tampao de ativacdo enzimadtica (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5,
contendo MnCl, 10 mM). A hidrélise de L-arginina (25 pL, 0,5 M, pH 9,7) foi induzida através
da incubagdo do lisado (50 pL) com 25 pL de L-arginina (Sigma-Aldrich, EUA) 0,5 M, (pH
9,7) durante 60 minutos a 37°C. A reagdo foi interrompida com 400 pL do tampao contendo
(H2S04 (96%)/H3PO4 (85%)/H20 (1/3/7, v/v/v)). Apbs a adigdo do a-isonitrosopropiofenona
(25 puL, 9%) e aquecimento por 30 minutos a 95°C a concentragdo de ureia (produto final da
reacdo) foi determinada por analise espectrofotométrica (540 nm). As concentragdes de ureia
foram interpoladas a partir da equacdo linear obtida a partir da curva padrdo gerada por

concentragdes conhecidas de ureia (1,5 a 300 pg/mL).

4.11 Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica

As células BV-2 foram pré-tratadas com ESAC (100 pg/mL), AMB (25 pg/mL) ou CM
(50, 100 pg/mL) e DMSO a 0,1% (veiculo da droga) por 1 h, depois estimuladas com LPS (0,5
pg/mL) por 24 h. Os niveis de TNF-a, IL-10 e IL-6 no sobrenadante da cultura celular foram
quantificados usando kits de ELISA disponiveis comercialmente (BD Bioscience Pharmingen,
San Diego, CA, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. A absorbancia a 450 nm foi
medida usando um espectrofotoémetro de microplacas (Bio-Tek, Winooski, VT, EUA). As
concentragdes de citocinas foram interpoladas a partir da equagao linear obtida a partir da curva

padrao gerada por concentracdes conhecidas de citocinas (7,5 a 1000 pg/mL).

4.12 Extraciao de proteinas e analise de Western blot

As células microgliais BV-2 (1 x 10° células/mL) foram pré-tratadas com ESAC (100
pug/ mL), AMB (25 pg/ mL) ou CM (50,100 pg/ mL) e DMSO a 0,1% (veiculo da droga) por 1
h, LPS (0,5 ng /mL) foi adicionado e as células foram incubadas por 1 h (marcagao de eventos

de fosforilacao- NF-xB p65, MAPKs e TLR-4) ou 24 h (iNOS). As células foram colhidas e as
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células aderentes foram ressuspensas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) gelado.
Em seguida as células foram centrifugadas a 130 g, 5 minutos, 4°C. As proteinas celulares
foram extraidas por incubag¢ao com tampao de ensaio radioimunopreciptacao (RIPA) contendo
inibidor de protease (1:20) (P2714, Sigma-Aldrich, New York, USA), phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) (1: 50) e inibidor de fosfatase (1: 50) (ab201112, Abcam®, Cambridge, UK).
O lisado celular foi centrifugado a 12000 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi mantido
como extrato de proteinas. A concentracdo de proteina foi definida com o kit BCA (BioRad
Laboratories, CA, USA) usando albumina de soro bovino (BSA) como padrio e a concentra¢ao
de proteinas de todas as amostras foi normalizada com tampao Laemmli (glicerol 40%, SDS
2%, Tris-HC1 0.2 M e 0,005% azul de Coomassie, pH 6,8). Quantidades iguais de proteina (30
pg) de cada amostra foram submetidas a 7,5 - 10% de SDS-PAGE (120 V, 90 minutos) e
transferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF) (70 V, 2 h). Ap6s bloqueio
a temperatura ambiente com 5% de leite desnatado ou BSA a 5% por 1 h, as membranas
bloqueadas foram incubadas overnight a 4°C com anticorpos primarios contra anti-fosfo-NF-
kB p65 1:1000 (Ser536, #3033S), anti-NF-xB p65 1:2000 (#6956S), anti-fosfo-ERK1/2 1:1000
(Thr202/Tyr204, #9101S), anti-ERK1/2 1:1000 (ab36991), anti-fosfo-JNK 1:1000
(Thr183/Tyr185, #9255S), anti-JNK 1:2000 (#9252S), anti-iNOS 1:1000 (ab178945), anti-
TLR-4 1:200 (482300) e anti-B-actina (1:5000) (ab8226), onde foram adicionados as
membranas de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apos trés lavagens com TBS-T (10
mM Tris-HCI (pH7,6), 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20) as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase (anti-coelho (1:5000) (SAB3700956) ou anti-
camundongo (1:5000) (#170-6516)) durante 2 h a temperatura ambiente. As bandas de proteina
foram visualizadas usando reagente de quimioluminescéncia (Western Blot Clarity™ ECL,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) (Bio-Rad, EUA) em um sistema de imagem
(ChemiDoc MP, Bio-Rad, EUA) (ZHAO et al., 2018), e os niveis de proteina foram analisados

usando o software ImageLab 6 (Bio-Rad, EUA) e normalizadas com -actina ou proteinas totais.
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Tabela 2 - Anticorpos primarios utilizados para Western blot

Anticorpos primarios Diluicao
Anti-fosfo-NF-«kB p65 1:1000 Cell Signaling Technologies
Anti-NF-kB p65 1:2000 Cell Signaling Technologies
Anti-fosfo-ERK1/2 1:1000 Cell Signaling Technologies
Anti-ERK1/2 1:1000 Abcam
Anti-fosfo-JNK 1:1000 Cell Signaling Technologies
Anti-JNK 1:2000 Cell Signaling Technologies
Anti-INOS 1:1000 Cell Signaling Technologies
Anti-TLR-4 1:200 Invitrogen
Anti-B-actina 1:5000 Abcam

Fonte: O autor (2022).

Tabela 3 - Anticorpos secundarios utilizados para Western blot

Anticorpos secundarios Diluigao
Anti-coelho 1:5000 Bio-Rad Laboratories
Anti-camundongo 1:5000 Sigma-Aldrich, EUA

4.13 Meio condicionado de células BV-2 expostas ao LPS em células PC-12 com a presenc¢a
de 6-OHDA.

As células BV-2 (1 x 10° células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pogos e pré-
tratadas com ESAC (100 ug/mL) por 1 h, e depois estimuladas com 0,5 pg/mL de LPS por 24
h. Apos o pré-tratamento com ESAC e a estimulagdao com LPS, o meio de cultura das células
tratadas com ou sem LPS na presenca ou na auséncia de ESAC foi coletado. Apos centrifugagao
a 800 x g por 10 minutos e remog¢ao de residuos celulares, o sobrenadante foi utilizado como
meio condicionado. Para detectar a morte das células PC-12 diante da presenca do meio
condicionado, as células PC-12 foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 2,5
x 10* células/mL por 24 horas, apos esse periodo receberam um tratamento com meio
condicionado e/ou 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (10 pg/mL) por 24 h a 37°C. A viabilidade
das células PC-12 foi medida pelo ensaio MTT descrito (subitem 4.8). Para o ensaio de NO foi
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seguido o protocolo conforme descrito no subitem 4.9, seguindo os procedimentos de incubagao

anteriormente mencionados para as duas culturas de células (BV-2 e PC-12).

4.14 Modelo in vivo

4.14.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, livres de patdgenos especificos (SPF) pesando
entre 250-300 g, provenientes do biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM) da UFC. Os animais foram mantidos sob condic¢Ges de temperatura e
umidade controladas em ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a
alimentac&o e a agua. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da UFC sob o nimero 9597060218 e todos os procedimentos experimentais
foram realizados em estrita conformidade com as normas internacionais de uso de animais em

experimentacao.
4.14.2 Drogas

As seguintes substancias foram utilizadas: 6-OHDA (Sigma-Aldrich, EUA), Cloridato
de ketamima 10% (Vetanarcol®, LaboratériosKonig S.A, Argentina), Cloridato de xilazina 2%
(Kensol® Laboratoérios Konig S. A, Argentina), apomorfina (Sigma-Aldrich, EUA) e Levodopa
(100 mg de Levodopa + 25 mg de Cloridrato de benserazida/EKSON). Todos os reagentes

utilizados eram de grau analitico.
4.15 Injecdo unilateral com 6-OHDA

Para a cirurgia, os animais foram previamente anestesiados com cloridrato de ketamina
(100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.). Apbs anestesia, foi verificado se o animal
apresentava qualquer reflexo doloroso. Logo apds, foram realizados a tricotomia da regido
superior da cabeca e posteriormente fixado no aparelho estereotaxico. Os animais receberam,
através de cirurgia estereotaxica, duas injecdes de 1 pL da solucdo de 6-OHDA (6 pug/uL) em
um total de 12 pg/animal dissolvida em solugédo de acido ascorbico a 0,02% em salina 0,9%.
As injecOes foram administradas no estriado direito, de acordo com as seguintes coordenadas
(em mm) relativas ao bregma: (1) antero-posterior (AP) + 0,5, médio-lateral (ML) -2,5,
dorsoventral (DV) +5,0; (2) AP -0,9, ML -3,7, DV + 6,5 (PAXINOS; WATSON, 1986). Os

animais do grupo falso-operado (FO) foram submetidos aos mesmos procedimentos cirurgicos,
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no entanto, ndo receberam a neurotoxina 6-OHDA somente salina 0,9%.
» Protocolo experimental

Os tratamentos com ESAC (200 mg/kg; dose escolhida a partir dos estudos realizados
por Amaral (2017) ou levodopa (25 mg/kg) (CEZARIO, 2017) foram realizados por via oral
(v.0), duas horas apds a realizacdo da cirurgia e por 14 dias, utilizando DMSO a 2% como

veiculo da droga.

Foram utilizados 50 animais divididos em 4 grupos diferentes, sendo o SHAM, tratado
com DMSO 2% (veiculo da droga), 6-OHDA, tratado com DMSO 2%, 6-OHDA tratado com
ESAC na dose de 200 mg/Kg, e 6-OHDA tratado com levodopa (L-DOPA) na dose de 25
mg/Kg por via oral.

Os animais receberam o tratamento com ESAC (200 mg/Kg), DMSO 2% ou L-DOPA
(25 mg/Kg) 2 horas depois da cirurgia estereotaxica. Nos dias que se seguiram a cirurgia, foram
administradas as drogas testes e veiculo da droga (DMSO 2%), 1 vez por dia até o 14° dia. No
12° dia foi realizado o treinamento do rotarod, e partir do 13° dia foram iniciados os testes
comportamentais dos grupos experimentais, como campo aberto (13° dia), em seguida rotarod
(13° dia) e por ultimo teste rotacional (14° dia), apds um periodo de 24 h os animais foram
eutanasiados e removido as areas cerebrais como hipocampo, cdrtex pré-frontal e corpo estriado
ipsilateral e contralateral para as dosagens neuroquimicas de MDA, nitrito e atividade da

superdxido dismutase (SOD) (Figura 6).

Figura 6 — Desenho experimental indicando a linha do tempo dos procedimentos

experimentais: Cirurgia e testes comportamentais.
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Fonte: O autor (2021).

Quanto ao esquema de tratamento, os animais foram divididos em 4 grupos, sendo eles descritos
na tabela 04:

Tabela 4 - Grupos de tratamento

Tratamento Numero de

animais

1- SHAM - SHAM (salina 2 pL, intraestriatal) e 10
tratado com veiculo (DMSO 2%

diluido em salina) v.o

2- 6-OHDA + veiculo - 6-OHDA (12 npg/2 pL, intraestriatal) 12
tratado com veiculo (DMSO 2%

diluido em salina) v.o

3- 6-OHDA + ESAC 200 mg/Kg | 6-OHDA (12 pg/2 pL, intraestriatal) 14
tratado com ESAC 200 mg/Kg v.o
4- 6-OHDA + L-DOPA 25mg/Kg | 6-OHDA (12 pg/2 pL, intraestriatal) 14

tratado com L-DOPA 25 mg/Kg v.o

Fonte: O autor (2022).

4.16 Testes comportamentais
» Teste do Campo Aberto (Open Field Test)

Este teste foi utilizado na analise locomotora de ratos submetidos ao modelo
experimental da doenca de Parkinson (HSIAO et al., 2012). Os animais foram inseridos no
centro da arena, em um campo aberto, com 60 cm de comprimento, 60 cm de largura, 60 cm de
altura. O teste teve duracdo de 5 min para cada animal. Foram avaliados a atividade exploratoria
(disténcia percorrida no centro e periferia do aparelho (medida de ansiedade), o nimero total
de levantamentos (rearing), 0 nimero de autolimpeza (grooming) e o tempo que 0s animais
permaneceram imadveis. O ambiente tinha isolamento acustico e iluminacdo vermelha de baixa

intensidade. Entre cada teste, o aparelho foi limpo com etanol 10%.
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Figura 7 — Esquema do teste do campo aberto
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Fonte: O autor (2021).
» Teste do rotarod

O teste do rotarod mede a coordenacdo motora em animais (CARLINI; BURGOS,
1979). O aparelho utilizado no teste consiste em uma barra circular estriada que girava em torno
do seu préprio eixo, com diametro de 3 cm, separados em quatro compartimentos com 5 cm de
largura e 20 cm de altura a partir de quatro pranchas de inclinacdo. Os animais foram
submetidos ao teste conforme o procedimento descrito por Dunham e Miya (1957) e adaptado
por Alves e colaboradores (2011). Foi realizado um treino onde os animais foram colocados
com as quatro patas sobre uma barra de 3,5 cm de didametro e com uma rotacdo de 16 rotacoes
por minuto (rpm), durante 5 minutos. Apos 24 horas foi realizado o teste, no dia do teste, a
rotacdo tinha uma velocidade crescente de 4 a 40 rpm, por um periodo de 5 minutos. Foram
registrados: Tempo de permanéncia maxima na barra giratoria (segundos), e o nimero de

quedas.

Figura 8 — Esquema do teste do rotarod
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Fonte: O autor (2021).

» Teste de rotacdes induzidas por apomorfina
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- Numero de quedas.

O teste rotacional induzido por apomorfina consiste numa avaliagdo padréo-ouro para o

modelo de doenga de Parkinson induzido por 6-OHDA. Dessa forma, para a realizacdo desse

ensaio todos os animais foram submetidos ao teste de rotacdo induzido por apomorfina, no dia

14 apos a cirurgia. O comportamento rotacional foi determinado através do monitoramento das

rotagOes induzidas por apomorfina (3 mg/kg.i.p., que induz um comportamento rotacional na

direcdo contraria a lesdo) sendo o nimero de rotagdes completas em volta do préprio eixo
observada durante 60 minutos (KIM et al., 1998) (Figura 9).

Figura 9 — Esquema do teste rotacional induzido por apomorfina
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60 minutos
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/
Rotacio Rotagdo
contralateral ipsilateral

Fonte: O autor (2021).

4.17 Determinacado da concentracdo de nitrito

Para a determinacdo da produgdo de nitrito, primeiramente foi preparado uma curva
padrao. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO; e dissolvidos em 10 mL de 4gua bidestilada
(estoque-10 mM) e feitas as diluicdes em série (10 e 20 x), ficando 1 mM, 100 uM, 10 uM, 5
uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. Foi realizada uma equagdo da reta para o célculo
das concentragdes do teste (GREEN et al., 1982). Para a determinagdo da concentracdo de
nitrito de acordo com o método de Green et al., (1982) em cada tecido, foram preparados
homogenatos das areas cerebrais a 10% (p/v) em tampao fosfato 50 mM (pH 7.4). Apos a
centrifugacao (11000 g, 15 min) os sobrenadantes foram coletados e a produ¢ao de 6xido nitrico
(NO) determinada através da reacao de Griess. Uma aliquota de 100 puL do sobrenadante foi
incubada com 100 pL do reagente de Griess [sulfanilamida 1% em H3PO4 1%/N-(-1-naphthyl)-
ethylenediamine 0,1%/ H3PO4 1% / diluido em agua (1:1)] a temperatura ambiente por 10
minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotometro de placa a 540 nm. A concentragao

de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma curva padrao de NaNOx.
4.18 Determinacio da peroxidacao lipidica

O grau de lipoperoxidag¢do nas éareas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e
corpo estriado) foi medido através da determinagdo das concentragdes de substancias reativas

do acido tiobarbitarico (TBARS), conforme o método de Draper e Hadley (1990), seguindo o
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protocolo a seguir. Os tecidos cerebrais foram homogeneizados a 10% em tampao fosfato 50
mM (pH 7,4) gelado. Sessenta e trés microlitros (63 pL) do homogenato foram removidos.
Posteriormente, 100 pL de 4cido perclorico (35%) foram adicionados, para interromper a
peroxidacao, e centrifugados a 14000 g 4°C por 10 minutos. Em seguida, 150 pL do
sobrenadante foram retirados, e adicionados a 50 pL de &cido tiobarbiturico 1,2%. A mistura
foi levada ao banho maria, por 30 (trinta) minutos, a uma temperatura variavel de 95 — 100°C.
A solugdo foi entdo retirada e colocada para esfriar a temperatura ambiente. Apos isso, foi feita
a leitura em ELISA (Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay) a 532 nm. Os resultados foram

expressos em micromol de MDA por mg de proteina.
- Curva-padrao de MDA

A partir da solugdo padrao de MDA, foram preparadas as solugdes a 0,627; 1,247,
2,463; 4,8; 9,16 e 16,77umol. O branco foi feito com agua destilada. A leitura da absorbancia

foi feita a 535 nm para determinacgdo da equagdo da curva-padrdo de MDA.
4.19 Determinagiao da atividade da superodxido dismutase

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi avaliada medindo-se sua
capacidade de inibir a redu¢do fotoquimica do azul de nitrotetrazolio (NBT). Nesse método a
riboflavina, reduzida fotoquimicamente, gera O>", o qual reduz o NBT, produzindo formazam,
que absorve no comprimento de onda de 560 nm. Na presenca de SOD, a reducao do NBT ¢
inibida. Para tanto, 80 pL do homogenato (10% em tampao fosfato) foi centrifugado (20
minutos, 12.000 rotagdes por minuto-rpm, 4°C). Para o ensaio, foi utilizado o sobrenadante.
Numa camara escura, foram misturados 1 mL do meio de reagdo (tampao fosfato 50 mM, EDTA
100 nM e L-metionina 13 mM pH 7,8), 150 uL do NBT 75 uM, 300 pL riboflavina 5 pM e 50
puL da amostra ou do tampao utilizado para o preparo dos homogenatos. Os tubos contendo a
solugdo obtida foram expostos a lampadas fluorescentes (15 W) por 15 minutos. Ao término do
tempo o material foi lido em espectrofotdometro 560 nm. Os resultados foram expressos em
unidades da enzima, que ¢ a quantidade de SOD necessaria para inibir a taxa de redu¢ao do

NBT em 50% (BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1971).

4.20 Avaliacao Bioquimica do sangue

Os animais (n= 6) dos diferentes grupos foram anestesiados com a combinacdo de
xilazina (10 mg/Kg, i.p.) e ketamina (100 mg/Kg, i.p.), para a obtencao das amostras de sangue
periférico por meio do plexo orbital, coletados no tubo de coleta contendo heparina sddica 50

U/mL para realizacdo dos testes bioquimicos. A Aliquota do sangue coletado foi processada
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para a separagdo do plasma para as andlises bioquimicas e de eletrolitos em Analisador
Bioquimico Automatico Labmax pleno, modelo standard (Labtest, Brasil).Visando avaliar a
funcdo renal dos animais mediante observagdo dos valores da (ureia e creatina), a fungao
hepatica (transaminase oxalacética - TGO e transaminase piravica - TGP), e quanto o
metabolismo glicosidico (glicemia), perfil lipidico (colesterol total) e ainda alteragdes nos
eletrolitos (calcio, magnésio, fosforo, sddio e potassio), nos diferentes grupos submetidos ao
modelo de DP induzido por 6-OHDA. Os exames foram realizados seguindo os protocolos do

fabricante do equipamento e dos kits reagentes para cada parametro avaliado.

5. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad
Software, Inc.) e todos os resultados expressos em + EPM (erro padrdo da média). As diferencgas
foram avaliadas por ANOVA de uma via ou de duas vias, seguidas de teste post hoc de
Bonferroni quando adequado, por one-sample t test ou two-sample t test e para dados nédo
paramétricos usou-se Mann-Whitney. A significancia estatistica foi considerada quando p<
0,05.
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5- RESULTADOS
6.1 ESAC padronizado e constituintes quimicos (CM, AV e AMB)

Extrato seco de A. cearensis (ESAC) foi caracterizado por HPLC-PDA como mostrado
nafigura 10. A analise de HPLC permitiu detectar e quantificar trés moléculas (mg/g de extrato
seco): acido vanilico = 2,7 + 0,01 mg/g; amburosidio A = 30,4 + 0,01 mg/g e cumarina = 70,07

+0,01 mg/g.

Figura 10 — Perfil cromatogréafico do extrato seco de Amburana cearensis (ESAC)
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Fonte: O autor. Legenda: Perfil cromatografico do extrato seco de A. cearensis (ESAC) e identificacdo de trés

compostos (1) acido vanilico, (2) Amburosidio A e (3) cumarina.
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6.2 ESAC, AMB, CM e AV possuem atividade sequestradora de radicais livres: radical

hidroxila e anion superoxido

A quantidade excessiva de oxidantes produzida por células microgliais ativadas pode
levar a danos celulares e apoptose. Investigamos a possivel atividade sequestradora de radicais
livres de oxigénio do ESAC e seus principios ativos. No presente estudo, ESAC, CM, AV e
AMB (100 pg/mL) apresentaram atividade sequestradora dos radicais anion superoxido e
radical hidroxila (Figura 11). A atividade de eliminacdo de anion superéxido do AMB (100
pug/mL) foi de 77,0 £ 12,3%, um efeito comparavel ao acido galico usado como antioxidante
(81,4 £ 7,1%). Em relacdo ao ESAC, CM e AV exibiram atividade sequestradora de 55,2
10,8%, 33,3 £ 3,3% e 43,0 = 4,0%, respectivamente do radical anion superoxido. O efeito
sequestrador de ESAC e seus principios ativos sobre o radical hidroxila ocorreu com a seguinte
ordem de grandeza ESAC > AV > AMB > CM.

Figura 11 — Atividade sequestradora do ESAC, CM, AV ou AMB frente aos radicais livres
(radical hidroxila e anion superdxido)
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeito de sequestro do radical hidroxila (A) e &nion superdxido (B) pelo ESAC
e seus ativos cumarina (CM), acido vanilico (AV) e amburosidio A (AMB). Foi usado one-sample t test, * vs 100%.
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6.3 ESAC padronizado e constituintes quimicos ndo sao toxicos para células microgliais
(linhagem BV-2).

Na figura 12a pode ser observado que o pré-tratamento das células com ESAC (5, 10,
25, 50 e 100 pg/mL) ndo afetou significativamente a viabilidade das células (99,8 + 4,1%; 100,8
+ 3,7%; 100,2 + 3,2%; 98,0 £ 3,7%; 89,2 + 2,4%, respectivamente), quando comparado ao
veiculo/grupo controle (100% viabilidade). Observamos também, que o pré-tratamento com
CM (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) ndo afetou significativamente a viabilidade das células (99,8
+41,1%; 100,8 £ 3,7%; 100 £ 3,2%; 98,0 £ 3,7%; 89,2 + 2,4%, respectivamente) (Figura 12b),
quando comparado ao veiculo/grupo controle (100% viabilidade). De forma semelhante, foi
observado que o pré-tratamento das células com AMB (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) ndo afetou
significativamente a viabilidade das células (95,7 + 3,7%; 97,2 + 4,2%; 99,0 + 4,3%; 103,0 £
1,7%; 110,6 = 9,3%, respectivamente) (Figura 12c¢), quando comparado ao veiculo/grupo
controle (100% viabilidade). Por fim, o pré-tratamento das células com AV (5, 10, 25, 50 ¢ 100
pg/mL) ndo afetou significativamente a viabilidade das células (95,6 + 5,9%; 106,0 + 8,7%;
102,6 + 7,6%; 100,8 £+ 5,4%; 103,6 + 6,8%, respectivamente) (Figura 12¢), quando comparado

ao veiculo/grupo controle (100% viabilidade).
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Figura 12 - Efeito de ESAC e constituintes quimicos (CM, AMB e AV) na viabilidade celular
de BV-2 determinado através do teste MTT.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeito do ESAC (a), CM (b), AMB (c) ou AV (d) (5-100 pg/mL) na viabilidade
de células BV-2 medida através do ensaio do MTT. Dados mostrados como porcentagem do controle (veiculo;
0,1% DMSOQ). Os resultados sdo expressos como média £+ EPM. One-way ANOVA, seguido do pds-teste de
Bonferroni, n = 4/grupo.
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6.4 ESAC e ativos (CM e AMB) reduzem a producdo de NO em células microgliais
estimuladas por LPS.

A microglia desempenha um papel central na neuroinflamacao sendo responsavel pela
sintese e liberacdo de uma ampla gama de mediadores quimicos incluindo citocinas como TNF-
a, IL-1pB, IL-6, EROs e NO. Primeiro foi investigado o efeito de ESAC e seus principios ativos
(AMB, CM e AV) na producéo de nitrito, que equivale a producao de NO de células microgliais
induzida por LPS. A adicdo de ESAC ou seus constituintes quimicos em concentracdes
crescentes ndo alterou os niveis basais de NO em células BV-2 (dado ndo mostrado). O LPS
aumentou a liberagdo de nitrito (Nitrito: 13,0 + 1,4 uM) em células microgliais, quando
comparado ao grupo néo tratado (veiculo/grupo controle) (Nitrito: 1,4 + 0,08 uM). Este efeito
foi significativamente reduzido (Nitrito: 6,9 + 0,9 uM, 6,0 + 1,0 uM) pelo pré-tratamento de
células com ESAC nas concentracfes de 50 e 100 pg/mL, respectivamente. Concentracdes
menores do ESAC (5, 10 e 25 pg/mL) nédo foram capazes de reduzir a concentracdo de nitrito
(Nitrito: 10,6 = 1,5 uM, 10,3 £ 1,5 uM uM; 9,8 = 1,5 uM), quando comparado com 0 grupo
LPS (Nitrito: 13,0 + 1,4 uM) (Figura 13a).

Foi observado novamente que o LPS aumentou a liberacdo de nitrito (Nitrito: 23,6 £ 2,8
uM) em células microgliais quando comparado ao grupo ndo tratado (veiculo/grupo controle)
(Nitrito: 1,1 £ 0,09 uM). Este efeito foi significativamente reduzido (Nitrito: 12,5 £ 3,1 uM,
6,9 £ 1,5 uM) pelo pré-tratamento de células com CM nas concentracfes de 50 e 100 pg/mL,
respectivamente. Concentracdes menores de CM (5, 10 e 25 pg/mL) ndo foram capazes de
reduzir a concentracdo de nitrito (Nitrito: 19,3 + 2.8 uM, 20,1 + 3.4 uM, 18 + 3,1 uM) quando
comparado com o grupo LPS (Nitrito: 23,6 £ 2,8 uM) (Figura 13b). De forma semelhante
demonstrada nos dados anteriores o LPS aumentou a liberagéo de nitrito (16,7 + 0,2 uM) em
células microgliais quando comparado ao grupo ndo tratado (veiculo/grupo controle) (Nitrito:
1.2 £ 0,03 uM). No entanto, o grupo pré-tratado com AMB apresentou reducao significativa na
producéo de nitrito a partir da concentracdo de 25 pg/mL, quando comparados com 0 grupo
LPS (Nitrito: 8,3 £ 0,9 uM). Essa reducdo significativa (Nitrito: 5,7 £ 1,1 uM, 4,4 + 1,1 uM)
também foi observada nas maiores concentracées de AMB (50 e 100 pg/mL, respectivamente),
quando comparado com o grupo LPS (Nitrito: 18,6 £ 0,7 uM). Concentra¢des menores do AMB
(5 e 10 pg/mL) néo foram capazes de reduzir a concentracdo de nitrito (Nitrito: 14,6 £ 0,2 uM,
14,0 £ 0,2 uM) quando comparado com o grupo LPS (Nitrito: 16,7 £ 0,2 uM) (Figura 13c). O
pré-tratamento das células com AV ndo interferiu significativamente na producgdo de nitrito



61

induzida por LPS (Figura 13d).

Figura 13 — Efeito de ESAC, CM, AMB e AV na producéo de nitrito induzida por LPS em

células da linhagem BV-2.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeito de ESAC (a), CM (b), AMB (c¢) e AV (d) (5-100 pg/mL) na producado de
nitrito induzida por LPS. As células BV-2 foram pré-tratadas com as drogas por 1 h e incubadas com ou sem LPS
(0,5 pg/mL) por 24 h. Todos os valores sdo expressos como média = EPM da concentragdo e de nitrito. One-way

ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. * vs veiculo/grupo controle (DMSO 0,1%) (p <0,05); *p <0,05 vs

grupo LPS, n = 4/grupo.
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6.5 ESAC e AMB reduzem a expressao de iNOS induzida por LPS em células da linhagem
BV-2.

Considerando os resultados obtidos no ensaio de Griess, escolhemos a concentragao
capaz de inibir a partir de 50% a liberacao de nitrito para cada droga (ESAC, AMB e CM) para
avaliar se a supressdo da producdo de nitrito por ESAC, AMB ou CM estava relacionada a
expressao de sua sintase correspondente, iNOS. O LPS induziu um aumento significativo na
densidade de iNOS (intensidade da banda iNOS/B-actina: 4,2 £ 0,06 ¢ 6,5 + 0,08,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle negativo (DMSO 0,1%) (intensidade da
banda iNOS/B-actina: 0,6 + 0,01 e 0,08 = 0,01, respectivamente) e esse efeito foi
significativamente reduzido pelo pré-tratamento com ESAC (100 pg/mL) e AMB (25 pg/mL)
(intensidade da banda iNOS/B-actina: 2,4 + 0,06 e 3,2 + 0,4, respectivamente), quando
comparamos com o grupo LPS (intensidade da banda iNOS/B-actina: 4,2 + 0,06 ¢ 6,5 + 0,08,
respectivamente) (Figura 14). Por outro lado, o tratamento de células BV-2 com CM nao teve
efeito na expressao de iNOS. Na auséncia de LPS, ESAC e seus principios ativos ndo alteraram

a expressao de iNOS.
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Figura 14 — Efeitos do ESAC, CM, AMB na expressao de iNOS em células BV-2 estimuladas

por LPS.
INOS E—— S " 131 kDa
B-actima 42 kDa
6
o3 x
P T
2%
E
0 T T T
3 + 5 -
(LPS 0.5 pg/mL) 5 i
(ESAC 100 pg/mL)
INOS

B-actng o o o— S—

INOS/B-actin
intensidade da banda
£
1

(a)

#

(®)

iINOS A S s 131 KDa
B-actina 42kDa
8.0+

0.0
(LPS 0.5 ug/mL)
(CM 100 pg/mL)

(c)
SRS 131 kDa

42 kDa

S

(LPS 0,5 pg/mL)
(AMB 25 pg/mL)

Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeitos de ESAC (a), CM (b) e AMB (c) na expressdo de iNOS em células BV-
2 estimuladas por LPS. As células foram pré-tratadas com ESAC (100 pg/mL), CM (100 pg/mL) ou AMB (25
pg/mL) por 1 h e incubadas com LPS (0,5 pg/mL) por mais 24 h. One-way ANOVA no grafico b, e Two-way
ANOVA para os graficos a e ¢, seguido de pds-teste de Bonferroni. # p < 0,05 vs controle negativo (0,1% DMSO,

veiculo da droga), * p <0,05 vs grupo LPS, n = 4/grupo.
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6.6 AMB impede a reducdo da atividade da arginase induzida por LPS em células
linhagem BV-2.

A adigao de LPS (0,5 pug/mL) as células BV-2 reduziu significativamente a atividade da
arginase, medida pela concentragdo de ureia (Ureia: 50,3 = 5,7 pg/mL) quando comparada ao
grupo nao tratado (Ureia: 88,5 + 8,7 pg/mL). Nosso estudo mostrou que o AMB impediu a
redugdo da atividade da arginase (Ureia: 98,1 + 8,8 ug/mL) quando comparado ao grupo LPS
(Ureia: 50,3 + 5,7 pg/mL) (0,5 pg/mL), efeito comparavel com o grupo quercetina (droga de
referéncia) (Ureia: 93,2 £ 6,5 ug/mL), ESAC e CM nao apresentaram efeito significativo,
embora ESAC (100 pg/mL: 58,2 + 3,0 pg/mL) e CM (100 pg/mL 63,1 + 7,1 pg/mL) tenham
apresentado aumento da atividade da arginase em cerca de 15,4% e 25,2%, respectivamente,

(Figura 15).
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Figura 15 — Efeitos do ESAC, CM e AMB na atividade da arginase em células BV-2
estimuladas por LPS.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeitos do ESAC (a), CM (b) e AMB (c) na atividade da arginase em células
BV-2 estimuladas por LPS. As células foram pré-tratadas com ESAC (100 pg/mL), CM (100 pg/mL) ou AMB
(25 pg/mL) por 1 h e incubadas com LPS (0,5 pg/mL) por mais 24 h. One-way ANOVA, seguido de pos-teste de
Bonferroni. # p < 0,05 vs controle negativo (0,1% DMSO, veiculo da droga), *p <0,01 vs grupo LPS, n = 4/grupo.
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6.7 ESAC, AMB e CM regulam a producio de citocinas em células microgliais (linhagem

BV-2) estimuladas por LPS

A adicao de LPS por 24 h induziu aumento significativo de aproximadamente 93%
nos niveis de TNF-a, quando comparamos com o controle negativo (grupo sem estimulo). O
pré-tratamento com ESAC (100 pg/mL), CM (100 pg/mL) ou AMB (25 pg/mL) (TNF-a: 196,4
+58,0 pg/mL, 191,7 + 14,5 pg/mL e 174,4 £ 7,6 pg/mL, respectivamente), reduziram de forma
significativa esse aumento, quando relacionado ao grupo LPS (TNF-a: 435,1 + 50,2 pg/mL,
339,8 £ 21,6 pg/mL e 254,5 + 18,5 pg/mL, respectivamente) (Figura 16).

Nosso resultado mostrou que a adicdo de LPS por 24 h induziu um aumento
significativo de aproximadamente 95% nos niveis de IL-6, quando comparamos com o controle
negativo (grupo sem estimulo). O pré-tratamento com ESAC, CM ou AMB (IL-6: 82,0 £ 7,7
pg/mL, 231,0 £ 18,2 pg/mL e 199,0 £ 7,3 pg/mL, respectivamente), reduziram de forma
significativa esse aumento, quando relacionado ao grupo LPS (IL-6: 242,2 + 23,7 pg/mL, 301,7
+ 21,0 pg/mL e 320,1 + 55,04 pg/mL, respectivamente) (Figura 17).

Na avaliacdo da possivel atividade imunomoduladora exercida pelo ESAC e ativos
(CM e AMB) sobre a producéo de citocinas anti-inflamatorias, a figura 18, apresenta o efeito
do extrato e moléculas na producédo de IL-10. A adi¢do de LPS por 24 h diminuiu de forma
significativa I1L-10, quando comparamos com o controle negativo (grupo sem estimulo). Por
outro lado, a reducédo de I1L-10 induzida por LPS em células BV-2 nao foi significativamente
afetada pelas drogas testadas, embora ESAC e AMB tenham aumentado sua concentracdo em

aproximadamente 20,6% e 62,7%, respectivamente, em relacdo ao grupo LPS.
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Figura 16 — Efeito do ESAC, CM e AMB na regulagdo da producdo de TNF-a em células
linhagem BV-2 estimuladas por LPS.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeitos de ESAC, CM e AMB na liberacdo de TNF-0. em células BV-2
estimuladas por LPS. As células foram pré-tratadas com ESAC (100 pug/mL), CM (50, 100 pug/mL) ou AMB (25
pg/mL) por 1 h e ativadas com LPS (0,5 pg/mL) por mais 24 h. Os resultados sdo expressos como média + EPM.
One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Bonferroni. #p < 0,05 vs controle negativo (0,1% DMSO, veiculo da
droga); * p <0,05 vs grupo LPS, n = 4/grupo.
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Figura 17 — Efeitos do ESAC, CM e AMB na regula¢do da producéo de IL-6 em células
linhagem BV-2 estimuladas por LPS.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeitos de ESAC, CM e AMB na liberacéo de IL-6 em células BV-2 estimuladas
por LPS. As células foram pré-tratadas com ESAC (100 pg/mL), CM (50, 100 pug/mL) ou AMB (25 pg/mL) por
1 h e ativadas com LPS (0,5 pg/mL) por mais 24 h. Os resultados sdo expressos como média + EPM. One-way

ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni. #p < 0,05 vs controle negativo (0,1% DMSO, veiculo da droga); *
p <0,05 vs grupo LPS, n = 4/grupo.
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Figura 18 — Efeito do ESAC, CM e AMB na regulacdo da producdo de IL-10 em células

linhagem BV-2 estimuladas por LPS.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeitos de ESAC, CM e AMB na liberacéo de I1L-10 em células BV-2 estimuladas
por LPS. As células foram pré-tratadas com ESAC (100 pug/mL), CM (50, 100 pg/mL) ou AMB (25 pg/mL) por
1 h e ativadas com LPS (0,5 pg/mL) por mais 24 h. Os resultados sdo expressos como média + EPM. One-way

ANOVA, seguido do pds-teste de Bonferroni. # p < 0,05 vs controle negativo (0,1% DMSO, veiculo da droga); *

p <0,05 vs grupo LPS, n = 4/grupo.
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6.8 ESAC diminui a fosforilacdo da via das MAPKs (ERK1/2 e JNK) induzidas por LPS

em células da linhagem BV-2.

A partir desse ensaio passaremos a investigar o efeito apenas do ESAC (ativos CM,
AV e AMB), devido ao potencial efeito anti-inflamatorio ao diminuir a producdo de mediadores
inflamatdrios (NO, TNF-a ¢ IL-6) em células microgliais BV-2 ativadas por LPS. O LPS induz
uma resposta inflamatoria através da ligacdo e ativacdo do receptor TLR-4. Primeiramente
investigamos o efeito do ESAC na expressao desse receptor em células BV-2, seguido pela
analise da fosforilacdo de suas proteinas de sinalizacdo (NF-kB e MAPKS). Os resultados do
Western blotting mostraram que a exposigao ao LPS (0,5 pg/mL) aumentou significativamente
a expressdo de TLR-4 (intensidade da banda TLR4/B-actina: 0,5 = 0,04) em células BV-2
quando comparado ao grupo controle (grupo ndo tratado) (intensidade da banda TLR4/B-actina:
0,2 + 0,03). No entanto, o pré-tratamento com ESAC nédo impediu significativamente esse
aumento (intensidade da banda TLR4/B-actina: 0,5 = 0,008) (Figura 19a). Conforme mostrado
nas figuras 19b e 19c, a estimulacdo com LPS resultou na fosforilagcdo de ERK1/2 e JNK
(intensidade da banda p-JNK/JNK total: 0,6 + 0,06; intensidade da banda p-ERK1/2/ERK1/2
total: 1,1 + 0,02), e o pré-tratamento com ESAC diminuiu significativamente a fosforilacdo de
ambas as MAPKs (intensidade da banda p-JNK/JNK total: 0,4 + 0,04; intensidade da banda p-
ERK1/2/ERK1/2 total: 0,9 + 0,01). A fosforilacdo do NF-kB p65 ndo foi alterada pelo ESAC
(Figura 19d). Na figura 20 estdo representadas as vias de sinalizacdo ativada ap0s exposi¢ao
de células microgliais (linhagem BV-2) ao LPS, demonstrando o efeito de ESAC sobre a

expressdo dessas vias e sobre a producdo de mediadores inflamatdrios.
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Figura 19 — Efeitos do ESAC nas vias TLR-4/NF-kB/ERK1/2 e JNK induzidas por LPS.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeitos de ESAC na expressao de TLR-4, p-NF-kB p65, p-JNK e p-ERK1/2 em
células BV-2 estimuladas por LPS. As células foram pré-tratadas com ESAC (100 pg/mL) por 1 h e incubadas
com LPS (0,5 pug/mL) por mais 1 hora. Os resultados sdo expressos como média £ EPM. One-way para o grafico
a e Two-way ANOVA para os graficos b, ¢ e d), sequido de pds-teste de Bonferroni. #p < 0,05 vs controle negativo
(0,1% DMSO, veiculo da droga), * p <0,05 vs grupo LPS, n = 4/grupo.
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Figura 20 — Mecanismo de acdo do ESAC sobre as vias de sinalizacdo (NF-kB e MAPKs) e
produgdo de mediadores inflamatérios induzidas pela ativagdo com LPS em células microgliais

da linhagem BV-2.

OH ~ - !
Il MyD8s S —
o Citoplasma \{(/f A o s
IRAKs e —
TRAF6 0. ..'l =
TAK1 .
4 ESAC
MAPK
KKy Q IKKB Amburana cearensis
IKKa a (7 meses de cultivo)
l i, oERK1/2
IKBa
NF-kB
°IKBG.

NF-xB

IKBa

~~~~~~

* cantd

Ntcleo Genes proé-inflamatérios

Fonte: DE ARAUJO et al., 2022, com modificacdes. Legenda: Mecanismo de sinalizagio para os efeitos do
ESAC (ativos- CM, AMB e AV) na neuroinflamagdo induzida por LPS em células BV-2. A ativacédo do receptor
toll-like 4 (TLR-4) por LPS leva a ativacéo das vias NF-kB p65 e MAPK. O complexo IKK fosforila IkBa, o que
leva a degradacao de IkBa e subsequente transloca¢do nuclear de NF-kB p65. Ao mesmo tempo, a via MAPK
(JNK e ERK1/2) regula a transcri¢do de mediadores inflamatdrios através da ativacéo do fator de transcricdo AP-
1. A ativacdo de NF-kB p65 e AP-1 resulta na expressdo de iNOS e na produgdo de mediadores pro-inflamatérios.
O ESAC interrompe as vias neuroinflamatorias induzidas por LPS, diminuindo a sinalizagdo de JNK e ERK1/2.
ESAC e constituintes quimicos diminuem a expressdao de iNOS, bem como a producdo de mediadores
inflamatorios (NO e citocinas). Paralelo a isso, ESAC tem atividade sequestradora ao diminuir a produgdo dos
oxidantes (O, e OH"). As setas verdes indicam diminuicao da liberacao de mediadores inflamatorios e da expressao
de vias de sinalizacéo. Legenda: IKK: complexo de quinase IkB; IxBa: inibidor de capa B; P: Fosfato; NF-«xB:
Fator kapa nuclear B; MAPK: proteina quinase ativada por mitégeno; ERK: quinase reguladora de sinal

extracelular; AP-1: proteina ativadora 1.
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6.9 ESAC apresenta efeito antineuroinflamatorio em células da linhagem PC-12 expostas

a 6-OHDA e ao meio condicionado de células da linhagem BV-2 estimuladas por LPS.

Para avaliar uma condi¢ao neurodegenerativa in vitro foi realizado testes preliminares
simulando a interagdo entre células neuronais (linhagem PC-12) e mediadores inflamatdrios
liberados por microglias ativadas (linhagem BV-2). Apos exposi¢ao das células PC-12 ao meio
condicionado de células BV-2 ativadas por LPS, foi observada diminui¢do da viabilidade
celular (absorbancia: 0,37+ 0,01), que correspondeu 12% de redugdo em comparagcao com meio
condicionado de células BV-2 nio ativadas (absorbancia: 0,42 = 0,01). A adi¢do de ESAC (100
pug/mL) ao meio da BV-2 ativada (absorbancia: 0,38 + 0,01) ndo reverteu o efeito do LPS nas
células da linhagem PC-12.

As células PC-12 em meio condicionado, orinundo da exposi¢ao de células microgliais
ao LPS, e na presenca de 6-OHDA (10 pg/mL) tiveram maior reducdo da viabilidade celular
(LPS + 6-OHDA) (absorbancia: 0,32 + 0,01) (Figura 21b) em relagdo ao grupo sem 6-OHDA
(Figura 21a) (absorbancia: 0,37 = 0,01). O ESAC ndo interferiu na viabilidade celular
(absorbancia: 0,38 + 0,01), e na presenga da 6-OHDA em meio condicionado (BV-2 + LPS)
restaurou a viabilidade celular (absorbancis: 0,42 + 0,04) em relagao ao grupo 6-OHDA + (BV-
2 +LPS) (absorbancia: 0,32 + 0,01) (Figura 21b).

A adicdo de 6-OHDA (10 pg/mL) em células PC-12 mantidas em meio condicionado
(BV-2 + LPS) aumentou a concentracao de nitrito (Nitrito: 171,1 £ 11,6) em relagdo ao grupo
mantido em meio condicionado (BV-2) (Nitrito: 100 = 0,00). Prorém, o ESAC reduziu (Nitrito:
118,9 + 5.,4) esse efeito, alcangando concentragdo de nitrito comparavel ao grupo tratado com

meio condicionado (BV-2) (Nitrito: 100 £+ 0,00) (Figura 21c).
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Figura 21 — Efeitos do ESAC na neurotoxicidade de células da linhagem PC-12 expostas a 6-

OHDA e induzidas por meio condicionado a partir de células linhagem BV-2 ativadas por LPS.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Efeitos do ESAC na neurotoxicidade de células PC-12 expostas a 6-OHDA e
induzidas por meio condicionado de células BV-2 ativadas por LPS. As células BV-2 foram pré-tratadas com
ESAC (100 pg/mL) por 1 h e seguidas de ativagdo com LPS (0,5 ug/ml) por 24 h. O meio condicionado da cultura
de células BV-2 foi coletado e as células PC-12 foram expostas ao meio condicionado e 4 6-OHDA por 24 h, onde
foram avaliadas a viabilidade celular e a inibicdo da liberagdo de 6xido nitrico. Os resultados foram expressos
como média = EPM. Tivo-way ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni. # p < 0,05 vs controle negativo * p

<0,05 vs grupo estimulado, 3 (meio condicionado), n = 4/grupo.
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6.10 ESAC diminui rotacées contralaterais em teste comportamental rotacional induzido

por apomorfina de ratos submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA.

Na investigacdo realizada para o modelo in vitro o ESAC apresentou potencial efeito
antioxidante e anti-inflamatério ao diminuir a producdo de mediadores inflamatérios (TNF-a,
IL-6, EROS e NO) que contribuem para progressao de doengas neurodegenerativas, como DA
e DP, assim, foi investigado preliminarmente se 0o ESAC também apresenta esse potencial efeito
em modelo in vivo de doenga de Parkinson induzido por 6-OHDA, ja que existem limitagoes a
serem consideradas como a biodisponibilidade, travessia da barreira hematoencefalica e
interagdo entre diferentes tipos celulares na progressdo dessas doencas. Portanto, 2 h apos a
lesao com 6-OHDA os animais foram tratados com ESAC durante 14 dias na dose de 200

mg/Kg com base nos estudos anteriores do nosso laboratorio.

Diante disso, apos 14 dias da realizagdo da indu¢do do modelo de DP os animais do
grupo 6-OHDA apresentaram aumento das rotagdes contralaterais (460,6 + 55,3) induzidas por
apomorfina quando comparamos com os animais do grupo SHAM (5,3 + 1,4). Contudo, o
tratamento dos animais com ESAC (200 mg/Kg v.0), logo apods serem lesionados com 6-OHDA,
diminuiu (41,6 £ 16,6) as rotagdes contralaterais a lesdo, que foi superior ao grupo de animais
tratados com L-DOPA (25 mg/Kg v.0), cuja diminuicao foi significativa (101,0 + 58,1) (Figura
22).
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Figura 22 — Efeito do ESAC no numero de rotagdes contralaterais induzidas por apomorfina.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Os ratos (n = 10/grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com ESAC (200 mg/Kg v.0); L-DOPA (25 mg/Kg v.0) ou DMSO (2%) v.0, durante 14 dias, com inicio 2
horas ap6s serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 14° dia, os animais foram submetidos ao teste rotacional
induzido por apomorfina (3 mg/kg, i.p.), onde o niimero total de rotagdes contralaterais a lesdo foi contabilizado
por um periodo de 60 minutos. Os dados estdo expressos em médias + EPM. Foi usado Teste ndo paramétrico

Mann-Whitney, * vs SHAM; *vs 6-OHDA (-). Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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6.11 ESAC diminui déficit comportamental de ratos em modelo de DP induzido por 6-

OHDA sobre a atividade locomotora (Teste do Campo Aberto).

No teste do campo aberto, os animais lesionados com 6-OHDA, apresentaram
diminui¢do na atividade locomotora horizontal em 50,3% (cruzamentos: 23,6 &+ 2,3), bem como
diminui¢do na atividade locomotora vertical (reaing: 4,2 + 0,8) em relagcdo ao grupo SHAM
(cruzamentos: 47,4 + 3,3; rearing: 11,4 = 1,9). Além disso, o tempo na imobilidade no grupo
6-OHDA teve uma elevacao de 7,6 vezes (tempo parado: 41,4 = 6,9), em relacdo ao grupo
SHAM (tempo parado: 6,3 + 1,5). Porém, o tratamento dos animais com ESAC (200 mg/kg,
v.0) aumentou (cruzamentos: 38,9 £ 3,3) o nimero dos cruzamentos em relagdo ao grupo 6-
OHDA (cruzamentos: 23,6 £ 2,3), elevando em mais de 32,2% a atividade locomotora
horizontal dos animais. Resultados semelhantes foram verificados na avaliagdo da atividade
locomotora vertical (Rearing), onde ESAC (200 mg/kg, v.0) (Rearing: 9,3 + 0,9) diferiu
estatisticamente (P<0,05) do grupo 6-OHDA (Rearing: 4,2 + 0,8). Ja na analise do tempo de
imobilidade durante o teste comportamental, os animais tratados com ESAC (200 mg/kg, v.0),
logo apo6s lesdo com 6-OHDA (tempo parado: 19,1 + 6,3 s) reduziram a imobilidade (P<0,05)
quando comparadas com o grupo 6-OHDA (tempo parado: 41,4 £ 6,9 s).

Na avaliagao do Grooming o grupo 6-OHDA (3,3 + 0,5) apresentou uma diminuic¢ao
significativa em relacao ao grupo SHAM (8,9 + 0,7). Porém, os resultados do Grooming em
animais tratados com ESAC (200 mg/kg, v.0), logo apos lesdo com 6-OHDA (Grooming: 5,5 +
0,3) apresentaram reducdo significativa (P<0,05) em rela¢do ao grupo 6-OHDA. Visto isso,
verificamos nesse estudo que o efeito exercido pelo ESAC pode ser equiparado ao grupo dos
animais tratados com L-DOPA (25 mg/kg, v.0), medicamento de referéncia para o tratamento
da DP, onde, foi observado também diferengas estatisticas em todos os parametros avaliados
(cruzamentos: 46,1 +4.,8; rearing: 13,5 £2,0; imobilidade: 15,2 +5,5; grooming: 6,1 +0,3)
quando comparamos com o grupo 6-OHDA (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do ESAC na atividade locomotora no Teste de Campo Aberto (Open field test)

de animais submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA.
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Fonte: O Autor (2022). Legenda: (a) Cruzamentos, (b) Rearing, (¢c) Tempo de imobilidade e (d) Grooming. Os

ratos (n = 08/grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram tratados com ESAC (200 mg/Kg v.0),

L-DOPA (25 mg/Kg v.0) ou DMSO (2%) v.o durante 14 dias, com inicio 2 horas apos serem submetidos a cirurgia

estereotaxica. No 13° dia, os animais foram observados durante 300 s em campo aberto (cruzamentos, rearing,

tempo de imobilidade e grooming). Os dados estdo expressos em médias = EPM. Foi usado o Teste t de Student, *

vs SHAM; “vs 6-OHDA (-). Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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6.12 ESAC melhora atividade motora (Teste de Rotarod) de ratos submetidos ao modelo

de DP induzido por 6-OHDA.

Para maior analise da acdo do ESAC na atividade motora de ratos submetidos a lesao
nigroestriatal com 6-OHDA, os animais dos diferentes grupos experimentais foram submetidos
ao teste do rotarod. Na avaliagdo dos animais no grupo 6-OHDA (laténcia: 101,5 + 25,1 s) foi
observado diminui¢ao do tempo de laténcia no equipamento quando comparamos com 0 grupo
SHAM (laténcia: 275,6 £ 12,3 s). Porém, o tratamento com ESAC (200 mg/Kg v.0), apds lesao
com 6-OHDA elevou (laténcia: 230,3 £+ 31,8 s) em mais de 220% o tempo de laténcia no
equipamento em comparagdo com o grupo 6-OHDA. De forma semelhante, o grupo L-DOPA
(25 mg/Kg, v.0) elevou o tempo de permanéncia (laténcia: 212 + 28,4) na barra giratoria em
comparag¢do com o grupo 6-OHDA (Figura 24a).

Na avaliacdo do nimero de quedas os animais do grupo 6-OHDA (quedas: 4,3 £0,9 s)
apresentaram aumento quando comparamos com os animais do grupo SHAM (quedas: 0,5 +
0,2 s). Porém, esse efeito foi revertido nos animais tratados com ESAC, apos lesdao com 6-
OHDA (quedas: 1,7 + 0,5 s). Resultados semelhantes foram observados nos animais tratados
com L-DOPA, que também observamos diminui¢dao no nimero de quedas (quedas: 1,9 £ 0,5),

quando comparamos com o grupo 6-OHDA (Figura 24b).
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Figura 24 — Efeito do ESAC na atividade motora (Teste de Rotarod) de ratos submetidos ao
modelo de DP induzido por 6-OHDA.
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Fonte: O Autor (2022). Legenda: (a) Tempo de laténcia, (b) Numero de quedas. Os ratos (n = 08/grupo, machos,
pesando aproximadamente 250-300 g) foram tratados com ESAC (200 mg/Kg v.0), L-DOPA (25 mg/Kg v.0) ou
DMSO (2%) v.o, durante 14 dias, com inicio 2 horas apds serem submetidos a cirurgia estereotaxica. No 13° dia,
os animais foram observados durante 5 min no aparelho de rotarod (tempo de laténcia e nimero de quedas). Os
dados estdo expressos em médias + EPM. Foi usado Teste nio paramétrico Mann-Whitney, * vs SHAM; *vs 6-

OHDA (-). Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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6.13 ESAC diminui a producdo de nitrito nas areas cerebrais de ratos submetidos ao

modelo de DP induzido por 6-OHDA.

A administracdo de 6-OHDA unilateral causou aumento na concentragao de nitrito em
cerca de 75% no hipocampo dos animais lesionados com 6-OHDA unilateralmente (Nitrito: 7,2
+ 1,6 pmol/g) quando comparado ao grupo SHAM (Nitrito: 1,8 £ 0,2 umol/g). Porém, o
tratamento com ESAC (200 mg/kg v.0), ap6s lesdo com 6-OHDA impediu esse aumento (4,3 +
0,6 umol/g) em torno de 40%. Esse efeito ndo foi observado no grupo L-DOPA (25 mg/kg v.0),
que ndo promoveu uma diminui¢do significativa (Nitrito: 5,6 + 0,6 pmol/g) dos niveis de nitrito

quando comparamos ao grupo 6-OHDA (Figura 25a).

No cortex pré-frontal foi verificado aumento significativo na concentragdo de nitrito
(Nitrito: 6,6 = 0,4 pumol/g) dos animais lesionados com 6-OHDA unilateralmente quando
comparado ao grupo SHAM (Nitrito: 3,8 £ 0,5 umol/g). Porém, o tratamento com ESAC (200
mg/kg v.0), apds lesdo com 6-OHDA impediu esse aumento (Nitrito: 4,6 + 0,6 umol/g), quando
comparamos com o grupo 6-OHDA. Efeito ndo observado nos animais do grupo L-DOPA (25
mg/kg v.o) (Nitrito: 5,4 + 1,1 pmol/g), quando comparamos com o grupo 6-OHDA (Figura
25b).

Assim como foi observado no hipocampo e no cortex pré-frontal, houve um aumento
na concentragdo de nitrito no corpo estriado ipsilateral e contralateral dos animais lesionados
com 6-OHDA unilateralmente (Nitrito: 6,7 = 0,5 umol/g; 4,9 £ 0,4 umol/g, respectivamente)
quando comparado ao grupo SHAM (Nitrito: 3,4 = 0,6 pumol/g; 3,0 = 0,3 pmol/g,
respectivamente). No entanto, o tratamento com ESAC (200 mg/kg v.0), apds lesdo com 6-
OHDA impediu esse aumento apenas no corpo estriado ipsilateral (Nitrito: 3,9 £+ 0,3 umol/g),
quando comparamos com o grupo 6-OHDA. Ja no grupo L-DOPA (25 mg/kg v.0), ndo
observamos diminui¢do significativa dos niveis de nitrito quando comparamos ao grupo
lesionado com 6-OHDA no corpo estriado ipsilateral (Nitrito: 6,1 + 0,3 umol/g) e contralateral

(Nitrito: 4,9 £ 0,7 umol/g) (Figura 25 c e d).
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Figura 25 — Efeito do ESAC na produg¢ao de nitrito nas areas cerebrais de ratos submetidos ao

modelo de DP induzido por 6-OHDA.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Os ratos (n = 08/grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com ESAC (200 mg/Kg); L-DOPA (25 mg/Kg) ou DMSO (2%) durante 14 dias, com inicio 2 horas apds
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. Apods os testes comportamentais no 14° pds-cirurgia, os animais foram
eutanasiados e os cérebros dissecados em quatro areas: (a) Hipocampo, (b) Cértex Pré-Frontal, (c) Corpo Estriado
Ipsilateral e (d) Corpo Estriado Contralateral para determinacgao dos niveis de nitrito. Os dados estdo expressos em
médias = EPM. Foi usado o Teste t de Student, # vs SHAM; *vs 6-OHDA (-). Considerou-se estatisticamente

significante P<0,05.



83

6.14 ESAC reduz a peroxidacio lipidica (método TBARS) em areas cerebrais de ratos
submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA.

A lesdo unilateral com 6-OHDA provocou um aumento em cerca de 67% na
concentragdo de MDA (1744,0 £ 149,0 uM/g) no hipocampo dos animais quando comparado
ao grupo SHAM (p<0,01) (1041 £ 87,31 uM/g). Porém, o tratamento com ESAC (200 mg/Kg,
v.0), apos lesdo com 6-OHDA reduziu (1093,0 + 104,0 uM/g) a elevacao dos niveis de MDA
em cerca de 37%. Resultados semelhantes foram observados no grupo L-DOPA (25 mg/Kg, v.0)

(1091,0 £ 63,3 uM/g), quando comparamos com o grupo 6-OHDA (Figura 26a).

No cortex pré-frontal foi observado aumento de cerca de 59% na concentragdo de MDA
(1167,0 £ 56,1 uM/g) dos animais do grupo 6-OHDA em relagdo ao grupo SHAM (p<0,01)
(729,5 £ 42,0 uM/g). Porém, o tratamento com ESAC (200 mg/Kg), apos lesao com 6-OHDA
reduziu a elevacgao dos niveis de MDA induzida por 6-OHDA. Ja no grupo L-DOPA (25 mg/Kg,
v.0) ndo observamos reducao nos niveis de MDA (1109,0 £ 149,2 uM/g) no cortex pré-frontal
(Figura 26b).

Assim como foi observado nas outras areas testadas, a lesdo unilateral com 6-OHDA
também provocou aumento na concentragdo de MDA no corpo estriado ipsilateral (1591,0 +
162,5 uM/g) e contralateral (1737 = 150,1 uM/g) (p<0,01), quando comparamos com o0s
animais do grupo SHAM (1021,0 £ 54,2 uM/g; 1245,0 £+ 80,3, respectivamente). Porém, o
tratamento com ESAC (200 mg/Kg), apds lesdo com 6-OHDA reduziu a elevagao dos niveis de
MDA induzida por 6-OHDA no corpo estriado ipsilateral (1115,0 = 99,8 uM/g) e contralateral
(1236,0 + 92,3 uM/g). Ja4 no grupo L-DOPA (25 mg/Kg, v.0) foi observado redugdo da
peroxidagdo lipidica apenas no corpo estriado contralateral (1367,0 £ 63,3 uM/g), quando
comparamos com o grupo 6-OHDA (Figura 26 c e d).
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Figura 26 — Efeito do ESAC nos niveis de peroxidacao lipidica (TBARS) nas areas cerebrais
de ratos submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Os ratos (n = 08/grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com ESAC (200 mg/Kg v.0); L-DOPA (25 mg/Kg v.0) ou DMSO (2%), v.o durante 14 dias, com inicio 2
horas ap6s serem submetidos a cirurgia estereotaxica. Apds os testes comportamentais no 14° pos-cirurgia, os
animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados em quatro areas: (a) Hipocampo, (b) Cortex Pré-Frontal, (c)
Corpo Estriado Ipsilateral e (d) Corpo Estriado Contralateral para determinagdo dos niveis de peroxidag¢ao lipidica.
Os dados estdo expressos em médias + EPM. Foi usado o Teste t de Student, ¥ vs SHAM; *vs 6-OHDA (-).

Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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6.15 ESAC aumenta a atividade da superoxido dismutase nas areas cerebrais de ratos

submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA.

Uma reducdo significativa na atividade de SOD foi observada no hipocampo dos
animais do grupo 6-OHDA (0,8 £ 0,03 u) em relagdo aos animais do grupo SHAM (1,0 £ 0,03
u). Porém, o tratamento com ESAC (200 mg/Kg, v.0), ap6s lesdo com 6-OHDA reverteu esse
efeito (1,0 £ 0,03 u) no hipocampo de animais induzidos ao modelo de DP por 6-OHDA. J4 os
animais do grupo L-DOPA (25 mg/Kg, v.0) ndo apresentaram efeitos significativos em prevenir

(0,9 £ 0,03 u) a diminui¢do da atividade da SOD (Figura 27a).

No cortex pré-frontal foi observado reducgdo na atividade da SOD dos animais do grupo
6-OHDA (0,7 £ 0,003 u) em relagdo aos animais do grupo SHAM (0,9 £ 0,01 u). Porém, o
tratamento com ESAC (200 mg/Kg, v.0), apos lesdo com 6-OHDA reverteu esse efeito (0,9
0,05 u), recuperando os niveis de SOD para valores proximos dos animais do grupo SHAM.
Resultados semelhantes foram observados nos animais do grupo L-DOPA (25 mg/Kg, v.0),

onde foi observado preven¢ao na diminuigao (0,9 + 0,01 u) da atividade da SOD (Figura 27b).

No corpo estriado ipsilateral e contralateral foi observada uma redu¢do na atividade da
SOD dos animais do grupo 6-OHDA (0,9 £ 0,01 u; 0,9 £ 0,02 u, respectivamente) em relagao
aos animais do grupo SHAM (1,04 £ 0,01 u; 1,03 £+ 0,04 u, respectivamente). Esse efeito ndo
foi revertido (0,9 + 0,03 u; 0,9 = 0,01 u) pelo tratamento com ESAC (200 mg/kg, v.0), apés
lesdo com 6-OHDA, nas duas areas analisadas, quando comparamos com os animais do grupo
6-OHDA. De forma semelhante, nos animais do grupo L-DOPA (25 mg/kg, v.0) ndo foram
observados preveng¢do da redugdo da atividade da SOD (0,92 £ 0,01 u; 0,9 £ 0,01 u) induzida
por 6-OHDA (Figura 27c e d).
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Figura 27 — Efeito do ESAC na atividade da superdxido dismutase nas areas cerebrais de ratos

submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA.
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Fonte: O autor (2022). Legenda: Os ratos (n = 08/grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com ESAC (200 mg/Kg v.0); L-DOPA (25 mg/Kg v.0) ou DMSO (2%), v.o durante 14 dias, com inicio 2
horas ap6s serem submetidos a cirurgia estereotaxica. Apds os testes comportamentais no 14° pos-cirurgia, os
animais foram eutanasiados e os cérebros dissecados em quatro areas: (a) Hipocampo, (b) Cortex Pré-Frontal, (c)
Corpo Estriado Ipsilatera e (d) Corpo Estriado Contralateral para determinacdo da atividade da superdxido
dismutase. Os dados estdo expressos em médias + EPM. Foi usado o Teste t de Student. * vs SHAM; *vs 6-OHDA

(-). Considerou-se estatisticamente significante P<0,05.
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6.16 Avaliacdo bioquimica do sangue de ratos tratados com ESAC e submetidos ao modelo

de DP induzido por 6-OHDA.

Os resultados da analise de parametros bioquimicos (glicose, colesterol total, ureia,
creatinina, TGO, TGP e fosfatase alcalina) a partir de amostras coletadas de sangue dos animais
submetidos ao modelo de doenca de Parkinson ndo foram observadas alteragdes bioquimicas
no grupo 6-OHDA quando comparamos com o grupo SHAM. Resultados semelhantes foram
encontrados nos animais tratados com ESAC (200 mg/Kg, v.0), apds lesdo com 6-OHDA,
quando comparamos com os animais do grupo 6-OHDA. Nesse contexto, também ndo foram
observadas alteragdes bioquimicas significativas nos animais do grupo L-DOPA (25 mg/Kg,
v.0), com excec¢do para os niveis de ureia, cujo dado observado se encontra dentro dos valores
de referéncia 2. (12,6-24,6) no estudo realizado por Lima (2018) em ratos machos da linhagem
Wistar do biotério central da UFC.

Na avalia¢do de eletrdlitos (calcio, magnésio, fosforo, sddio e potassio) a partir de
amostras coletadas de sangue dos animais submetidos ao modelo de doeng¢a de Parkinson ndo
foi observada alteragdes significativas nos niveis dos eletrélitos no grupo 6-OHDA quando
comparamos com o grupo SHAM. De forma semelhante, os animais tratados com ESAC (200
mg/Kg, v.0), apos lesdo com 6-OHDA como também nos animais tratados com L-DOPA (25
mg/Kg, v.0) ndo foram observadas alteragdes nos niveis dos eletrdlitos ao compararmos com o
grupo 6-OHDA.

Os resultados encontrados foram bastante promissores, no entanto os estudos do efeito
neuroprotetor e toxicidade do ESAC devem ser prosseguidos, pois o presente estudo, trata-se
de uma investigacdo preliminar, onde foi investigado o efeito do ESAC na diminui¢do do
estresse oxidativo, associado a uma melhora comportamental, que podemos relacionar a
presenca de efeito neuroprotetor exercido pelo nosso extrato. Diante dos resultados encontrados
¢ interessante o entendimento a nivel molecular de como o ESAC age reduzindo a producao de
oxidantes e prevenindo a diminui¢do da atividade de SOD, que no presente estudo podemos

associar a uma melhora no déficit comportamental ocasionado pela lesdo com 6-OHDA.
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Tabela 5 — Parametros bioquimicos de ratos machos da linhagem Wistar utilizados no modelo

de doenga de Parkinson.

Parametros SHAM | 6-OHDA | ESAC200 | L-DOPA25

(Unidade) Média + EPM | Média=EPM | Média+EPM | Média+ EPM
Glicose (mg/dL)
153,0+4,4 153,8 £ 1,6 142,0 £ 8,2 141,8 £ 11,5
Col. total (mg/dL)
99,0+ 7,5 101,8 £ 3,2 104,8 +5,8 89,8+23
Ureia (mg/dL)
51,2 + 4,16 40,9+2,8 33,8+ 3,9 15,88 +1,2"
CRE (mg/dL)
0,2 + 0,02 0,2 £ 0,02 0,3 £ 0,02 0,3 £ 0,02
TGO (UN)
184,3 £ 2,8 220,3 £ 25,2 195,8 £ 16,5 199,7 £ 13,4
TGP (U/T)
60,3+24 67,5+6,7 68,8 + 5,2 65,8 + 3,1
F. Alcalina (U/T)
309,8 £ 32,6 251,5+7,0 254,1 £ 8,6 263,5 £ 14,6

Fonte: O autor (2022). Legenda: Os ratos (n = 06/grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com ESAC (200 mg/Kg); L-DOPA (25 mg/Kg) ou DMSO (2%) durante 14 dias, com inicio 2 horas apds
serem submetidos a cirurgia estereotaxica. Apos os testes comportamentais no 14° pds-cirurgia, os animais foram
eutanasiados foram coletados o sangue dos animais para analise bioquimica. Os dados estdo expressos em médias
+ EPM. Foi usado o Teste t de Student, # vs SHAM; *vs 6-OHDA (-). Considerou-se estatisticamente significante

P<0,05. Col. Total: colesterol total, CRE: creatinina, F. alcalina: fosfatase alcalina.
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Tabela 6 — Dados dos eletrolitos quantificados em ratos machos da linhagem Wistar utilizados

no modelo de doenca de Parkinson.

Parametros ESAC L-DOPA
(Unidade) Média £+ EPM @ Média + EPM Média = EPM Média + EPM

Calcio (mEq/I)

11,6 £ 0,2 11,3+£0,3 11,56£0,5 11,5+ 0,1
Magnésio (mEq/I)

3,2+0,03 3,2 £ 0,06 3,6+0,5 4,0+0,7
Fosforo (mEq/I)

7,9+0,3 8,3+0,2 8,0+£0,5 7604
Sédio (mEq/T)

129,2+4,3 134,7 £ 0,4 138,8 £ 8,4 130,6 £ 5,9
Potassio (mEq/1)

6,3+0,170 6,4 0,1 6,9+0,4 6,6 £ 0,2

Fonte: O autor (2022). Legenda: Os ratos (n = 06/grupo, machos, pesando aproximadamente 250-300 g) foram
tratados com ESAC (200 mg/Kg v.0); L-DOPA (25 mg/Kg v.0) ou DMSO (2%) v.o, durante 14 dias, com inicio 2
horas apos serem submetidos a cirurgia estereotaxica. Apos os testes comportamentais no 14° pds-cirurgia, os
animais foram eutanasiados e foram coletados o sangue dos animais para analise dos eletrélitos. Os dados estdo
expressos em médias + EPM. Foi usado o Teste t de Student, * vs SHAM; *vs 6-OHDA (-). Considerou-se

estatisticamente significante P<0,05. mEq/l: miliequivalentes por litro.
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7- DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram evidenciar que o extrato seco
padronizado de A. cearensis (ESAC) e/ou ativos (CM, AMB e AV) tem atividade ati-
inflamatdria e/ou antioxidante em modelo de neuroinflamagdo em células microgliais
(linhagem BV-2) estimuladas por LPS, através da reducdo da producgdo de nitrito, diminuindo
a expressao de iNOS, bem como de outros mediadores inflamatorios liberados pelas células
BV-2, como citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6) e atividade sequestradora de radicais
livres (&nion superoxido e radical hidroxila). Além disso, o ESAC presente no meio
condicionado (oriundo de células BV-2) apresentou efeito antineuroinflamatério ao diminuir a
producdo de nitrito em células neuronais (linhagem PC-12). Podemos destacar ainda, que o
ESAC paraece interferir nos mecanismos moleculares de células microgliais diminuindo a
expressao da via de sinalizacdo das MAP quinases. Diante do potencial efeito exercido pelo
ESAC no modelo in vitro, investigamos de forma preliminar o efeito do ESAC no modelo
animal de DP induzido por 6-OHDA e observamos que o ESAC apresenta efeito antioxidante,
associado a uma melhora comportamental, onde parametros bioquimicos analisados ndo foram
alterados nos animais submetidos ao modelo de estudo.

Estudos mostram que a neuroinflamacdo exacerbada no SNC estd associada a
disturbios neurodegenerativos, como doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer. As
microglias sdo células que fazem parte do sistema imune inato que a principio tem funcéo de
proteger o SNC de possiveis danos, no entanto, quando essas células sdo ativadas
excessivamente, liberam véarios mediadores inflamatérios e potencialmente neurotédxicos,
incluindo proteases, citocinas, EROs e ERNs (Zhang et al., 2013). O lipopolissacarideo, uma
endotoxina bacteriana, € amplamente utilizado como estimulo inflamatdrio para ativacao
microglial (LIVELY; SCHLICHTER, 2018). Portanto, este modelo experimental tem sido uma
ferramenta Util para entender o papel da neuroinflamacdo na progressdo de doencas
neuroldgicas, como doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson.

O oxido nitrico esta associado a efeitos tanto benéficos como deletérios em humanos.
No sistema SNC, o aumento da expressdo da iINOS e o acimulo de NO exacerbam o
microambiente neuroinflamatério, o que contribui para a morte celular neuronal. A toxicidade
do NO é aumentada quando este é combinado com o anion superoxido, gerando o anion
peroxinitrito (HSIEH; YANG, 2013). A decomposic¢éo do peroxinitrito resulta na formacéao de
algumas espécies altamente reativas, como os radicais hidroxila (THARMALINGAM et al.,
2017). Estudos anteriores (KIENZL et al., 1999; COLIN, 2019) mostraram que niveis mais

altos de radicais hidroxila e menor atividade da superoxido dismutase, uma oxidorredutase
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responsavel por dismutar o anion superéxido, parecem contribuir para o aparecimento e
progresséo de doengas neurodegenerativas, como doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer.

Diante disso, 0 ESAC e ativos (CM e AMB), exceto AV reduziram a producao de
nitrito, que mensura indiretamente a producdo de NO, elevada pela exposicdo ao LPS. Esse
efeito foi verificado sem afetar significativamente a viabilidade celular avaliada pelo teste do
MTT. Corroborando esses dados, Amaral (2017), observou atividade anti-inflamatéria exercida
pelo ESAC e ativos (CM e AV), ao diminuir EROs e mieloperoxidase (MPQO) em neutrofilos
humanos, de forma semelhante ao nosso resultado esse efeito ndo foi associado a citotoxicidade.

Além disso, 0 ESAC e os constituintes quimicos (CM, AMB e AV) apresentaram
atividade antioxidante, atuando como sequestradores de radicais hidroxila e &nion superoxido.
Esses resultados sdo consistentes com estudos anteriores desenvolvidos por nosso laboratorio,
além de outros autores que mostraram o efeito anti-inflamatério e antioxidante do AMB e
isocampferidio (flavonol) de Amburana cearensis em células mesencefalicas de ratos expostos
a neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), neutrdfilos humanos e/ou hepatotoxicidade
induzida por CCIl4 em ratos (LEAL et al., 2009, CANUTO; SILVEIRA; BEZERRA, 2010;
LEAL et al., 2008; AMARAL 2017).

Portanto, a reducdo da concentragéo de nitrito e a atividade sequestradora de radicais
hidroxila e anion superdxido exercida pelo ESAC e seus ativos sugerem que os efeitos anti-
inflamatorios do ESAC reduzem o acumulo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(EROs/ERNSs) que desempenham um papel importante na morte neuronal induzida por
neuroinflamacédo (YUSTE et al., 2015).

Além de EROs e NO, as citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-6, e IL-1p, sdo
iniciadores da resposta inflamatoria e os mediadores do desenvolvimento de doencgas
inflamatorias crénicas. Portanto, a superprodugdo de citocinas pro-inflamatérias séo
consideradas alvos de interesse na pesquisa de novos farmacos para o tratamento de doengas
neuroldgicas no cerebro (BACHILLER et al., 2018).

Assim, nosso estudo também investigou o efeito do ESAC, CM ou AMB na liberagéo
de citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias em células BV-2 estimuladas por LPS. E
importante ressaltar que ESAC, CM e AMB inibiram a producéo induzida por LPS de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6), mas ndo observamos efeitos significativos na reducéo de IL-
10 (citocina anti-inflamatdria) causada por LPS. Visto isso, um aspecto a ser considerado para
o resultado encontrado é que a BV-2 tem baixa producdo de IL-10, como foi observado nesse
estudo, porém, trabalhos mostram a producdo de IL-10 detectivel, como no estudo realizado

por Zhang e colaboradores (2020).
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Coletivamente, esses dados sugerem que ESAC e seus principios ativos CM e AMB
podem proteger contra a morte neuronal considerando que IL-1p e TNF-a agem sinergicamente
como agentes neurotoxicos mediados pelo menos em parte pelo NO (CHAO et al., 1995). Esta
hipdtese é corroborada por estudos anteriores (LEAL et al., 2005) onde descrevemos as
atividades anti-inflamatdria e antioxidante do AMB de A. cearensis em células mesencefalicas
de ratos expostos a neurotoxina 6-OHDA.

Além disso, estudos demonstraram que 0 TNF-o, um fator classico secretado pela
microglia ativada, pode induzir um aumento significativo na secre¢do de a-sinucleina (um
marcador de DP) de células PC-12 e SHSY5Y diferenciadas (YEO et al., 2018; AHMED et al.,
2020). Portanto, diante da importancia em controlar a producgéo dessa citocina, nosso estudo
apresentou um resultado de extrema relevancia, pois o0 ESAC, assim como CM e AMB
diminuem a producao de TNF-a em células BV-2 estimuladas com LPS.

A producdo de 6xido nitrico no organismo é catalisada por uma familia de enzimas
chamadas de NOS, estas podem ser divididas em trés distintas isoforma: eNOS (produzida no
tecido endotelial); NNOS (produzida nos neurdnios) e iINOS (6xido nitrico sintase induzivel).
A INOS possui atividade em macrofagos regulada por receptores do tipo TLR-4 que respondem
estimulos do LPS, possuindo papel fundamental na resposta inflamatéria de mondcitos e
macrofagos através da ativacao de vias de sinalizacGes intracelulares.

Diante dos resultados inéditos e promissores obtidos, foi investigado como 0 ESAC e
ativos (CM e AMB) estariam reduzindo nitrito em células microgliais (linhagem BV-2)
estimuladas por LPS. Diante disso, nossos resultados mostraram que o LPS aumentou a
expressdo de iINOS em células microgliais BV-2, e o pré-tratamento com ESAC e AMB
diminuiu a expressdo desta enzima. Enquanto isso, a adicdo de CM em células BV-2 ndo afetou
a expressao de iINOS. Em conjunto, esses resultados demonstram que a inibi¢cdo da produgéo
de NO pelo extrato de A. cearensis e AMB em células microgliais esta relacionada, pelo menos
em parte, a sua capacidade de reduzir a expressdo de iINOS em células microgliais. Estudos
adicionais sdo necessarios para descrever como CM reduziu a producdo de nitrito em células
BV-2 estimuladas por LPS sem afetar a expressédo de iNOS.

A sintese de NO pode ser limitada pela disponibilidade de arginina e/ou pelo nivel de
expressdo da proteina iINOS. Durante a sintese de NO, a arginase-1 (expressa em células
microgliais) compete com a iNOS pela L-arginina (RATH et al., 2014; MILLS; LENZ; LEY,
2015). Diante disso, observamos que as celulas microgliais estimuladas por LPS aumentaram
a expressao de iINOS (dado mostrado anteriormente), marcando o perfil M1 (pro-inflamatério

e causou uma reducdo na atividade da arginase (mensurado pelo ensaio dos niveis de ureia)
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marcando o perfil M2 (anti-inflamatério), e apenas 0 AMB promoveu aumentou da atividade
da arginase, apesar de ESAC e CM apresentarem uma tendéncia de aumento.

Nesse contexto, nossos achados sdo corroborados por estudos prévios realizado por
nosso laboratdrio, onde foi demonstrado efeito imunomodulador exercido pelo ESAC e ativos
(CM e AV). Nesse estudo, Amaral (2017), demonstrou que o ESAC, CM e AV apresentaram
efeito imunomodulador em cultura primaria de neutrofilos humanos com inibicdo da
desgranulacgéo neutrofilica e da producao de EROs induzida por PMA (Forbol-12-miristato-13-
acetato).

As atividades anti-inflamatorias e antioxidantes do ESAC descritas no presente estudo
em células microgliais sdo corroboradas por um estudo anterior de Pereira e colaboradores
(2017) que descreveram o efeito neuroprotetor do extrato de semente de A. cearensis contra
danos neuronais induzidos por glutamato em culturas primarias de células do cerebelo, o que
foi associado a preservagdo glial e neuronal, e atividade antioxidante. No presente estudo o
ESAC mostrou um efeito anti-inflamatério promissor, por isso, investigamos 0s mecanismos
moleculares mediados pelo ESAC em células microgliais (linhagem BV-2). Existem diversos
estudos publicados descrevendo a atividade anti-inflamatdria ou antioxidante de A. cearensis
ou de seus principios ativos (AMARAL, 2017; LEAL et al., 2009; LEAL et al., 2005; LIMA,
2013; LEAL etal., 2008; LEAL etal., 2003b; BALION et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021).
No entanto, esses estudos se limitam principalmente a mostrar seus efeitos finais sem esclarecer
0 mecanismo molecular que o extrato de A. cearensis atua.

Percebendo a importancia da investigacdo de mecanismos moleculares o presente
estudo investigou o papel das vias de sinalizacdo de TLR-4, NF-xB e MAPKSs no efeito anti-
inflamat6rio do ESAC em células microgliais (linhagem BV-2) estimuladas por LPS.

A ligagdo de TLR-4 na membrana celular por LPS em células BV-2 ativa varias
cascatas de sinalizacdo, incluindo a via NF-xB através do complexo de sinalizacdo MyD88-
IRAK-TRAF6-TAKL, levando a ativacdo do complexo de quinases kB (IKK). A ativacao de
IKK inclui a fosforilagdo de NF-xB que leva a sua translocacédo para o nucleo. Como fator de
transcricdo, o NF-kB estimula a sintese de mediadores pro-inflamatorios, incluindo NO, IL-6 e
TNF-0, ¢ a secre¢do de EROs. Além do NF-kB, o LPS é um potente ativador das vias de
sinalizacdo das MAPKS, que por sua vez modulam a ativacao de varios fatores de transcrigéo,
incluindo a proteina ativadora-1 (AP-1), STAT-1 e NF-kB. A AP-1 regula a expressao de
citocinas desempenhando um papel fundamental na neuroinflamacdo (AHMED et al., 2020;
WEI et al., 2019; RAHIMIFARD et al., 2017; BATISTA et al., 2019). No presente estudo, foi
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possivel determinar que o pré-tratamento com ESAC inibiu significativamente a fosforilacdo
estimulada por LPS de duas vias da MAP quinase (JNK e ERK1/2) em células microgliais. No
entanto, ESAC néo interferiu no aumento da expressdo de TLR-4 ou fosforilacdo de NF-xB
induzida por LPS.

Estudos na literatura demonstram que a producdo excessiva de mediadores
inflamatdrios atua como indutora da ativacdo de MAPKSs que por sua vez amplificam e
prolongam o processo inflamatorio (BATISTA et al., 2019). Esse ciclo vicioso leva a danos
neuronais e morte, que € uma marca registrada de doencas neurodegenerativas, como DA e DP
(BATISTA et al.,, 2019). Tanto JNK quanto ERK promovem a fosforilacdo da proteina
precursora de amiloide que, quando clivada por - ¢ y-secretases, produz o peptideo neurotoxico
B-amildide que desempenha um papel fundamental na DA. Portanto, a inibicdo das vias das
MAPKSs pelo ESAC indica que ele pode ser um promissor anti-inflamatério, Gtil para o
tratamento de doencas neurodegenerativas.

Os resultados obtidos até 0 momento demonstraram que a via das MAPKs (ERK1/2
e JNK) possui papel importante no efeito anti-inflamatdrio do ESAC (marcadores ativos- CM,
AV e AMB) em células microgliais, efeito evidente pela reducéo significativa da producdo de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-o e IL-6), bem como reducdo da producdo de Oxido
nitrico/nitrito que estd relacionada com a inibicdo da expressdao de iNOS. Além disso, 0s
resultados mostraram que esses efeitos podem estar relacionados a presenca dos ativos (CM e
AMB), pois demonstramos que esses diminuem a producdo de citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a e IL-6), bem como a produgdo de oxido nitrico/nitrito, vimos ainda, que a redugéo de
nitrito exercida pelo AMB esta relacionada com inibicdo da expressao de iINOS, assim com
também aumento da atividade da arginase.

Um grande conjunto de evidéncias (SOUSA; BRAGA; SOBRINHO, 2016; SHIE et al.,
2011) sugere que a interac¢do entre microglia ativada e neurdnios esta relacionada a patogénese
de vérios disturbios neurodegenerativos, ja que a micrdglia, quando ativada, secreta mediadores
inflamatorios que podem causar danos ou até a morte de neuronios. Para avaliar essa condi¢do
neurodegenerativa in vitro, realizamos testes simulando uma parte do microambiente neuronal
através da exposicdo de células neuronais (linhagem PC-12) ao meio condicionado de células
microgliais BV-2. O meio de cultura das células BV-2 ativadas pelo LPS, chamado meio
condicionado, foi adicionado na cultura de células neuronais (linhagem PC-12) exposta a
neurotoxina 6-OHDA e, em seguida, foi avaliada a neurotoxicidade deste meio condicionado.
O pré-tratamento com ESAC em cultura de células BV-2 resultou na inibigdo da

neurotoxicidade em células PC-12 causada pela 6-OHDA. Como o ESAC diminui
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significativamente a liberagdo de mediadores inflamatorios nas BV-2, esse efeito anti-
inflamatorio explica, pelo menos parcialmente, a neuroprotecdo observada. No entanto, ¢
possivel que o ESAC presente no meio condicionado possa estar atuando diretamente nas
células PC-12 exercendo assim também um efeito neuroprotetor de forma direta.

O efeito anti-inflamatdrio do ESAC apresentado no estudo do meio condicionado esta
associado, pelo menos em parte, a presenca de AMB e CM no extrato da planta, mas a
importancia farmacologica de outros constituintes quimicos de A. cearensis ndo pode ser
excluida.

Estudos com compostos fenolicos como flavanoides tem mostrado que esses séo
capazes de reduzir a producdo de mediadores inflamatdrios in vitro bem como in vivo, dessa
forma, diante do efeito anti-inflamatdrio e antioxidante encontrado nesse trabalho exercido pelo
ESAC em cultura de células microgliais (linhagem BV-2) e neuronais (linhagem PC-12), além
do efeito modulador determinado em estudo anterior do nosso laboratério em cultura primaria
de neutréfilos humano, o proximo passo realizado nesse estudo foi avaliar o efeito do ESAC
em modelos animais experimentais de doencas neurodegenerativas, investigando o potencial
anti-inflamatorio, antioxidante e neuroprotecao.

Diante disso, prosseguimos nossos estudos avaliando o efeito do ESAC (200 mg/Kg)
de forma preliminar em modelo animal de neurotoxicidade induzindo parkinsonismo
experimental por 6-OHDA. Dessa forma, nosso estudo permitiu evidenciar que o tratamento
com ESAC, apéds lesdo com 6-OHDA, cujo tratamento foi durante 14 dias, apresentou efeito
neuroprotetor e antioxidante, avaliado através de testes comportamentais (teste da apomorfina,
teste do campo aberto e teste do rotarod) e quantificacdo do efeito antioxidante por meio da
realizacdo de dosagens neuroquimicas de areas cerebrais vitais na progressao da doenca de
Parkinson, como hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado. Observamos ainda, que o
ESAC no estudo preliminar para investigacdo de alteragdes em parametros bioquimicos e
eletrolitos do sangue de animais submetidos ao modelo de doenca de Parkinson lesionado com
6-OHDA, ndo alterou os parametros analisados. Alem disso, destaca-se que o efeito na
diminuicdo do deficit comportamental exercido pelo ESAC em algumas situagdes foi
comparavel ao medicamento de referéncia L-DOPA, que é utilizado na clinica para reposi¢do
de dopamina, ndo sendo capaz de diminuir a progressao da doenca. Dessa forma, observamos
ainda que o ESAC (200 mg/Kg), apresentou melhor atividade antioxidante do que a exercida
pela L-DOPA, cuja literatura tem mostrado que a utilizacdo a longo prazo desse medicamento

esta relacionada a efeitos colaterais, como 0 aumento do estresse oxidativo.
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A 6-OHDA, anélogo hidroxilado da dopamina, induz degeneracdo progressiva em
neurbnios dopaminérgicos de forma seletiva, apds injecdo unilateral no corpo estriado, por meio
de uma combinacdo de estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial, levando a producdo de
nitrito, peroxidacdo da membrana e a consequente deplecdo de enzimas antioxidantes, que
afetam &reas vitais na progressdo da doenca de Parkinson, comprometendo a atividade motora
e causando danos na memaria dos pacientes que sofrem dessa doenga (BALTAZAR; FLORES;
OLIVOO, 2017). Diante disso, passamos a investigar de forma preliminar o efeito do ESAC
em reverter os déficits comportamentais e estresse oxidativo desencadeados pela 6-OHDA.

Diante do exposto o teste da apomorfina, realizado no nosso estudo consiste em um
teste padrdo-ouro para o modelo de DP induzido por 6-OHDA, sendo bastante confiavel e
robusto (DUTY; JENNER, 2011). No presente estudo, os animais lesionados com 6-OHDA
apresentaram aumento do nimero de rotacGes contralaterais a lesdo, como descrito em outros
estudos, que também descreveram um aumento das rotacfes contralaterais a lesdéo com 6-
OHDA, ap06s duas ou trés semanas (AMARAL, 2021; FROTA, 2015).

O tratamento com ESAC diminuiu em torno de 90% o numero de rotagdes
contralaterais de animais submetidos ao modelo de DP em ratos. Resultados semelhantes, foram
encontrados no estudo realizado por Calou (2013), onde o extrato hidroalcodlico e seco de
Myracodroun urundeuva, ricos em fendis e taninos assim como o ESAC, apresentaram
diminuicdo no nimero de rotacdes contralaterais em torno de 80% e 90%, respectivamente.

O teste do campo aberto é usado em modelos animais para demonstrar a eficacia
terapéutica das drogas em estudo na melhora do desempenho motor dos animais submetidos ao
modelo de DP (TATEM et al., 2014). Ao avaliar a atividade exploratoria dos animais no campo
aberto nesse estudo foram observadas diferencas estatisticas nos animais lesionados
unilateralmente com 6-OHDA na atividade exploratéria horizontal (cruzamentos), vertical
(rearing), autolimpeza (grooming) e no tempo de imobilidade, cujos estudos da literatura
corroboram com nossos resultados (FROTA, 2015; VASCONCELOS, 2018). Porém, o ESAC
(200 mg/Kg) reverteu os deficits comportamentais dos animais lesionados com 6-OHDA,
aumentando o numero de cruzamentos, rearing, grooming e diminuindo o tempo de
imobilidade dos animais submetidos ao modelo. Resultados semelhantes foram observados nos
animais tratados com L-DOPA (25 mg/Kg), o que valida nosso modelo de estudo. Visto isso,
destaca-se a importancia do nosso estudo, onde demonstramos que 0 ESAC reverteu os deficits
motores de forma semelhante a L-DOPA, medicamento de referéncia para o tratamento da DP.

Existem poucos estudos na literatura dos efeitos da A. cearensis no SNC, dentre esses

estudos, podemos destacar o realizado por Lucetti (2010), na qual investigou o efeito da CM
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(marcador ativo da A. cearensis) no teste comportamental do campo aberto, seus dados
mostraram que a CM diminuiu os parametros analisados, sugerindo possivel efeito sedativo,
resultado que diverge dos encontrados no nosso estudo. No entanto, € valido ressaltar que o
ESAC apresenta além da CM como ativo, outros constituintes quimicos que podem estar
contribuindo para o efeito observado no presente estudo. Além disso, a dose de CM utilizada
no estudo de Lucetti (2010) e as quantidades dos constituintes quimicos no ESAC s&o diferentes.

Os animais lesionados com 6-OHDA apresentaram também déficit na coordenacgédo
motora, ao diminuir o tempo de permanéncia na barra giratéria e aumentar o nimero de quedas
no aparelho de rotarod e o tratamento com ESAC melhorou o desempenho motor dos animais
avaliados no teste do rotarod, sugerindo assim novamente o seu efeito neuroprotetor. A L-
DOPA, como esperado, também melhorou o déficit motor dos animais nesse teste, como
descrito na literatura (CEZARIO, 2017; VASCONCELOS, 2018).

Estudos realizados anteriormente corroboram com o0s nossos resultados onde foi
demonstrado que o extrato metandlico de Stereospermum suaveolens, rico em flavonoides,
assim como o0 ESAC, melhorou a coordenacdo motora de animais submetidos ao parkinsonismo
por 6-OHDA, estudo esse realizado por Shalavadi e colaboradores (2012), destacando a
importancia do uso de extratos vegetais para a terapéutica de doencas neurodegenerativas, tais
como a doenca de Parkinson e o potencial neuroprotetor de espécies vegetais, que podem ser
atribuidos a presenca de ativos presentes nessas espécies.

Ja esta bem descrito na literatura que a 6-OHDA inibe o complexo | da mitocondria,
levando a deplecdo mitocondrial do ATP e aumento de estresse oxidativo, elevando a producao
de nitrito, EROs, peroxidacdo da membrana e reducdo da atividade da SOD, uma importante
enzima com funcdo de dismutar o anion superdxido, cujo radical é precusor para sintese de
outros oxidantes (SHALAVADI et al., 2012). Diante disso, investigamos o efeito do ESAC no
estresse oxidativo desencadeado pela lesdo com 6-OHDA.

Estudos anteriores demonstraram que cérebros de pacientes com doenca de Parkinson
apresentam numeros elevados de marcadores de estresse oxidativo e diminui¢do de enzimas
antioxidantes, como glutationa redutase, catalase e superéxido dismutase. Dentre esses estudos,
podemos destacar o realizado por Mizuno e colaboradores (1989) em mitocondrias isoladas a
partir de neurdnios do corpo estiado de pacientes que morreram de DP, onde foi verificado
deficiéncia do complexo | das mitocéndrias analisadas, cuja deficiéncia contribui para aumento
de EROs e consequente estresse oxidativo.

No presente estudo a administragdo de 6-OHDA promoveu aumento da concentragao

de nitrito no hipocampo, cortex pré-frontal, corpo estriado ipsilateral e contralateral de animais
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submetidos ao modelo de DP induzido por 6-OHDA e esse efeito foi revertido pelo ESAC em
todas as areas analisadas, exceto no corpo estriado contralateral. Visto isso, a redugdo do nitrito
em regides cerebrais comprometidas, é corroborada por nossos resultados encontrados nos
experimentos in vitro, no qual o ESAC também reduziu a quantidade de nitrito produzida por
células microgliais (linhagem BV-2) (DE ARAUJO et al., 2022). Por outro lado, a L-DOPA
ndo diminuiu a concentracdo de nitrito nas diferentes &reas analisadas.

A geracdo excessiva de nitrito pode causar danos as células neuronais, inclusive morte
celular, através de via apoptética ou necrdtica (ARMENTA et al., 2014). Diante disso, destaca-
se a importéncia do nosso estudo, onde demonstramos que o ESAC diminui a producdo de
nitrito, mediador inflamatério que contribui para progressdo de doengas neurodegenerativas
como a DP. Vale ressaltar ainda, que o ESAC além de apresentar melhora no déficit motor
comparavel ao da L-DOPA, verificado no estudo comportamental, apresenta um diferencial
que é o efeito antioxidante observado no presente estudo que nao foi exercido pela L-DOPA.

O cérebro é um dos 6rgdos mais vulneraveis aos efeitos dos oxidantes (EROSs e nitrito),
por causa da sua alta demanda de oxigénio e sua abundancia de células suscetiveis a
peroxidacao lipidica (UTTARA et al., 2009). Diante disso, € importante o estudo de potenciais
drogas com acdo antioxidante em modelo de lesdo por 6-OHDA, cujos efeitos causam
toxicidade dopaminérgica aumentando a peroxidacéo lipidica e estresse oxidativo.

A neurotoxicidade induzida por 6-OHDA provocou a peroxidacdo lipidica importante
no hipocampo, cortex pré-frontal, corpo estriado ipsilateral e contralateral que foi reduzida pelo
ESAC. Essa reducdo foi corroborada por estudo anterior do nosso laboratério, que mostrou que
0 AMB (marcador ativo do ESAC) apresentou efeito antioxidante em modelo de
hepatotoxicidade induzida por CCL4 (Leal et al., 2003b).

O anion superoxido, consiste em uma molécula altamente instavel e é precursora para
a formacdos de diversas outras EROs, incluindo radical hidroxila (HO"), &cido hipocloroso
(HOCI") e radical hidroperoxil (HOO"), diante disso, aumentar a atividade da SOD que tem
funcdo de dismutar esse radical € extremamente importante em areas cerebrais na qual o estresse
oxidativo estd aumentado. Dessa forma, avaliamos o efeito do ESAC na atividade da SOD no
hipocampo, cortex pré-frontal, corpo estriado ipsilateral e contralateral dos animais submetidos
ao modelo de DP usando a neurotoxina 6-OHDA, onde foi observado que o ESAC aumentou a
atividade da SOD e esse aumento dependeu da area cerebral estudada, efeito esse observado no
hipocampo e cortex pré-frontal. Por outro lado, a L-DOPA reverteu a diminuic¢do da atividade
da SOD apenas no cortex pré-frontal, ndo apresentando resultado significativo nas outras areas

cerebrais analisadas.
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Diante do resultado encontrado podemos destacar que o hipocampo é responsavel
pelo aprendizado fisioldgico e pela memoria e o cortex pre-frontal é responsavel pelo controle
das demais regides do cérebro e pelo controle das emocdes, cujas atividade estdo prejudicadas
em pacientes com doenca de Parkinson. Dessa forma, evidenciamos no presente estudo diante
do resultado encontrado que o ESAC pode melhorar a memoria, alem, de fungbes cognitivas
dos pacientes com doenca de Parkinson.

A reducéo de estresse oxidativo induzido pela 6-OHDA pelo tratamento dos animais
com ESAC (v.0) foi importante e que associados aos efeitos neuroprotetores determinados
através do estudo comportamental, concede a esse extrato um diferencial em relagdo a L-DOPA,
pois, a L-DOPA tem efeito apenas na reposi¢do de dopamina e ndo diminui a progressao da
doenca que esta relacionada com aumento do estresse oxidativo.

Durante o estudo preliminar de avaliacdo do efeito neuroprotetor do ESAC foi
investigado possivel toxicidade desse atraves da analise bioquimica do sangue. Observamos
que o ESAC, bem como a 6-OHDA nédo alteraram significativamente os parametros
bioquimicos investigados como glicose, colesterol total, ureia, creatinina, TGO, TGP e
fosfatase alcalina, além de ndo ser observado alteracdes nos parametros de eletrolitos (calcio,
magneésio, fosforo, sddio e potassio), destaca-se que nos animais tratados com ESAC nédo houve
alteracdo de transaminase oxalacética e glutamica que avaliam funcgéo hepatica e cardiaca, esse
dado é interessante considerando que a literature mostra que a cumarina nos roedores sofre
uma metabolizacdo hepatica, transformando em 3,4-epdxido cumarina que é hepatotoxica,
dessa forma a concentracdo de cumarina presente no ESAC nao foi suficiente para comprometer
a seguranca desse extrato ou os constituintes ali presentes estdo colaborando para que isso ndo
acontega.

Estudos anteriores realizados por Leal e colaboradores (2003a) com o extrato
hidroalcodlico da casca do caule de A. cearensis silvestre (500 mg/Kg, v.0) mostrou auséncia
de toxicidade frente aos parédmetros investigados, como bioquimicos, hematologicos e
reprodutivos em ratos.

De forma geralizada, nossos resultados mostraram que o ESAC apresenta efeito
antineuroinflamatdrio em células neuronais (linhagem PC-12), que parece estar relacionado
com a diminuicdo da produgdo de mediadores inflamatorios de células microgliais (linhagem
BV-2) estimuladas com LPS, efeito esse que pode explicar em parte como 0 ESAC em modelo
animal de DP melhora os déficits comportamentais, cujo efeito foi comparavel ou superior ao
exercido pela L-DOPA, além de demonstrar atividade antioxidante.
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8- CONCLUSAO

O presente estudo mostrou de maneira inédita, o efeito anti-inflamatorio e/ou
antioxidante promissor do ESAC e seus ativos (CM, AMB) em células imunes do SNC, através
de sua acdo sobre a microglia (linhagem BV-2) em processo inflamatorio estimulado por LPS.
Podemos destacar ainda no presente estudo, que o efeito anti-inflamatério exercido pelo ESAC
parece estar associado a supressao da via das MAPKs (ERK 1/2 e JNK), além disso,
demonstramos o efeito neuroprotetor do ESAC no déficit motor induzido por 6-OHDA em
ensaio preliminar in vivo. Ademais, a investigacdo do efeito anti-inflamatério exercido pelo
ESAC e ativos (CM e AMB) deve ser melhor compreendido, por meio do estudo de mecanismos
moleculares que busquem elucidar como essas drogas agem na diminuic¢ao da neuroinflamacao
mediada por microglia ativada. Além disso, deverd ser realizada uma investigacdo mais
aprofundada em modelo de doenga de Parkinson para o entendimento de como o ESAC age ao

exercer efeito neuroprotetor e antioxidante.

9- CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo com ESAC e ativos (CM, AV e AMB)
demostraram que:

e O ESAC e seus ativos exerceram um efeito sequestrador de radicais livres.

e Este estudo mostra que o ESAC e seus ativos (CM, AMB) tém atividade anti-
inflamatéria e/ou antioxidante através da reducdo da ativagdo microglial
induzida por LPS, diminuindo a expressdo de iNOS, a producdo de NO, bem
como outros mediadores inflamatorios liberados pelas células BV-2, como
citocinas pro-inflamatorias.

e O AMB apresenta efeito imunomodulador ao aumentar a atividade da arginase.

e Podemos destacar ainda que o efeito anti-inflamatoério na microglia parece
interferir nos mecanismos moleculares de ativacdo de células microgliais
especificamente nas proteinas de sinalizacao intracelulares MAPKs (ERK1/2 e
JNK) que resulta no controle da produgao de citocinas pro-inflamatorias, 6xido
nitrico e EROs.

e Este trabalho demostrou também que o ESAC tem um efeito

antineuroinflamatdrio nas células PC-12 possivelmente através da redugdo da



101

ativacao de células microgliais.
No estudo in vivo, o ESAC apresentou um efeito neuroprotetor que parece estar
relacionada as atividades anti-inflamatoria e antioxidante e que esse efeito se
deve a presenca de CM, AMB e AV, sem deixar de considerar a importancia de
outros constituintes quimicos presentes na planta.

O efeito antioxidante e neuroprotetor do ESAC foi visto particularmente no
estriado, regido primariamente afetada na doenga de Parkinson, vimos que o
ESAC diminuiu o estresse oxidativo, associado a uma melhora comportamental,
um efeito que nao foi observado com a droga padrao L-DOPA para tratamento
da doenca de Parkinson, refor¢ando a ideia de que o ESAC e seus constituintes
podem de fato estar alterando o curso da progressdo da doenga.

O extrato seco da Amburana cearensis e seus constituintes quimicos,
principalmente amburosidio A e cumarina, sdo promissores para serem usados
como uma nova abordagem terap€uticas, porém, mais estudos sdo necessarios.
Moléculas como AMB que tem mostrado até o momento um perfil de molécula
lider, poderd ser empregada como protdtipo para sintese de fdrmacos mais

eficazes.
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Microgla plays an important role in the nevroinflammatory response, identified as ane of the major factors in the development
and progressian of neurodegenerative discases. Amburama cearensis and its bioactive compounds, including coumarin (CM),
vanillic acid (VA), and amburaside A (AMB), exert antioxidant, anti-inflammatory, and nearoprotective activities, an 6-
OHDA mnduced neurotoxicity in rat mesencephalic cells determined by our group. The present study mvestigated the anti.
inflammatory effect of the dry extract from A. cearensis (DEAC), CM, AMB, and VA oa lipopolysaccharide- (LPS.) stimulated
microghal cells and elucidated the possible molecular mechanism of action. The DEAC was characterized by HPLC.PDA
{chemical markers: CM, AMB, and VA). The BV.-2 microglial cell line was pretreated with increasing concentrations of DEAC,
CM, AMB, or VA in the presence or absence of LPS to evaluate the toxicity and anti-inflammatary activity. The cytotoxicity of
DEAC, CM, AMB, or VA on BV.2 cells was evaluated by the MTT test, the free radical scavenging activity of test drugs was
investigated, and the nitric oxide {NO) production was determuned using the Griess reagent, while cytokine levels were
measured by ELISA. The expressions of toll-like receptor 4 (TLR-4), nuclear factor kappa B (NF-xB), MAPK members (INK
and ERK1/2), and iNOS were determined through Western blot analysis. DEAC, CM, AMBE, or VA (5.100 ug/mL) did not
induce any detectable cytotoxicity in BV.2 cells. All test drugs (100 ug/mL) showed free radical scavenging activity (hydraxyl
and superoxide radicals); however, only DEAC, CM, and AMB (5100 ug/mlL) significantly reduced NO production. DEAC
{100 ug/ml), as well as CM (50 and 100ug/mL) and AMB (25 ug/ml), reduced at least 50% of NO produced and markedly
decrease the production of TNF.a and IL-6 but they did not significantly affect IL-10 levels. Only DEAC (100 yg/mL) and
AMB (25 ug/mL) reduced the expression of INOS, and they did not affect arginase activity. DEAC (100 pug/ml) suppressed the
activation of the MAPKs JNK and ERK1/2 in LPS.activated BV.2 cells but it did not suppress the expression of TLR-4 nor the
phasphorylation of NF-xB. In condusion, DEAC, CM, and AMB exerted anti-inflammatory activity in LPS-activated
microghial cdls as observed by the reduction i the production of mflammatory mediators and the expression of INOS. We
ientified the MAPK signaling pathway as a probable mechanism of action 1o the anti-inflammatory effects observed.
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1. Introduction

There is incressing evidence of the impartant role of neuro-
inflammation in the pathogenesis of several neurodegenera-
tive diseases, :i.nn:l'LuIi.nH Alzhesmer's disease and Parkinson's
disease [1-3]. The neurinflammatory process includes a
variety of events marked by the accumulation of various pro-
inflammatory mediators, such as tumor mecrosis factor :I.pha.
(THNF-a), interleukin lﬁ {ll.-lﬁ:l. interlenkin & (IL-6], prosta-
thdi.m, nitric oxide (MO tﬁunumtﬂl by inducible nitric
oxide synthase (INOS5) and reactive OXVEEN SPecies [ROE)).
Microglia and astrocytes are the innate immune cells pri-
marily involved in these proinflammatory mechanisms
which cause damage to neuronal netwaorks. In parallel, under
physiological conditions, these cells have a protective func-
tion in preserving the homeostasis of the central nervous
system [CNS) by secreting anti-inflaimmatary  mediaxtors
amnd |1.e1.l'|.11.1'|.1'|:v]'|i.|: factors, such as I.m'nl'm'rni.n;ﬁ_ Hrl.mrtl: Fac-
I:L'l:r-lﬂ'. interleukin 10 (IL-107, anmd Il.'E:inaJE-l [3. ﬂ-l,. Thus,
controlling microglial activation or modulating #ts pheno-
types in response to damage-associated stimuli may be a
promising strategy in the development of a theragy for neu-
rodnflammatory diseases,

Microglial cells can be activated by various endogenous
and environmental stimuali such as [FM-y {interferon-
gammal, amate, arachidonate, and i lysaccharide
(LPS)L L % found on the owler rane of Gram-
negative bacteria, acting as an endotoxin that hinds to spe-
cific receptors, and it has been widely used 1o study inflam-
mation due 1o its ible action and easy handling [5].
LS induces activation of the poll-like receptar 4 (TLR-4)
which activates nuwclear factor ]-;:.F-Fu. B (MNF-xBE] and
IJ'I:iIIJEEI'I.-II:I:i'I.:I:ﬂ] rotein kinazes {MAPKs) that 'p].a].' crali-
cal roles in the pction of inflammatory mediators |6, 7).

Due tos a defiet in thEm‘Pﬂ.llil:ﬂl upﬁmn,]'b:rhal Frndul:l::
have been the focous of several studies for the treatment or
prevention ol nnuml:ﬁ,mumﬁw diseses [B, 9]. Amburera
cearensis A. C. Smith (Fabaceae), a |:||.a.1'r|. native to the Brazl-
ian sermiarid o has been extensively studied by our
group that determined its chemical profile and pharmaco-
logical properties [10-13]. Other previous studies developed
by our group [10, 14-1E] allvwed us to determine the anti-
inflammatory and antioxidant adivities of the extract of A.
cearensis (wild or cultivated) andior its chemical constit-
ents, such as coumarin (CM), amburoside A (AMB, phenal

ide}, and vanillic acid (VA, phenol acid). Outside the

rain, they exert anti-inflammatory activity mainly by inhi-
biting the accumulation and activation of pelvmorphonu-
clear cells and the production of cytokines and ROS
&.dd.l:itinnaﬂf, in rat :I'I'I.E.iﬂ'II:EP}lﬂlil: cell cultures upl.'nn'i [
-E--l::rd.ru.l:rdupami:l: {6-0HDA), Leal and IDUI]EHEI.IE [15]
:]Hmul that AMB reduced the damage caused by this neuro-

Ium?}n the inhibition of the increage in lipidic perosx-
production of nitrite. These data suggest that
this phesol gheeoside, among the main chemical constim-

ents of A cearensis, ooubd Fu-mi& benefits as a ﬂmpeuti:
agent in neurodegenerative diseases such as Parkinson's dis-
ease. Therefore, the present study was designed o evaluate
the anti-inflammatory effects of a standardired dry extract
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of A cearenziz and s chemical constituents (Ch, AME,
and WA} in LPS- dimubated n'uu:nl.rE]L:] cells. Moreover, it i
aimed at contributing to the elucidation of the mechanisms
of action invalved by evahmting the role of the sgnaling
Fuﬂwnp of TLR-4, NF-xB, and MAPK:

1. Materials and Methods

21 Preparation and Chemical Charecterization of Diried
Extract from Amburdanad cecrensis Extract (DEAC) To
achieve a susiainable alternative for economic utilization af
A cearensis, in the last vears, our research group became
focused also on A, cearensis cultivated plam which has
chemical and biological properties similar to the wild variety
[16]). Seeds off A. cearensis were collected at the Quixeramao-
bim region, Ceard State, Brazil, and voucher specimen (o
SI518) was L'-Epwi.'led. in the herbamom Prisco  Bererra,
Departoent u.rﬂiu]up', Federal University of Ceara, A cedr-
enzis seeds were cultivated, and seven months later, the thl:
was harvested from the EII.‘d.EI‘I. s, dried, and The
extraction was carried out by maceration for 24 b with etha-
ol as previously determined by our laboratory [17]. The
drying process of the ethanol extract was performed at room
temperature wsing a mind spray-dryer maosde] LM M50 1.0
-[Labcrn:q dio Brazil Lida, Ribeirdo Preto, 5P, Brazil). The cal-
loidal silicon dioxide was wsed as drying carrier (30% of the
solid residues) with a feed flow of 1 Lih, inlet temperature of
1060°C, and airflow of 40 Limin.

221 HPLC-PDA Analysis. Dred extract of A, cearensis
(DEAC) was anabyzed by ]'uﬁh Fu:ﬁ:n'na.nn:e ]i.qui.ri chrorma -
tnipzplw oadiode array (HPLC-PDA) (Waters) n:cun'inﬁ
1o the method developed previously by our laboratery [10].
The analysis of the three chemical markers {coumarin (CM),
amburosade A [AMB), and vanillse acid (VA)) was '|:||:r.|'|:|rr|:||:d
their calibration curves, obtained by injection of
external standards. The analysis of DEAC was performed in
a CI8 reverse PI::nl.- column (4.6 mm = 2530 mm at a temper-
ature of 45°C. The mobile phase was co of acetonitrile
(A) 001% 'p]'ump]'um: acid (B), and n-pmpa.nul (), Mo of
ImL per minute. Detection was performed in a PDA detector
using the wavelengths of 219nm, 277 nm, amnd 220 nm for the
determination of VA, CM, and AMB, respectively. The
HPLC-PDA analysas off the DEAC allowed the identification
and quantification of vanillic acid, amburoside, and coumarin,

23 Chemicals and Antibodies. The amburoside A [(AMBEB)
was isolated from A cearensis according to the methadalogy
described previously by our group [18]. Vanillic acid (VA)
coumarin  [CM), N-{1- N'apl:l:l::rl:l ahylenediamine di.l::r-
drochloade  (NEELDY), S-Eﬁﬁ-ﬂi.rurlh].‘]ﬂ'liaml-l- :f‘l:l-l,fl--
ﬁphun}']h:mmli'm bromide (MTT), di.mul:h:rl sul foxide
(D50, bovine serum albumin (BSA), 2-thiobarbituric
acid [TBA), nitrotetranodium blue chloride [Hm’],h'g.'pu.l:m-
thine (HPX) amd xanthine oxidase (XO0), pl'l.nerp]wr.i: acad
-[H}F'l.'_'l‘}.. ferric  chloride I:[":L"ls:l. hr‘d.l'l.rg,un p:rn::idu
(H,0,), and L-ascorbic acid (vitamin C) were obtained com-
mercially from Sigma-Aldrich, USA. Sulfanilamide and eth-
vlenediaminetetrascetic acid tetrasodium  salt dehydrate
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(EDTA) were 'Flu.r:]'iaml from Dindmic Quimica Cuntepm'-
anea, Brazil. Trichloroacetic acid (TCA) was acquired from
Exodo Cientifica, Brazxil.

Fetal bovine serum (FBES) and cell culture medium
EPMI-1640 were wid from Gibeo, USA. Murine
mimlﬁ]'nl{ﬂ‘l.’-l] cells were n.-n:|l|.|.irn':|. from Banoo de Celulas
do Rio de Janeiro, Brasil.

The antibodies anti-NF-xE, P-HF-.IA:H, IHK, P-IHK., and
p-ERK were oblained from Cell Signaling Technologies.
TLR-4 antibody was oblained from Invitrogen, Carlshad,
CA, USA. Anti-iNOS, EREK, F-adin antibodies, and second-
ary antibodies (anti-rabbit and anti-mowse) were ablained
from Abcam Cambridge, UK. ELISA kits for TNF-a, IL-6,
1L-10, and ]L-lﬂ'wm |:H.|.r-r_'|'|:|=|'i fraom BD Bigscience Phar-
mingen, San [Hego, CA, U5A

24, Cell Cultsre Conditions. The murine BV-2 cells were
maintyined in BEPMI-1640 medium supplemented with
10% fetal bovine serum. The cells were grown to 70-B0%

confluency and incubated at 37°C in an atmasphene of 5%
Ci0y

T

25, Cell Viability Assay. Before conducting the anti-
inflammatory activity test of the DEAC and its chemical
constitwents, we performed the cytotoxicity test first in BV-
2 cells. The MTT test evaluated BY-2 cells’ viability using
the method previously described by Mosmann [19]. The
cells (1= 10" cellsfmL) were |:||.:|.1.E|:|. in 96-well Fll.:IlE.i amnd
treated with DEAC, CM, VA, or AMB (5, 10, 25, 50, and
100 pegfml) and 0.1% dimethyl sulfoxide (DMS0, Sagma-
Aldrich, USA) {drug vehicle) for 24 b After the incubation
Periud. the sak 3--[tiqﬁmuthr‘l-l-thhnﬂyl}-ﬂ-diphEn].']-
2H-tetrazodium bromide (MTT) solutsoen -I'ﬂj:rrl.El':mL frmal
concentration] was added into the |:||.:|IEr then incubated for
O minutes at 370 An last, the cells were centrifuged at
Mog for 10 minutes, the supernatant discarded, and the
formazan erystals dissolved in DMS0. The absorbance of
each well was recorded at 570nm by using a plate reader
(Bio-Tek, Winooski, VT, USA)

26, NO Megswrement. The concentration of nitrite in LP5-
induced BV-2 cells was determined by the Griess assay
[20]. The cells (1 10° cellyml} were plated in 96-well
Fl|.:|.1.|.'.i and incubated with DEAC, CM, VA, or AMB (5, 10,
25, 50, amd IMFH."mI.:I and 0L1% DMSO tqkuu vehicle),
and 1h later, LFS (0.5 pg/ml) was added. After 24 h, Griess
reagent (1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid and 0.1%
&-[1-M hyll eth ediamine dik oride (NEEL)
in ﬂi:tiﬁpr:lw];tur, l?l:l?‘wu adeded w%um al room
temperature, and 15 minutes later, absorbance at 340mm
was measured on a plate reader. The concentrations of N0
were cabeulated from the standard curve generated by known

concentrations of sodium mitrite,

27, Mewsurenment of H Radical. The hydraxyl radical
was measured using the deoxyribose method according to
Zhao and colleagues [21] with modifications. Ascorbic acid
(1 mbd}), EDTA {1 mM), Hzﬁ:l. {10 mM), ["'Eﬂ:_ {1mMl], and
decxyribase (IMOR) (36 mM) were added to a reaction tube
with DEAC (100 egiml), CM (100 pgiml), VA (100 ugf

116

mL}, AMBE {lmp&l':rl'l.r.:l. or 0.0% DMSO I:d:l'uﬂ vehicle) in
25mM phosphate bulfer (pH7.4) and incubated for Th at
ITE TCA 10% and TBA 1% {Fu‘EFal'\ﬁl in BMaH 50mM)
were added, and the solution was heated in a2 water bath at
85°C for 15 minuwies. Absorbance at 532 nm was mensured.

28 Assay for Superoxide Radical Scavenging Activity. Super-
oxide generation was measured by a slight modification of
the previous method deseribed by Hodgson and Fridevich
[22] using the hyposanthinetxanthine oxidase (Sigma-
Aldrich, USA) system. Nitrotetrazolivm  blue chloride
(NBT), hypoxanthine (HPX), and xanthine oxidase {XOD)
solutions were prepared in Tris buffer. DEAC, CM, VA, or
AMB at 100 pgimL, or 0.1% [ 590, were added 1o the reac-
tion soedution containing 0,05 M Tris buffer, 5% 100* M HPX,
and 107° M NBT. Then, 1.67 peglml KO was added, excepl
in the negative control. The absorbance was measured at
560 nm every minute for 21 min.

29 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay [ELISA). BV-Z
cells  were 'Frul:mleri with DEAC {lDﬂpEf:mlL AME
(25 jeg/mL), CM (50 and 100 g/mL), or 0.1% DMSO (drug
vehicle) for 1h, then simubsted with LPS (0.5 peglenl) for
24 k. The bevels of THNE-a, IL-6, [|.-||E.. and IL-10 in the cul-
ture supernatant were quantified using commercially avail-
able ELISA kits (BD Bascience Pharmingen, San Deego,
CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. The
absorbance at 450nm was measured wsing a microplate
reader.

210 Western Blot Amalysic. BV-2 microghial cells (1% 10°
cdlls/ml) were pretreated with DEAC (100 ggfml), CM (50,
100 eg/mL), AMB (25 g/mL), or 0.1% DMSO (drug vehicle)
for 1 h. LIPS (0.5 pglenl) was ailded, and the cells were incu-
bated for 1h or 2dh. The cells were harvested, and adherent
cdls were resuspended in ice-cold phosphate-buffered saline
(PBS). Cellular protens were extracted by incubating with
nﬂini.mmm.rpm:ipil:ﬁm assay bufer [RIPA) containing
'Frdeuuinhi:itw codktail (1: 20, Fﬂm‘ryh‘m:ﬂ'rﬂnﬂfun:rl -
ricle (1: 50}, and ase inhibitor cockiail set 110 (1 -20).
The cdl Iysate was centrifuged at 12500 g for 10min at
A'C, and the supernatant was kept as the protein extract. Pro-
tein concentration was determined with a BCA kit wsing
bovine serum albumin (BSA) as standard, and the protein
concentration of all samples was normalized with Laemmli
buffer. ]':rl.r.l.:l] amounis of prodein Hﬂpﬂ} from each :a.mp!u
were subjected 1o 75-10% SDS-PAGE and transferred 1o
PVDF membranes. After blocking at room temperature with
5% nonkt dey milk or 5% BSA for 1 h, the blocked membranes
were incubated for 18h with primary arlibadies against p-NE-
kit 1: 1000 (#30335), NE-xB 1:2000 [#69565], F—EH’.K[.']
1:1000 (#31015), ERK1/2 1: 1000 (ab36991), p-INE 1: 1000
(#92555), [NE 1-2000 (#92525), iNOS 1:1000 (abl 7TR945),
TLE-4 1: 200 [482300), and Iﬂ'—a.d.m 1:5000 (abB226) at 4°C.
Alfter !'IT.L'E]'III'I.E three times with TES-T (10mM Tris-HC
-I"FIHT".E}.. 150ms Mall, 0.1% Tween 20), the membranes
were incubated with the secondary antibody for 2k at reom
temperature. Protein bands were visualized using enhanced
chemiluminescence reagent {Bio-Rad, USA)} in an imaging



system [ChemilDoe MP, Bio-Rad, USA) [23], and the protein
levels were amalymed using the ]:I'I'Iaﬁ!].:lh & solftware (Bio-
Had, USA) and noemalized with S-actin or total proteins.

210 Analysis of Argingse Activity, Arginase activity was
evaluated according to the methad described by Corraliza
et al. [24]. BV-2 cells {1 = 10% cellsimL) were pretreated
with DEAC or CM (100ugiml) or 0.1% DMSO (drug
vehicle), for 1h before the addition of LPS (0.5 pgiml),
or vehicle, After 24 h, cells were ]:.r:l:d with buffer contain-
ing 0.1% Triton X-100 The enryme was activated by heat-
ing the plates for 10 minutes al 535°C, wsing enzyme
activation buffer (10mM Mniil, 25mbM Tris-HC). The
hydrolysis of L-arpimine (25ul, 058, pHYT) was
M I]Zﬁrmh:iﬂﬁ; of lysate (SDul) with
25l of L-arginine (Sigma-Aldrich, USA) 05M (pH9.7)
during &0min at 37°C. The rection was stopped with
400 gl «f buifer containing H,50,/H, PO H,0 (17307, w
¥l After the addition of a-Bonitrosopropiophenone
(25 ul, 9%) and "I.E:LIiﬂﬂ for 30 minutes 31 95°C, the con-
centration of wea (final produc of the resction] was
determined by specirophotometric analysis (540nm). The
concentrations of urea were imterpolated from the linear
equation obtained from the standard curve generated by
known concentrations of wrea (1.5 to 300 ug/ml).

212 Statisticel Analysis. Satistical analyses were performed
using the GraphPad Prism 601 software (GraphPad Soft-
ware, Inc), and all results swere upmzri in # SEM (stan-
dard error of mean). Fiferences were evaluated by one-
way ANDVA ar two-way ANOVA with Bonferroni's post
hoc test or one-sample -test. Statistical significance was
consdered when p < 0.05.

3. Resulis

3.1, Standerdized DEAC and Its Active Composnds Are Not
Toxie to BV-2 Microglial Cells. The dried extract of A. cear-
ersis (DEAC) was characterized by HPLC-PDA as shown
in Figure 1a). The HPLC analysis allowed to detect and
quantify three compounds (mgig of dred extract): vanillic
acid (2.70 & 0.01 mg/g), amburoside A (30.40 £ 0.01 mgig),
and coumarin (70,07 £ 0.01mgg). To first evaluate the
effect of DEAC and its chemical constituents on cell viability
b:.r MTT test, we prﬂruatud BV-2 I:I'li.l.'l'l.lﬁl-ﬂl. cells with
increasing concentrations of test drugs. As shown in
Figure 1{k), the treatment of cells with DEAC, CM, AMBE,
or WA (3, 10, 25, 50, and 100 pgimL) did not significantly
affect the viabality of cells when compared to the control
group (100% of viability) (see Figure 1)

32 DEAC CM, and AME Reduce NGO Production in LPS-
Stirmulated Microglial Cells. Microglia plays 2 central role
in neursinflammation being responside for the synthesis
and release of & wide array of chemical mediators including
cytokines such as TNF-a, IL-18, 1L-6, ROS, and NO. Firsa,
we investigated the effect of DEAC and its active principles
(AME, CM, amd VA) on nitrle i af LPS-
stimulated microghial cells. The addition of DEAC or its
chemical constituents in increasing concentrations did ms
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alter the bazal bevels of MO in BY-2 cells (data not shown).
LPS increased WO release by :.p-pru.l.un:ldv 13x (Figure 2)
in microglial cells when comparad to the untreated group
{comtrol group). This effect was significantly reduced by
the pretreatment of cells with mmcybotoxic concentrations
of DEAC, AMB, or CM, reaching maximal reduction at
108} pagfml (mitribe: 6.1+ 10pM, 4.4+ 14duM, and 702
1L5uM, rﬂpe:l:i'l.‘dﬂ. The LPS-only proups released mitrite
al the l'ulll.lﬂl.'i.ns_ concentratins: 13.00% Ldubd, 167 0.2
M, and 236 £ 28uM, respectively. AME in particular
showed a sigmificant reduction in the NO production from
25FEI'I:|'IL The pretreaiment of the BV-2 cells with VA J&d
i significantly interfere in the NO productson induced by
LP%.

A3 DEAC, CM, and AMB E?ﬂmﬁ! E_}dnl:l.l'ﬂ' Production in
LPs-Stimulated  Microglial Cells. Congidering the results
obtzined in the Griess assay, we chose the lowest anti-
inflammatory concentration for each d.rl.lﬁ_ (DEALC, AME,
amd O 1o evaluate their efects on the Fmd.u:l.im al proin-
flammatery and anti-inflammatory cytokines (Fagures Ha)-
3(i). The sbkbtion of LPS for 24h induced a significant
increase in the THEF-a, IL-§, and [I.-Ilﬂlﬂ'zhwl'l.i.'lu [L-10 levels
{anti-inflammatary cytokine) were reduced when compared
to the untreated group. Pretrestment of cells with DEAC,
AME, or CM for 1h before the addition of LPS significantly
reduced the concentration of prod ary cylokines. Cn
the other hand, the reduction of IL-10 induced by LP% on
BY-2 cells was mat significantly affected by the tested drugs,
althvugh DEAC and AME increased its concentration by
approximately 206% and 62.7%, respectively, compared to
the LPS group.

34 DEAC, CM, AMB, and VA Have Free Radical Srnwmging
Activity: Hyslroxyl Bacical and Saperoxide Amion. An exces-
sive amount of ROS produced by activated microglial cells
can lead 1o cell damage and apoptosis. We investigated the
possable axygen free radical scavenging activity of DEAC
and its active principles. DEAC, CM, VA, and AME showed
effective anivn superoxide and hydroxy] radical scavenging
activity (Fi 4. Supen::l:iﬂ: amion scavenging aclivily of
AMBE (100 pgimL) was found to be 77.00% 12.3%, an effect
comparzble to gallic ackd used as a reference compound
(Bl.4+7.1%) DEAC, CM, and VA exhibited scavenging
activity of 55.24 10.8%, 333+ 3.3%, and 43.0 & 4.0%,
respectively. The scavenging effect of DEAC and its active
principles on the hydroxyl radical decreased in the order of
DEAC = VA > AMB = CM.

A5 .t:ﬂrﬂ.'l ll_.l" DEAC, AME, and CM in LPS-Ieduced iNOS
Expression in BV-2 Cells by Western Blot. Following the
study, we i.m-udipl:ﬂ whether the Suppression aof N0 pro-
duction by DEAC, AME, or CM was related 1o the

sion of its symthase, iNOS. LPS induced a signibcant
increase in the ﬂuu.:il::r of iNOA, but this effect was :iﬁniﬁ-
-|=:r|1.'|:|r reduced b:.r the atmeent with DEAC I:lﬂl:lmn'
mlL} ar AMB (25 pgiml) (Fgure 5). On the other hand,
the treatment of BY-2 cells with CM did not afect iNOS
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CM (i), AMB (%), and VA (w) (5-100 gg/mL) in BV.2 cell viability measured through the MTT assay. Data are shown as percentage of
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nitrite. Ome-way ARV A was used Sollowed by the Bonferroni posttest. “va. contral groap (DRSO 000%) {p< 0.05), °p< 005 * pe 0001 vs.
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expression. [n the absence of LPS, DEAC and its active prin-
ciples did not change the expression of iINDS.

346 DEAC and CM Did Not Prevemd the Reduction of
Arginase Activity Induced by LPS in BV-2 Cells. The sddition
of LPS (05 peg/ml) o BY-2 cells siE:n.il'u.—.Lm]]r reduoed argi-
nase activity, measured by the concemtration of urea
(505 % 7.7 ugiml) when :u.rrtpu.n:d s the montreated group
(B7.2 ¢ 11.6pgml). In the absence of LPS only CM
(100 peg/mL: 10.3 & 0.6 peg/mL), but not DEAC (100 ugfml:
93.0 % 12.0 pg/ml), ssgnifcantly reduced the concentration
of urea. Nane of DEAC or CM was able o prevent the
reduction of arginase activity when compared o the LPS
group (LPS 0.5pg/mL), although the DEAC (100 pgml:
582 3.0pug ml) showed a tendency to increase arginase
activity by approximately 15.4%.

317 Effects ﬂfﬂﬂf i LP%-Indwced TLR-IINF-oBJERK12
ard [NK Pathways LPS induces an inflammatory response
by interacting with the TLR-4 receptor. We Brat investigated
the effect of DEAC on the expression of this receptor in BY-
2 cells, followed by the analysis of the phosphorylation of its
downstream signaling proteins (NF-xB and MAPEs). West-

ern blotting results showed that the LPS exposure signili-
cantly increased the expression of TLR-d in BV-21 cells
when compared to the control group (not the treated growp).
However, DEAC pretreatment did not :iuniﬁanllg.- prevent
this incresse “:E-:“ 6(2)). As shown i Figures &(b) and
6lc), LPS stmulation resulted in the 'P}Huphuq']al.i.m al
ERKL/2 and |NK, and DEAC pretreatment significantly
decreased the phosphorylation of both MAPE:. Phosphory-
lation of NF-&B was not changed by DEAC (Fagure 6(d}).

4. IMscussion

Evidence suggests that exacerbated  peurcinflammation
response in the central mervous system is decisively related
o degenerative processes in several neurological diseases,
indul.int; r|:|lul1.i|:||: sclerosis, Alzheimers disease, and Par-
kinson's disease. Moreover, the literature has shown that
microglial activation has a key role in the progression of
thase disemses [25-27]. 'J'hE]‘r:I-'Lre.. ruuuhﬁngprmwi.n.lhm-
matien is a therapeutic goal. The present work sought to
investigate the effects of standardized dried extract of A
cearensts (DEAC) and its chemical comstituents (CM,
AMBE, and VA) in LPS-induced inflammation in microglial
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LPS (05 pg/eal)
AME (25 pg/ml)

L]

Ficure 3: Effects of DEAC, CM, and AMB on infummatory cytokine release in LPS-stimulated BV 2 cells. Cells were pretreated with DEAC

(100 ug/mL), CM (50 and 100 ug/mL), and AMB (25 ug/mL) for 1 h

and activated with LPS (0.5 ug/ml) for additional 24 h. The results are

expressed as mean + SEM. For statistical analysis, one-way ANOVA was used followed by the Bonferroni posttest. “p < 0.05 vs. negative
control (0.1% DMSO, drug vehicle); *p < 0.05, **p<0.01, ***p <0.001 vs. LPS groap, n = 4/group.
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Ficuee 4: Antioxidant activity assay of DEAC, CM, VA, and AMB (100 wg/ml). Scavenging effect on (a) superoxide anion and (b) hydroxyl
radical. For statistical analysis, a one-sample f-1est was wsed, * vs. 100%.

cells. When activated, these cells release several inflamma-
tory and potentially neurotoxic mediators, including prote-
ases, excitatory amino acids, cytokines, ROS, and reactive
nitrogen  species (RNS). Lipopolysaccharide, a bacterial
endotoxin, is extensively used as an inflammatory stimulus
for microglial activation [28]. This experimental model has
been a useful tool to understand the role of neuroinflamma-
tion in the progression of neurological diseases. The produc-
tion of inflammatory mediators stimulation with LPS is
the result of 2 sequence of reactions that begins at the bind-
ing of LPS to cell membrane receptors which activate a cas-
cade of intracellular signaling pathways, resulting in the
release of several mediators, including nitric oxide (NO).
DEAC and its compounds, except VA, decreased nitrite pro-
duction, elevated by the exposure to LPS, without signifi-
cantly affecting cell viability, as assessed by the MTT test.
Additionally, the plant extract and all chemical constituents
evaluated (CM, AMB, and VA) showed antioxidant activity,
acting as scavengers of hydroxyl and superoxide anion radi-
cals. These results are consistent with previous studies devel-

oped by our Bboratory which showed the anti-inflammatory
and antioxidant effect of AMB and sokaempleride (flavo-
nol) from A. cearensis in mesencephalic cells of rats exposed
to the neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA), human

ils, and/or CCl-induced hepatotoxicity in rats
[11, 18, 29).

Nitric oxide 5 associated with both beneficial and delete-
rious effects in humans. In the central nervous system
(CNS), the INOS upregulation and the sccumulation of
NO exacerbate the neuronflammatory microenvironment,
which contributes to neuronal cell death. The toxicity of
NO is enhanced when it is combined with superoxide anion,
generating peroxynitrite anion [30]. Decomposition of per-
oxynitrite results in the formation of some highly reactive
species such as hydroxyl radicals [31]. Previous studies [32,
33] showed that higher hydroxyl radical levels and lower
superoxide dismutase activity, an oxidoreductase responsible
to dismutate the superoxide anion, seem to contribute to the
onset and progression of neurodegenerative diseases, such as
Parkinson’s disease and Alzheimer's disease. Therefore, the
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reduction of nitrite concentration and the scavenging activ-
ity of hydroxyl and superoxide anion radicals exerted by
DEAC and its active compounds suggest that DEAC's anti-
inflammatory effects reduce the accumulation of reactive
oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) which play a major
role in neurvinflammation-induced neuronal death [34].
Corroborating these data, Yeo et al. [35], describing the
anti-inflammatory activity of a Piper sarmentosum extract
in mic cells, shawed that the inhibition of NO produc-
tion by the plant extract was associated with its free radical
scavenging property.

Apart from NO, promflammatory cytokines such as IL-
18, IL-6, and TNF-a are triggers of the inflammatory
response and contribute to maintaining the high microglial
activity that sustains the development of chroni inflamma-
tory diseases [25]. These pathologies can be controlled by
reducing the proinflammatory response and/or improving
natural anti-inflammatory mechanisms. Thus, our study also
investigated the effect of DEAC, CM, or AMB on the level of
inflammatory and anti-inflammatory cytokines in LPS-
stimulated BV-2 cells. Importantly, DEAC, CM, and AMB
inhibited LPS-induced refease of proinflaimmatory cytokines
(TNF-a and 1L-6), but we did not observe signi effects
on the IL-10 {anti-inflammatory ¢ytokine) reduction caused

by LPS. U)llecuvel). these data suggest that DEAC and its
acuve les CM and AMB may protect against neuronal

that [L-18 and TN!- -@ act synergutically
as m-umhonc mediated at least in part by NO [36].
This hypothesis is corroborated by previous studies [15]
where we described the anti-inflimmatory and antioxidant
activities of AMB from A. cearensis in mesencephalic cells
of rats exposed to neurotoxin 6-OHDA.

NO synthesis can be limited by arginine availability and/
or on the level of INOS proten expression. During the NO
synthesis, arginase- 1 (expressed in microglial cells) competes
with iNOS for L-arginine [37, 38]. Therefore, we investigated
the effect of DEAC and its compounds on iNOS expression
and arginase catalytic activity in LPS-stimulated BV-2 cells.
We observed that LPS induced an increase in iNOS expres-
sion in BV-2 microglial cells, and pretreatment with DEAC
or AMB decreased the ession of this enzyme. Mean-
while, the addition of CM in BV-2 cells did not affect the
iNOS expression, and none of the test drugs improved the
arginase activity when compared to the LPS-only group.
Taken 1 , these results demonstrate that the inhibition
of NO production by the extract of A. cearensis and AMB in
mic cells is related, at least in part, to their ability to
reduce INOS expresson in microglial cells. Additional
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studies are necessary to describe how CM reduced the natrite
production in LPS-stimulated BV-2 cells without affecting
iNOS expression. We hypothesize that it may act as an iINOS
inhibitor.

The anti-inflaimmatory and antioxidant activities of
DEAC described in the present study in microglial cells are
corroborated by a previous study by Pereira et al. [13] which
described the neuroprotective effect of an A. cearensis seed
extract against neural damage induced by glutamate in cere-
bellar cells, which was associated to glial and nevronal pres-
ervation, and antioxidant activity. As DEACS main
bioactive markers CM and AMB showed a promising anti-
inflammatory effect, we then further described the mecha-
nisms ing DEAC-mediated attenuation of inflamma-
tion in BV-2 cells There are several published works
describing A, cearensis or its active principles’ anti-
inflammatory or antioxidant activities [10, 11, 15, 17, 29,
39-41]. However, these studies are mainly confined to just
showing their effects without further investigating the
molecular mechanism underlying them. Therefore, the pres-
ent study investigated the role of TLR-4, NF-x8, and MAPK
signaling pathways in the anti-inflammatory effect of DEAC
in LPS-stimulated BV-2 cells. The binding of TLR-4 on the

cell membrane by LPS in BV -2 cells activates various signal-
ing cascades, including NF-xB pathway via the MyDB8S-
IRAK-TRAF6-TAKI signaling complex leading to the acti-
vation of IxB kinase complex (IKK). Activation of IKK
indudes the phosphorylation of NF-xB which leads to its
translocation to the nucleus. As a transcription factor, NF-
xB stimulates the synthesis of proinflammatory mediators
induding NO, IL-6, and TNF-a and the secretion of ROS.
In addition to NF-xB, LPS i a potent activator of the MAPK
signaling pathways, which in turm modulate the activation of
several transcription factors, including activator protein-1
(AP-1), STAT-1, and NF-xB. AP-1 upregulates cytokine
expression playing a2 key role in peurcinflammation
[42-45]. In the present study, we found that DEAC treat-
ment significantly inhibited LPS-stimulated phosphorylation
of two MAP kinase pathways (INK and ERK1/2) in micro-
glial cells. However, DEAC did not interfere in the increased
expression of TLR-4 or phosphorylation of NF-xB induced
by LPS (Figure 7).

Evidence demonstrates that excessive production of
inflammatory mediators acts as inductors of MAPKs which
in turn amplify and prolongs the inflammation process [45].
This vicous cyde leads to neuronal damage and death
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ing mechanism for the effects of DEAC and chemical constiteemts (CM and AMB) i LPS:induced

neurpinflammation in BV-2 cells. Adtivation of toll like receptor 4 (TLE-4) with LPS lzads to activation of the NF-gB and MAPK
pathways. The IKK complex phosphorylates 1kBa, which kads to the degradation of [kBa and sshsequent nuclear translocation of NF-
el At the same time, the MAPK pathway (IMK and ERK1/2) regulates the transoription of mflammatory mediatars through the
activation of the transcription factor AP-1. Activation of NF-xB and APl results in the expression of iMOS and the production of
proinflammatory mediators. DEAC dismapes. LPS-induced nevroinflammatory pathways, decreasing [WK and ERK1/2 signaling. DEAC
and chemical constituents decrease the expression of INOS, & well & the production of inflammatory mediators (MO and cytokines).
IKE: [gf kinase complex; [eBo kappa B inhibitor; P phosphate; NF-xfi: nudear kappa factor B; MAPE: mitogen-activated pratein
kimase; ERE: extracellular signal regulatory kinase; AP-1: activator protein 1.

which is a hallmark of neurodegenerative disease, such as
Abheimer's disease (AD) and Parkinson's disease (PD)
[45]. Both JME and ERE promte the phosphorylation of
amyloid precursor protein that, when cleaved by §- and
y-secretases, yiekls the neurotoxie f-amyloid peptide which
plays a key role in AD. In addition, studies demonstrated
that TNE-, a classical Bsctor secreted from  activated
n'n:rn;l.jha can induce a :iﬁni.ﬁanl increase i the a-SNC
secretion (a marker of PD) from both differentiated P12
and SHSYSY cells [35, 42]. Therefore, the inhibition of
MAPE pathways by DEAC indicates that it may be a
romiang anti-inflammato usehul for the treatment
e I

The anti-inflammatory effect of DEAC is aseociated at
least in part with the presence of AMB and CM in the
plant extract, but the pharmacological importance of other
chemical constituents from A, cearensis Gunnol  be
excided. Moreover, the presemt wiek studied the effects
of different d in an isolated microglial cell line; there-
fore, the ::I!i.-rill:lllﬁ'l.rrumluq activity observed may not fully
represent an in vivo effect in reducing neurcinflammation.
Because of this, future trials should be carried out using
experimental animal models of newrodegenerative diseases
to evaluate the effect of DEAC, AMB, and CM, investigat-
iy the anti-inflammatory, antioxidant, and consequent

neuroprotective patential. The in vive study will allow 1o
know if these drugs have limitations associated to bivavail-
ability and how they =t in living system with complex
interplay between the different cell types at different tme
points in the progressson of neuroinflammatory diseases.

5. Conclusion

Taken Inﬁ:lh:r, gur results demonstrate that DEAC and it
aclive 'Fri:rll:iplu [AMB and CM) {100 prgfenl) have free rad-
ical scavenging activity and inhibit the production of NO
{up to 100 peg/mL). Al their concentrations that reduced al
least 50% of NO prodduction, they abso reduced the release
of the preinflammatory cytokines THE-a and [L-6 as well
as the expression of iINOS in LPS-stimulated BY-2 microglial
cells (DEAC at 100 pg/el, CM at 50 and 100 geg/ml, and
AMB at 25 pg/mL). These effects were not related to cytetox-
icity and seem to eccur through inhibition |NE and ERK1/2
MAPK pathways (DEAC an 100 pg/mL). These data provide
an experimental basis that the standardized dry extract of A
cearensis (cultivated species), CM, and AMB presents thera-

i ial for the reatment of inflamman diseases
Eﬁ: mmp‘iim;.la.l activation plays a key role, :.'udl:'.;-ra neuri-
degenerative diseases.
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E-OHDA: &-Hydroxydopamine
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AMB: Amburoside A

AP-1: Activator protein-1

BSA: Bowine gerum albumin

CH5 Ceniral nervous system

L Coumarin

DEAC: Diry extract from Ambnerina cearensis

DS, Dimethyl sulfoxide

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid tetraso-
dium salt dihydrate

ERE: Extracellubar signal-regubated kinase

FBS: Fetal bovine serum

FeCl,: Ferric chloride

H O, Hydrogen peroxide

H,PO,- Phasspharic acid

HPLLC-PLMA: High-performance liguid chromatogra-
phy-photodiode array

HPX: Hypoxanthine

IFM-y- Interferon-gamma

IKE: kB kinage complex

1L Interleukin

i Inducible nitric oxide synthase

INEK- C-Jun M-terminal kinase

L- Ascorbic acid: Vitamin C

LPs: Lipopalysaccharide

MAPKs: Mitogen-activated protein kinases

MTT: S-iﬁﬁ-ulrnﬂh:f‘lﬂ'liunl- 1-'!.'[]-1.5-1]i|:|1|.'-
nyltetrazalium bromide

MBT: Nitrotetrazolium blue chloride

NEED-: N-{1-MNaphthyljethylenediamine
dihydrochboride

MF-xB: Muclear Bactor kappa B

MO Witric axide

PE% Phasphate-buffered saline

P Parkinson's disease

RIPA: Radisimmunoprecipitation asay butfer

RS Reactive nitrogen species

Hs: Reactive axygen species

S0 Sodium dodecyl sulfate

THA: 2-Thiobarbituric acid

TCA: Trichloroacetic acid

TLR-& Toll-like receptor 4

THF-u: Tumor necrosis factor alpha

WA: Vanillic acid

X0 Xanthine oxidase.
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