UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
- FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

ATIVIDADE NEUROPROTETORA DA FRACAO TANINO ISOLADA
DA MIRACRODRUON URUNDEUVA E DA CATEQUINA EM
MODELOS DE MORTE CELULAR INDUZIDA PELA 6-
HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA) EM CULTURA DE CELULAS
MESENCEFALICAS DE RATO.

HELIO VITORIANO NOBRE JUNIOR

Fortaleza-CE
2003



UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

ATIVIDADE NEUROPROTETORA DA FRACAO TANINO ISOLADA
DA MIRACRODRUON URUNDEUVA E DA CATEQUINA EM
MODELOS DE MORTE CELULAR INDUZIDA PELA 6-
HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA) EM CULTURA DE CELULAS
MESENCEFALICAS DE RATO.

HELIO VITORIANO NOBRE JUNIOR

Dissertagdo submetida & Coordenacdo do Programa de Pos-
Graduagdo em Farmacologia da Universidade Federal do Ceara,
como requisito parcial para obtengéo do titulo de Mestre em
Farmacologia.

Orientadora:
Profa. Dra. Geanne Matos de Andrade Cunha

Fortaleza-CE
2003



N672a  Nobre Junior, Helio Vitoriano.

Atividade neuroprotetora da fraggo tanino isolada da Myracrodruon urundeuva e da
catequina em modelos de morte celular induzida pela 6-hidroxidopamina ~ (6-OHDA)
em cultura de células mesencefalicas de rato / Helio Vitoriano Nobre Junior.

Fortaleza, 2003.
1141, : il

Orientadora: Profa. Dra. Geanne Matos de Andrade Cunha

Dissertagdo (Mestrado). Universidade Federal do Ceard — Programa de Pés-Graduagio
em Farmacologia. Faculdade de Medicina.

1. Doen¢a de Parkinson. 2. Catequina. 3. 6-hidroxidopamina. 4. Fragfo tanino isolada -
Myracrodruon urundeuva. 1. Titulo. S
CDD 616-833



Hélio Vitoriano Nobre Junior

ATIVIDADE NEUROPROTETORA DA FRACAO TANINO ISOLADA
DA MIRACRODRUON URUNDEUVA E DA CATEQUINA EM
MODELOS DE MORTE CELULAR INDUZIDA PELA 6-
HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA) EM CULTURA DE CELULAS
MESENCEFALICAS DE RATO.

Dissertacdo submetida a coordenagdo do Programa de Pds-Graduagdo em
Farmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceara, como resultado parcial para obtengdo do titulo de Mestre em
Farmacologia.

Data da aprovagio: 4 7 0% 7 2003

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr’. Geanne Matos de Andrade Cunha
(Orientadora)

Prof. Dr. Manoel Odorico de Moraes Filho

Prof. Dr. Viefla Satyanarayana Rao



A Deus por trilhar de maneira td&o

especial a minha vida colocando nela somente pessoas
especiais

I\%



Aos meus amados pais, Hélio e
Jandira, incentivadores e amigos de todas as horas.



Agradecimentos

A Profa. Geane Matos de Andrade Cunha, minha orientadora, pela
paciéncia e sabedoria na transmissdo de seus conhecimentos, essenciais
para minha formag¢do académica.

A Profa. Claudia do O Pessoa por ter inicialmente me convidado p ara
estagiar no LOE onde me transmitiu os conhecimentos basicos de
procedimentos laboratoriais bem como uma inestimavel ajuda, incentivo e
conselhos que em muito contribuiram tanto de forma direta como de
forma indireta para a realizadagdo deste trabalho.

Ao Prof. Manoel Odorico de Moraes Filho, meu co-orientador, pela
recepcdo em seu laboratorio e pelas importantes contribuicoes.

A Profa. Glauce Socorro Barros Viana, pela recep¢do em seu laboratorio
e pelas importantes discussées que em muito contribuiram para a

realizacdo desta dissertagado.

Ao Amigo Iri Sandro, pelo constante apoio e incentivo, que em muito
contribuiram nas horas dificeis.

Ao Irmdo Paulo Queiroz, pelos conselhos e ajuda em todos os momentos e
também as minhas irmds Rafaela e Fabricia pelo constante apoio.

Aos meus avés Paulo Solon e Dedece pela confianga e certeza da vitoria.

Aos amigos da pés-graduagdo: Fldavio, Maria Luiza, Rivelilson, Paula,
Raquel, Mdarcio e Romulo, pela paciéncia e incentivos constantes.

Aos Profs. do curso de pos-graduacdo, pelos conhecimentos transmitidos
e constante disponibilidade.

A Silvana e Fatima, pela colaboragdo em todos 0s momentos.

Ao bolsista R icardo p elo c ompanheirismo e dedicag¢do na execugdo dos
experimentos.

VI




A todos que fazem parte do Laboratorio de Oncologia Experimental, pela
unido, amizade e lealdade, que tornam o ambiente de trabalho produtivo,
agradavel e de facil convivéncia.

Aos funcionarios do Departamento de Fisiologia e Farmacologia pelo
apoio e cooperagao.

Ao Prof. Rao, pela inestimavel ajuda e incentivo para a realizagdo deste
trabalho.

Ao Fladvio, sempre companheiro e amigo, pela essencial colaboracdo na
realizagdo das andlises bioquimicas.

A Unidade de Farmacologia Clinica, pelo apoio incondicional e pela
realizacdo das andlises necessarias.

A Dra. Mary Anne, do Departamento de Farmdcia da Faculdade de
Farmacia, Odontologia e Enfermagem, por sua colaborag¢do em ceder a
fragdo tanino.

A minha namorada, Denise, pelo companheirismo, apoio e incentivo nos
momentos mais dificeis.

Aos amigos do HEMOCE Marcos, Ana Claudia e Eunice pelo incentivo e
apoio.

A Fundagdo Cearense de Apoio a Pesquisa-FUNCAP, pelo suporte
financeiro.

VII



SUMARIO

Lista de Figuras
Lista de Abreviaturas
Resumo

Abstract

1. INTRODUCAO
1.1 Doenga de Parkinson — Epidemiologia e Fatores de risco
1.2 Patogénese
1.3 Dopamina e Doencga de Parkinson
1.4 Estresse Oxidativo e Doenga de Parkinson
1.5 Modelo da Doenca de Parkinson
1.6 Neuroprotecdo e Neuroresgate
1.7 Plantas medicinais no Brasil
1.8 Relevancia e Justificativa
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
2.2 Objetivos Especificos
3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Substancias quimicas
3.2 Extra¢do da fragdo tanino (FT) obtido da
Myracrodruon urundeuva
3.3 Animais
3.4 Culturas de células mesencefélicas de rato
3.5 Ensaio de neurotoxicidade

3.6 Determinac¢do de Nitrito

3.7. Determinag¢do da peroxidagdo lipidica pela medigdo

de tiobarbituricos (TBARS)

3.8 Analise Estatistica

X1

xiil

X1V

XV

11
16
18
19
25
26
26
26
27
27

27
27
28
28
29

29
31

VIII



4. RESULTADOS 32
4.1 Efeito citotoxico da 6-OHDA sobre a viabilidade de

células mesencefélicas de rato 32
4.2 Efeito da 6-OHDA sobre a produg¢@o de nitrito

em cultura de células mesencefalicas de rato 35
4.3 Efeito da 6-OHDA sobre os niveis de TBARS

em culturas de células mesencefalicas de rato 37
4.4 Efeito da citarabina e dexferoxamina sobre a viabilidade

de células mesencefalicas de ratos expostas a 6-OHDA 39
4.5 Efeito da dexferoxamina sobre a produgdo de nitrito em

cultura de células mesencefalicas de rato na presenga ou auséncia

de 6-OHDA 41
4.6 Efeito da dexferoxamina sobre a produgdo de TBARS

em cultura de células mesencefélicas de rato na presenga ou auséncia

de 6-OHDA 43
4.7 Efeito neuropreventivo da fraggo tanino (FT) isolada da

Myracrodruon urundeuva em células mesencefélicas de ratos

expostos a 6-OHDA 45
4.8 Efeito de neuroresgate da fragdo tanino (FT) isolada da

Myracrodruon urundeuva em células mesencefélicas de ratos

expostos a 6-OHDA 48
4.9 Efeito neuropreventivo da catequina em células

mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA 50
4.10 Efeito de neuroresgate da catequina em células

mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA 53
4.11 Efeito da fra¢do Tanino (FT) isolada da Myracrodruon

urundeuva sobre a formagdo de nitrito em células mesencefélicas

de ratos expostos a 6-OHDA (Modelo de Neuroprevengao) 55
4.12 Efeito da fra¢do Tanino (FT) isolada da Myracrodruon

urundeuva sobre a formacgo de nitrito em células mesencefalicas de

IX



ratos expostos a 6-OHDA (Modelo de Neuroresgate)

4.13 Efeito da Catequina sobre a formagao de nitrito em c€lulas
mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA (Modelo de
Neuroprevengao)

4.14 Efeito da Catequina sobre a formagao de nitrito em células

mesencefélicas de ratos expostos a 6-OHDA (Modelo de Neuroresgate)

4.15 Efeito fragdo tanino (FT) isolada da Myracrotruon
urundeuva sobre os niveis de TBARS em células mesencefalicas
de ratos quando adicionada antes da 6-OHDA 200 pM
(modelo neuroprevengdo)

4.16 Efeito fracdo tanino (FT) isolada da Myracrotruon

urundeuva sobre os niveis de TBARS em células mesencefalicas
de ratos quando adicionada apés a 6-OHDA 200 uM
(modelo de neuroresgate)

4.17 Efeito da catequina sobre os niveis de TBARS em
células mesencefalicas de ratos quando adicionada antes da
6-OHDA 200 uM (modelo de neuroprevengao)

4.18 Efeito da catequina sobre os niveis de TBARS em
células mesencefalicas de ratos quando adicionada apos a 6-OHDA
200 uM (modelo de neuroresgate)

5. DISCUSSAO
6. CONCLUSOES
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

57

59

61

63

65

67

69
71
85
86



LISTA DE FIGURAS

Figura 1-

Vias dopaminérgicas no SNC

04

Figura 2-

Corte transversal de mesencéfalo mostrando: (a) redugéo
dos neur6nios dopaminérgicos da substincia negra e (b)
individuo normal

05

Figura 3-

Corpos de Lewy em coloragédo por HE/Imunoperoxidase.

06

Figura 4-

Mecanismos da degeneragdo neuronal na doenga de
Parkinson (DP) familiar.

08

Figura 5-

Formag@ode radicais livres

11

Figura 6-

Representacdo estrutural da catequina.
Catequina R1=0H; R2=H; R3=H

25

Figura 7-

Citotoxicidade da 6-OHDA (200 pM) em cultura de
células mesencefalicas de rato. a grupo controle (40X) b
grupo 6-OHDA (40X).

33

Figura 8-

Efeito da 6-OHDA sobre a viabilidade celular
mesencefalicas de rato.

34

Figura 9-

Efeito da 6-OHDA sobre os niveis de nitrito em células
mesencefalicas de rato.

36

Figura 10-

Efeito da 6-OHDA sobre os niveis de TBARS em células
mesencefalicas de rato.

38

Figura 11-

Efeito da citarabina e dexferoxamina sobre a viabilidade
de células mesencefalicas de rato tratados com 6-
OHDA(200um).

40

Figura 12-

Efeito da dexferoxamina sobre os niveis de nitrito em
cultura de células mesencefalicas de rato na presenga ou
auséncia de 6-OHDA.

42

Figura 13-

Efeito da dexferoxamina sobre os niveis de TBARS em
cultura de células mesencefalicas de rato na presenga ou
auséncia de 6-OHDA.

44

Figura 14-

Efeito da fracdo tanino (FT) na cultura de células
mesencefalicas de rato na presenga de 6-OHDA. a grupo
controle (40X) b grupo 6-OHDA (40X) ¢ grupo FT+6-
OHDA (40X).

46

Figura 15-

Efeito neuropreventivo da fragdo tanino (FT) isolada da
Myracrodruon urundeuva em células mesencefalicas de
ratos expostos a 6-OHDA.

47

Figura 16-

Efeito de neuroresgate da fragéo tanino (FT) isolada da
Myracrodruon urundeuva em células mesencefalicas de
ratos expostos a 6-OHDA.

49

Figura 17-

Efeito da catequina na cultura de células mesencefalicas
de rato na presenga de 6-OHDA.

51

Figura 18-

Acgdo da Cat sobre a viabilidade celular.

52

XI



Figura 19-

Efeito de neuroresgate da Cat em células mesencefalicas
de ratos expostos a 6-OHDA.

54

Figura 20-

Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre
a formacdo de  nitrito em cultura de células
mesencefalicas de ratos expostos a8 6-OHDA (modelo de
neuroprevengao).

56

Figura 21-

Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre
a formacdo de  nitrito em cultura de células
mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA (modelo de
neuroresgate).

58

Figura 22-

Efeito da Cat sobre a formacéo de nitrito em cultura de
células mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA
(modelo de neuroprevengio).

60

Figura 23-

Efeito da Cat sobre a formag&o de nitrito em cultura de
células mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA
(modelo de neuroresgate).

62

Figura 24-

Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre os
niveis de TBARS em cultura de células mesencefalicas de
ratos expostos a 6-OHDA (modelo de neuroprevencio).

64

Figura 25-

Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre os
niveis de TBARS em cultura de células mesencefalicas de
ratos expostos a 6-OHDA (modelo de neuroresgate).

66

Figura 26-

Efeito da Cat sobre os niveis de TBARS em cultura de
células mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA (modelo
de neuroprevencdo).

68

Figura 27-

Efeito da Cat sobre os niveis de TBARS em cultura de
células mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA (modelo
de neuroresgate).

70

XII



LISTA DE ABREVIATURAS

5-HT- serotonina

6-OHDA - 6-hidroxidopamina
ANOVA- Analise de variancia
CAT- catequina

DA- dopamina

DP — doenga de Parkinson
EAE- extrato etilacetato

EPM- Erro padrio da média
FT-Fragdo Tanino

MDA - malonil di-aldeido
MEM- Meio Essencial de Eagle
MTT- 3[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolium brometo
NI- nitrito

TH- tirosina hidroxilase
SNC-sistema nervoso central

TBARS - substancias tiobarbituricas acido-reativas

XIII



RESUMO

Atividade neuroprotetora da fracdo tanino isolada da Myracrodruon
urundeuva e da catequina em modelos de morte celular induzida pela 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) em cultura de células mesencefalicas de rato.
HELIO VITORIANO NOBRE JUNIOR. Orientadora: Profa. Dra. Geanne Matos
de Andrade Cunha. Dissertacdo de Mestrado. Curso de Pés-Graduagdo em

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

No presente trabalho, estudou-se o efeito citoprotetor da catequina e da fragdo tanino (FT)
isolado da Myracrodruon urundeuva em cultura primaria de células mesencefilicas de ratos,
expostas a neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA). A FT foi isolada da Myracrodruoun
urundeuva, uma planta medicinal brasileira comumente utilizada como antiinflamatério no trato
genital feminino. Em exposi¢do a 6-OHDA (200 pM), as culturas mostraram uma diminui¢fio em
53% (em relagdo ao controle) na viabilidade celular, aumento na peroxidagao lipidica (103%) e nos
niveis de nitrito (4400%), como observados pelos ensaios MTT, TBARS e nitrito, respectivamente.
Os resultados mostraram que a exposig@o a catequina (100 pg/mL) antes da 6-OHDA (modelo de
neuroprevencdo) ou depois da 6-OHDA (modelo de neuroresgate) promoveu uma significante
reducdo da morte celular causada pela 6-OHDA. A catequina ndo produziu alteragdes significativas
no aumento de nitrito induzido pela 6-OHDA (em ambos os modelos), mas causou uma inibigo
significante da peroxidag?o lipidica (em ambos os modelos). Estes resultados somados a estudos
anteriores sugerem que a agdo citoprotetora se deva a uma agfo antioxidante desta classe de
polifenois. A FT (10 e 100 pg/mL) reverteu significativamente a morte neuronal induzida pela
toxina 6-OHDA (no modelo de neuropreveng?o). No entanto no modelo de neuroresgate conseguiu
reverter a morte neuronal apenas na concentragdo de 100 pg/mL. A FT foi também efetiva em
reverter a peroxidagdo lipidica promovida pela 6-OHDA em ambos os modelos. Contudo, a FT nio
mostrou reducdo nos indices de nitrito produzidos pela 6-OHDA como observado pelo teste do
nitrito (tanto no modelo de neuroprevengdo como no modelo de neuroresgate). O mecanismo
neuroprotetor da FT parece estar relacionado com prote¢do mitocondrial e atividade antioxidante,
exibida pelos taninos da M. wrundeuva; a qual pode ter um significado clinico em condigdes

neurodegenerativas como a Doenga de Parkinson (DP).

Palavras-chaves: Catequina; culturas de célula mesencefélicas; 6-hidroxidopamina; inibi¢do de

peroxidag?o lipidica; neuroprotegdo; neuroprevengdo; neuroresgate; Myracrodruoun urundeuva.
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ABSTRACT

Neuroprotective actions of tannin from Myracrodruon urundeuva and catequine
on models of cell death induced by 6-hydroxidopamine in rat mesencephalic
cells. HELIO VITORIANO NOBRE JUNIOR. Orientadora: Profa. Dra. Geanne Matos de

Andrade Cunha. Dissertacio de Mestrado. Curso de Pés-Graduacio em Farmacologia.

Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2003

In the present work we showed the neuroprotective effects of catequin and tannin fraction (TF) on
rat primary mesencephalic cells culture exposed to 6-hydroxidopamine (6-OHDA). TF was isolated
from the stem bark of Myracrodruoun urundeuva, Brazilian medicinal plant, largely used as a
female genital tract antiinflammatory. Cells exposed to 6-OHDA (200 uM) showed 53% reduction
on cellular viability and an increase of 53% on lipidic peroxidation and 4400% on nitrite levels as
observed by MTT, TBARS and nitrite assays, respectevely. Results showed that catequin (100
ng/mL) induced a significant reduction on cell death caused by 6-OHDA on neuroprevention and
neurorescue models. Catequin did not interfered with the increased levels of nitrite induced by 6-
OHDA. However, catequin inhibited significantly lipid peroxidation on both models. Theses results
sugest that neuroprotective action is related to antioxidant action of this polyphenol class. TF (10 e
100 pg/mL) significantly reverted neuronal death induced by 6-OHDA (neuroprevention model).
However, on neuroprevention model it reverted cell death only in concentrations of 100 pg/mL. TF
also reverted lipid peroxidation induced by 6-OHDA on both models. Conversely, it did not reduced
nitrite levels produced by 6-OHDA. The neuroprotective mechanism of TF is probably related with
mithocondrial protection and antioxidant activity presented by tannins from M. urundeuva wich

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

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

neuroprotection, Myracrodruoun urundeuva
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Parkinson — Epidemiologia e Fatores de risco

O aumento da expectativa de vida da populagio mundial trouxe consigo os
problemas que acometem principalmente a velhice. A intensa busca do desenvolvimento de
drogas que modifiquem o curso das doengas neurodegenerativas representa um avango.
Assim este trabalho explora o conceito de neuroprotecdo no contexto da doenca de
Parkinson (DP) e resume os avangos recentes nesta area, em particular, o papel dos

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

A DP ¢ um dos disturbios neurolégicos mais comuns na pratica médica. Diversos
estudos encontraram incidéncias anuais que variam aproximadamente de 16 a 20 casos por
100.000 habitantes, e prevaléncia média de 120 por 100.000 habitantes. Em todos os
estudos epidemiologicos foram detectados aumentos significativos na prevaléncia com o
avango da idade. Outros fatores de risco observados foram o sexo, (com maior prevaléncia
da DP nos homens, sendo a média das taxas homem para mulher aproximadamente igual a
1,5), raca (uma maior prevaléncia foi observada na América do Norte e Europa em relagéo a
encontrada no Japdo, China e Africa), predisposigdo genética, infecgdes, trauma e estresse

emocional (Tanner & Goldman, 1996).

Existem diferente fatores etiologicos para PD. Estes incluem reconhecidamente
fatores genéticos e ambientais e hipoteticamente interagdes entre estes. Um destes fatores ¢
a geragdo de radicais livres (Figura 1), os quais t€ém sido implicados na toxicidade de muitos
agentes quimicos, como o safrole, o paration, entre outros; na patogénese de muitas doencas
inflamatorias, nas doengas de Parkinson, de Alzheimer, na fibrose pulmonar idiopética,
nefrose autoimune, na catarata, esclerose multipla, porfiria, aterosclerose, cancer, e também
em uma grande variedade de doengas degenerativas relacionadas com a idade, e com o

envelhecimento (Kehrer, 1993 e Reiter et al., 1999b).



2
Um componente genético de DP foi considerado por Gowers quando observou que a
desordem se manifestava mais comumente nas familias de doentes. Isto foi confirmado por
indmeros estudos casos controle estimando que parentes de primeiro grau de pacientes com
DP tém 2 ou 5 vezes mais riscos para o desenvolvimento da doenga (Duvoisin, et al., 1969;
Martin , et al.,1973; Alonso, et al.,1986; Butterfield, et al.,1943; Marttil & Rinne, 1976;
Vieregge & Heverlin,1992; Semchuk et al., 1993; Payami, et al.,1994; Bonifati, et al.,1995; -
Vieregge and Heverlin,1995; DeMichele, et al.,1996; Marder, et al.,1996; Lazzarini, et
al.,1994; Gasser, 1998).

Estudos em gémeos tém tradicional significado como estimativa da contribuig¢do
genética para uma desordem. O aumento da freqiiéncia da doenga em gémeos
monozigoéticos em oposi¢do aos dizigdticos € um indicativo de contribuigdo genética
significante. Em associagdo os estudos de caso-controle, os recentes estudos de gémeos
confirmam que a contribuigfo genética para a etiologia da DP a qual é provavelmente mais
significativa em pacientes jovens. Inevitavelmente devido a heterogeneidade da etiologia da
DP, um componente genético sera mais importante em alguns pacientes que em outros

(Young, et al., 2000).
1.2 Patogénese

A doenga de Parkinson - ou parkinsonismo primario - foi descrita pela primeira vez
por James Parkinson em 1817. O Dr. Parkinson (1755-1824) era membro do colégio real de
cirurgides da Inglaterra. Inicialmente a doenga foi descrita como "paralisia agitante". A DP
¢ uma doenga neurodegenerativa caracterizada por tremor involuntario (mesmo quando em
repouso), acinesié, rigidez, anormalidades na postura e episodios de interrupgdo motora

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

Além dos sintomas motores, que sdo os mais importantes, também estdo associadas a
DP, em menor freqii€ncias, sintomas como deméncia, depresséo e disfun¢do autondmica
(Barbosa, et al., 1997). Esses sintomas estdo associados principalmente ao déficit de
dopamina nos géanglios da base, mas os mecanismos fisiopatolégicos de como isso se

processa ainda ndo estdo bem esclarecidos (Barbosa, et al., 1997; Oleh, 1998). A DP
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compromete severamente a qualidade de vida do paciente, que pode ter dificuldade para ler,
escrever e dirigir. Num estagio avangado da doenga, os pacientes freqiientemente n@o
conseguem sequer realizar as atividades basicas do cotidiano, resultando em perda do

emprego e da autonomia do paciente (Young, et al., 2000) .
1.3 Dopamina e Doenca de Parkinson

O neurotransmissor dopamina estd presente na maioria das regides do SNC,
originando-se de longos ax6nios que partem da substincia negra e area tegumentar ventral e
inervam os nucleos da base, partes do sistema limbico e o cértex frontal (figura 2) (Conn,

1994).

Neurdnios dopaminérgicos produzem dopamina (DA), a partir do aminoacido
tirosina, obtido através da dieta. A tirosina é transportada para dentro do neur6nio
dopaminérgico onde posteriormente sofre agcdo enzimatica (Cooper, 1991). As enzimas que
catalisam esta sintese sdo produzidas e estocadas no corpo celular dos neurénios. A primeira
enzima que atua na sintese de DA ¢ a tirosina hidroxilase (TH). Essa ¢ inibida pelo produto
final da via de biossintese, a DA, constituindo o mecanismo de regulagdo continua da
velocidade de sintese (etapa limitante). E encontrada no citoplasma e cataliza a conversdo
da tirosina para o aminoécido L-Dopa (1-3,4-diidroxifenilalanina) que sofre a ag&o rapida de

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

Os neurdnios, entdo, estocam DA em vesiculas nos terminais de seus axonios.
Quando um neurdnio dopaminérgico ¢ ativado, a mudanca resultante nas cargas elétricas em
ambos os lados da membrana celular (despolarizagédo) induz a liberagdo de DA na fenda
sindptica através de um processo denominado exocitose. Para terminar o processo
sinalizador, os neurdnios recaptam DA através de um sistema carreador especifico

localizado na membrana celular (Rang, 2001).

Para afetar as células alvo, a DA interage com moléculas receptoras especificas na
superficie de células alvo. Os subtipos de receptores dopaminérgicos se dividem em duas

familias: a familia D;-simile, a qual inclui os subtipos D; € D5 e a familia D,-simile, que
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inclui os subtipos D,, D3 e Dj. Esses receptores realizam suas agdes por se acoplarem e
ativarem diferentes complexos de proteinas G. Os receptores D;-simile interagem com o

complexo de proteinas Gs, resultando em ativagdo da adenilil ciclase e aumento nos niveis

de AMPc intracelular. Os receptores D,-simile interagem com um complexo de proteinas Gi
com conseqiiente inibi¢do da produgdo de AMPc (Cooper, 1991; De Keyser, 1993; Civelli,
1993).

Figura 1: Vias dopaminérgicas no SNC.

Os neurdnios dopaminérgicos tém origem em trés grupos celulares localizados no
cérebro. Estes sdo classificados em A8, A9 e A10 (Dahlstrom & Fuxe, 1964, Bjorklund &
Lindvall, 1984), correspondendo as regides cerebrais denominadas campo retrorubral (AS),
substancia negra pars compacta (A9) e area tegumentar ventral (A10). Os axdnios dos
neur6nios dopaminérgicos provenientes destes grupos celulares se estendem para regides do
mesencéfalo, formando trés sistemas neuronais, sistema nigroestriatal, o sistema

mesolimbico e o sistema mesocortical.

A degradagio metabélica da DA é feita no SNC principalmente por duas enzimas: a
monoamina oxidase (MAO) e a catecol-O-metil transferase (COMT). A MAOQ existe em
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duas formas moleculares semelhantes, codificadas por genes separados (MAO- tipo A ¢

tipo B). A MAO-A possui preferéncia de substrato para a serotonina. A MAO-B possui
preferéncia de substrato para a feniletilamina. Ambas as isoformas atuam sobre a dopamina.
Assim, a degradagdo da dopamina ¢é feita pela MAO que converte a DA em DOPAC (4cido
3,4 dihidroxifenilacético) a nivel neuronal e pela COMT (catecol-O-metil transferase) que
converte DA em HVA (4cido homovanilico) dentro do terminal sinaptico (Rang, 2001). O
"HVA ¢ o principal produto do metabolismo da DA nos seres humanos, enquanto DOPAC €
o principal em roedores (Cooper, 1991).

Em 1958, Arvid Carlsson identificou a dopamina como um Reurotransmissor
independente. Cinco anos depois, foi descoberto que a degeneragdo dos neurdnios
dopaminérgicos era a base etiolégica da Doenga de Parkinson (DP) (Grace, 1993). Entre as
anormalidades nos neurotransmissores encontradas em cérebros autopsiados de pacientes
com DP, a perda de dopamina (DA) no striatum (niicleo caudado e putamen) destaca-se
como o achado bioquimico mais proeminente, ¢ que esti intimamente relacionado a

desordem motora da DP (Figura 3).

Mesencéfalo/ corte transversal

FIGURA 2: Corte transversal de mesencéfalo mostrando: (a) mesencéfalo de individuo
com parkinson onde podemos observar claramente a redugdo da populagdo de neurénios
dopaminérgicos da substincia negra (b) mesencéfalo de individuo normal onde podemos
observar a integridade da substancia negra

Fonte - medlib.med.utah.edu/WebPath/webpath. html

Em estagios avam;ados‘ da doenga, a perda de DA no striatum excede os 80%,

estando os niveis de DA no putamen consideravelmente mais reduzidos que no nicleo
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caudado (Oleh, et al.,1998). Essa perda da dopamina esta associada a degeneragdo de
neurénios que contém melanina € o aparecimento de corpasculos de Lewy (fig. 4)
principalmente na pars compacta da substincia negra, mas também em outras estruturas do
tronco encefalico e basais (Barbosa, et al.,1997). Outros neurotransmissores, como a
noradrenalina (NA) e 5-hidroxitriptamina (5-HT), estdo moderadamente reduzidos em areas
especificas do cérebro na DP. Embora anormalidades da NA e da 5-HT ndo estejam
relacionadas a distarbios motores, elas podem estar envolvidas em alguns sintomas

cognitivos e psiquiatricos comumente vistos na DP (Barbosa, 1997; Oleh, et al.,1998).

b

AN

FIGURA 3: Corpos de Lewy sdo encontrados em neurdnios nas areas de degeneragdo.
Corpos de Lewy em coloragdo por HE/Imunoperoxidase.
Fonte - medlib.med.utah.edu/WebPath/webpath.html

A a-synucleina foi inicialmente caracterizada como um componente ndo amiléide
das placas senis presentes na doenga de Alzheimer, sendo uma proteina abundante no
cérebro (Ueda, et al.,1993). E sintetizada em ribossomos citosélicos e, entre outros evontos,
transportada através dos axOmios para os terminais sinapticos onde é armazenada nas
vesiculas (Ueda , et al.,1993; Maroteaux, et al.,1988; Maroteaux, et al.,1991). A fungdo
precisa da a-synucleina é desconhecida. Camundongos knockout que ndo produzem o-
synucleina n3o tém caracteristicas fenotipicas dbvias ou patologicas e expressam somente
uma pequena mudanga na liberagio dos neurotransmissores em resposta a estimulagdo
repetitiva (Abeliovich, et al.,2000; Conway, et al.,1998). A relevancia da a-synucleina para
a grande maioria dos pacientes com PD estd no fato de ela estar presente nos chamados
copos Lewy na DP idiopéatica (Spillanitini, et al.,1997).
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A partir dessa observagdo tem se sugerido que a agregacdo e a acumulagio de o-
synucleina pode interferir na fungfo proteossomal e resultar em uma disfungdo celular
relacionada com o acumulo dos corpos de Lewy (Tanaka, et al.,1997; Sherman, et al.,2001).
Além de esta hipotese parecer atrativa existem também evidéncias de que agregados
protéicos sdo uma resposta protetora ao metabolismo anormal da o-synucleina. A o-
synucleina também parece ser um alvo especifico para a nitragéo, (Giasson, et al., 2000) o

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

Estudos recentes sugeriram que mutagdes na o-Synucleina podem aumentar a
expressdo de radicais livres ou prejudicar a atividade mitocondrial (Hsu, 2000 e Ko, 2000).
Hiperexpressdo de o-Synucleina humana em células de mesencéfalo de rato resulta em

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

A segunda mutagéo associada com DP foi identificada em grupos de pacientes jovens
autossdmicos recessivos no Japdo. O locus responsavel pela mutagéo nestas familias foi
encontrado no cromossomo 6 e foi posteriormente caracterizado por delegdes como um
gene que codifica um proteina desconhecida, posteriormente denominada denominada
Parkina (Matsumine, et al.,1997; Kitada, et al.,1998; Hattori , et al.,1998). Em contraste
com as mutagdes na o-synucleina, as quais muito raramente causam DP, mutag¢Ges na
parkina tém sido descritas em uma alta proporg¢éo de pacientes jovens com DP (<20 anos) e
em pequenos grupos familiares que apresentam padrdes autossomicos recessivos de heranga
(Lucking, et al.,2000). Assim, mutagdes na parkina podem responder por uma proporgao
significante (se bem que ndo a maioria) de casos de DP juvenil. A fung¢&o da parkina ndo ¢
conhecida, embora alguns estudos recentes tenham reforgado possiveis agdes potenciais no

desenvolvimento da DP (Shimura, et al.,2000) (fig.5).
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Figura 4 - Mecanismos da degeneragdo neuronal na doenga de Parkinson (DP) familiar. Em DP
esporadicas, alteragdes no metabolismo da dopamina e/ou exposi¢ao a toxinas ambientais tais como MPTP
e rotenona podem induzir estresse oxidativo em neurdnios dopaminergicos resultando em sua disfuncéo e
morte. A DP familiar pode ser causada por multagdes na o-sinucleina ou parkin. Multagdes na o-
sinucleina podem interferir com a degradag@o proteica pelos proteossomas. Tanto na DP esporadica como
na familiar, neurdnios dopaminergicos estdo sujeitos a um aumento do estresse oxidativo que pode levar a

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

O desenvolvimento de drogas neuroprotetoras é dependente do conhecimento dos
fatores etioldgicos e patogenéticos que contribuem para a disfungéo e morte neuronal na
substancia negra. Varias anormalidades bioquimicas foram identificadas na substancia negra
de pacientes com DP. Existem claras evidéncia do aumento na produgéo de radicais livres e
dano oxidativo em lipidios e proteinas, incluindo o DNA, na DP. (Kish, et al.,1985;
Riederer, et al.,1989; Sian, et al.,1994; Perry, et al.,1982; Saggu, et al.,1989; Marttila, 1988;
Ceballos, et al.,1990; Hirsch, et al.,1989; Dexte, et al.,1986; Jenner, et al.,1991; Sanchez-
Ramos, et al.,1994). Também foi observada uma elevagdo no percentual de ferro na
substdncia negra, embora outros processos secundarios possam aumentar o estresse
oxidativo (Sofic, 1991; Dexfer, et al.f,1987; Jellinger, et al.,1990; Jellinger, 1992; Hirsch, et
al.,1991; Dexter, et al.,1990; Mann, et al.,1994).
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A descoberta da deficiéncia no complexo mitocondrial I na substincia negra de
pacientes com DP promoveu uma ligagdo direta entre os modelos toéxicos de MPTP e
rotenona na doenga idiopatica (Schapira, et al.,1989). O corpo estriado ou striatum parece
ser um sitio particularmente sensivel para a disfungdo mitocondrial e o local de maior dano
oxidativo. Estes achados provavelmente decorrem da alta atividade metabdlica desta regido

e da dependéncia da fosforilagdo oxidativa para a obtengéo de energia.

O defeito no complexo I na DP constitui a causa de 35 a 40% dos defeitos que de-
acordo com célculos de modelos de células hibridas tem implicagdes significativas para a
diminuigdo na sintese de ATP, aumento na produg:ﬁo de radicais livres , diminuindo do
potencial de membrana mitocondrial e da taxa de crescimento celular e incremento da morte
celular (Barrientos, et al.,1999). O fato do aumento na produgﬁg. de radicais livres resultar
de defeitos na atividade do complexo I sugere que parte de dano oxidativo na DP pode
aparecer como uma conseqiiéncia da disfungdo mitocondrial. Esta seqiiéncia € mais
provavel que o inverso, pois o dano induzido por radicais livres resulta para a mitocéndria
em deficiéncias dos complexos I-IV, mais nfo em defeitos especificos do complexo I

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

Anormalidades adicionais na substincia negra de pacientes com DP incluem
evidéncias da produgdo de citocinas inflamatérias, provavelmente microglia reativa
(McGeer, et al.,1988; Hirsch, et al.,1998; Benveniste, et al.,1992; Hopkins, et al.,1995). Tais
mudangas ndo sdo especificas para DP e podem ser 'vistas em outras doengas
neurodegenerativas, tais como doenga de Alzheimer e doencga de Hu}lzington (HD), embora
em lugares diferente que a substancia negra. Portanto, mudangas inflamatérias sdo

provavelmente secundérias embora possam contribuir para a patogénese.

Existem ramificagdes glutamatérgicas provenientes do nucleo subtaldmico para a
substancia negra. Isto cria a oportunidade para um dano celular mediado por excitotoxinas.
Em suporte a isso existem evidéncias de residuos protéicos nitrotirosinas em corpos de
Lewy (Giasson, et al.,2000). Contudo, o dano promovido pela nitrotirosina em proteinas
também pode ser mediado pela liberagdo de 6xido nitrico (NO) dos neurdnios da glia

produtores de NO.
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As variadas anormalidades bioquimicas na substincia negra de pacientes com DP sdo
capazes de danificar o metabolismo celular, tanto direta como indiretamente, afetando
processos adicionais tais como homeostase de calcio, bombas de canal, replicagdo de DNA,
e sintese de proteina. O modelo celular hibrido de deficiéncia na cadeia respiratdria
demonstra precisamente como este elemento pode causar disfungfio celular bem como
morte. Portanto, é possivel, se ndo provavel, que fatores patogénicos envolvidos com a DP
poder#o causar disfung@o neuronal antes da morte (Schapira, et al.,1999). Este conceito tem
dado suporte para o estudo de outras doengas neurodegenerativas. Se o conceito de
disfun¢do celular neuronal precedendo a morte celular estiver correto teremos importantes

implicagdes para a neuroprote¢éo e neurorresgate na DP.

Podem existir multiplos modos de perda de células neuronais na PD, incluindo
apoptose, necrose, € outras formas, incluindo a degeneragdo de células negras. A morte
celular por apoptose é particularmente relevante para a neuroprote¢do. A apoptose € uma
forma de morte celular programada que é importante para o desenvolvimento embriologico.
Contudo, a morte por apoptose nem sempre é programada e pode ser induzida por uma
variedade de estimulos. Neste processo, as mitocondrias tém um papel central e atuam como
transdutores de um numero de vias induzidas por apoptose (Zamzami, et al.,1997; Susin,

1998; Susin, 1999).

Esse processo ¢ mediado via abertura ou fechamento dos poros mitocondriais
responsaveis pela permeabilidade. Esses poros sdo multiproteinas que atravessam a
membrana mitocondrial e incluem transportadores de adenina nucleotideo, receptor
benzodiazepinico periférico, hexoquinases e sitios de ligagdo para Bcl2 e Bax. A abertura
do poro e o decréscimo no potencial de membrana estdo associados com a liberagdo de
citocromo C, fatores iniciadores de apoptose e ativagdo da cascata das caspases que termina

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

O papel das mitocondrias na apoptose tem se tornado um foco para o
desenvolvimento de agentes neuroprotetores e de neuroresgete. De particular interesse € a

possivel associagdo entre anormalidades bioquimicas na substincia negra de paciente com
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DP e sua habilidade em diminuir o potencial de agfo, incluindo defeitos no complexo I €

geracdo de radicais. Isto iria, com efeito, diminuir o limiar para a apoptose e poderia
explicar o porque de uma proporgdo relativamente alta de celulas apoptdticas ser encontrada
em exames de cérebros de pacientes com DP (Anglade, et al.,1997). As anormalidades
bioquimicas envolvidas na patogénese podem causar um decréscimo no potencial de agéo

em uma proporgdo de células e uma conseqiiente diminui¢do no limiar para apoptose.

1.4. Estresse Oxidativo e Doenca de Parkinson

' FORMAGAO DE RADICAIS LIVRES

lomzanb

PR

Figura 5: Formagdode radicais livres.

Os seres humanos estdo constantemente expostos a radicais livres e espécies reativas do
oxigénio geradas por radiagdes ionizantes, agentes tOXicos, poluentes ambientais, etc.
Porém, as células também sdo capazes de produzir espécies reativas do oxigénio, tais como:
o peréxido de hidrogénio e os radicais superéxido, hidroxila e oxido nitrico. Fonte -

www.webpath.com

Radicais livres sdo moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados.

Em geral, sdo instaveis e tém vida muito curta devido & natureza livre de seus elétrons que
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os tornam habeis a reagir com diversos compostos ou alvos celulares, de modo a obter uma
maior estabilidade quimica conferida pelo emparelhamento de elétrons (Halliwell, 1994).
Essas moléculas causam danos teciduais por interagirem com carboidratos, DNA, lipidios €

proteinas.

Além dos radicais livres, existem também as chamadas "espécies reativas do
oxigénio" que s3o agentes potencialmente patogénicos derivados do metabolismo do
oxigénio (O,): radicais livres e moléculas, como o perdéxido de hidrogénio (H,0,), 4cido
hipocloroso (HCIO) e outras, que embora tenham grupos funcionais contendo oxigénio
quimicamente reativo, ndo possuem elétrons desemparelhados e portanto, nfo sfo radicais

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

Recentemente o estresse oxidativo tem sido discutido como um importante
contribuinte patologia das doengas neurodegenerativas (Skoumalova, et al.,2003). Uma das
idéias relacionadas a patogénese da DP baseia-se na formacio de espécies reativas de
oxigénio e conseqiiente inicio de estresse oxidativo, levando a lesdo oxidativa na pars
compacta da substancia negra (Barbosa, et al.,1997). As evidéncias que ddo suporte ao
envolvimento do estresse oxidativo na patogénese da DP incluem alteragdes na quantidade
de ferro no cérebro, que medeia a formagdo de espécies reativas de oxigénio quando esta
numa forma reativa; deficiéncia no funcionamento mitocondrial, particularmente no
complexo I da cadeia respiratdria; alteragdes nos sistemas protetores antioxidantes do
cérebro, notadamente na superéxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH); e

evidéncias de dano oxidativo a lipideos, proteinas e DNA (Knekt, et al.,1996).

O ferro pode induzir estresse oxidativo, e injegdes intranigrais podem induzir um
modelo de parkinsonismo progressivo. A perda de GSH, que esta associada a doenga de
corpisculo de Lewy, representa um dos simbolos iniciais da perda de células da substancia
negra, podendo aumentar a suscetibilidade a exposi¢des a toxicos ou radicais livres. A
natureza das espécies de radicais livres responsaveis pela morte celular na DP néo estd bem
definida, mas acredita-se no envolvimento de radicais hidroxila (OH-), peroxinitrito e oxido

nitrico (Hsieh, et al.,2000).



13

Visto que participam de reagdes essenciais ao organismo as espécies reativas do
oxigénio sdo constantemente formadas e podem ser prejudiciais, quando sua produgéo foge
do controle exercido pelos antioxidantes de defesa endégenos, como as enzimas superdxido
dismutase, as catalases e a glutationa peroxidase e outros antioxidantes como a albumina

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

Os radicais livres mais destrutivos gerados no organismo derivam do oxigénio (O,).
Portanto, a molécula mais importante para a manuten¢éo da vida pode também provocar
danos celulares, levando a destrui¢do de d6rgéos e do proprio organismo. O acumulo dos
danos, ao longo da vida, causado por moléculas vitais em orgdos estd relacionado ao

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

Outro radical de grande relevancia é o radical superdxido (0*), produto da adigio de
um elétron a uma molécula de oxigénio (Halliwell & Gutteridge, 1986). Muitas outras
moléculas bioldgicas reagem com o O, convertendo-o em 0%, como por exemplo a
hemoglobina (Misra & Fridovich, 1972a), miogobina (Gotoh & Shikama, 1976),
catecolaminas (Misra & Fridovich, 1972b) e alguns constituintes dos sistemas de transporte
de elétrons mitocondriais (Turrens, et al.,1985) e microssdmicos (Jakoby & Ziegler, 1990).
Fagécitos ativados (neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosino6filos) podem ainda gerar
O* em grande quantidade, com o objetivo de destruir microorganismos estranhos ao
organismo. Tal mecanismo de prote¢do natural pode tornar-se nocivo nos processos de

inflamacg#o cronica (Halliwell, et al.,1988).

A espécie de oxigénio mais reativa em sistemas biologicos é o radical hidroxila
(OH") este, age rapidamente no local em que ¢ produzido, sendo potencialmente capaz de
causar alteragcdes nas bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagdo ou a mutag@o do
DNA, inibir diversas proteinas (constituintes das membranas celulares e enzimas) através da
oxidagdo dos seus grupamentos sulfidrila (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e iniciar a
peroxidagdo de lipideos, especialmente acidos graxos poliinsaturados de membranas e
lipoproteinas (Halliwell & Gutteridge, 1986). Este é gerado nos sistemas bioldgicos
principalmente por radiagdes ionizantes e através da reagdo que envolve um metal de

transi¢o, o radical superdxido e o peroxido de hidrogénio.
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Devido ao alto teor de agua das células, sua exposi¢do as radiagdes ionizantes (raios
X e gama), pode resultar na formacdo do radical hidroxila, através do processo de radidlise
da 4gua (Halliwell, et al.,1994). Os ions metalicos (de ferro ou cobre) possuem a habilidade
de mover elétrons, o que constitui a base para a iniciagdo e propagacdo de muitas das
reagdes de radicais livres mais nocivas. Assim, o OH" é formado pela interagdo entre um ion
metalico (Fe3 M, 0 0” e 0 H,0,. O H,0,, s6 apresenta toxicidade quando presente em altas
concentragdes nas células, outra caracteristica dessa molécula € que ela possui a capacidade
de se difundir rapidamente através das membranas celulares podendo entdo se distribuir por
sitios distantes dos quais ela foi gerada. Além disso, na presenca de metais de transi¢?o,
mais comumente o Fe**, mas também o Cu’, o perdxido de hidrogénio ¢ reduzido a radical

hidroxil (OH") via reagdes de Haber-Weiss ou Fenton (Reiter, et al.,1998).
Fe** + 0, == F¢2+ + 0O,

H,0, =—=2>> Fe¢’"+OH +OH"

(reagdo de Fenton)

Embora a via de produgdo do OH" esteja bem estabelecida e seu papel patoldgico ndo
esteja bem determinado, a existéncia de proteinas de transporte para o ferro e o cobre,
utilizadas pelas células para minimizar a presenga de ions metalicos livres indicam que tais

reagdes podem ser prejudiciais para os sistemas bioldgicos (Liochev e Fridovich, 1994).

Um mensageiro intracelular de produg@o endégena que desempenha um papel em
praticamente todos os sistemas do organismo € o 6xido nitrico (NO) (Eiserich, et al.,1998a),
embora exer¢a diversas fung¢des fisiologicas uteis, em excesso pode ser nocivo. Em
determinadas condi¢des o NO e o O, podem interagir, resultando em um produto muito
toxico, o peroxinitrito (ONOO?). O ONOO" € capaz de reagir prontamente com diversas
moléculas: proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos, danificando-as. Além disso,
seus provaveis produtos de decomposi¢cdo, OHe, didxido de nitrogénio e outros, possuem

semelhante potencial deletério, conseqiientemente, a toxicidade do NO pode ser explicada,
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pelo menos em parte, por sua reagdo com o O,. O aumento da producdo de ONOO™ tem

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

A peroxidagdo lipidica é um processo envolvendo a oxidagdo de acidos gordurosos
poliinsaturados, os quais sdo componentes basicos de membranas biologicas. Compostos
reativo eletrofilicos sdo formados durante a peroxidagéo lipidica, principalmente aldeidos a
e B-ndo-saturados. Estes compostos geram ligagdes com o DNA. Entre elas, propeno €
propano substituido e deoxiguanosina com malondialdeido (MDA), acroleina, crotonaldeido
e eteno, resultantes de reagdes de bases de DNA com epoxi aldeidos, sio um
importantissimo grupo de complexos. Os epoxi aldeidos sdo mais reativos para DNA do que
aldeidos saturados. Os compostos resultantes da peroxidagéo lipidica reagem principalmente
com DNA mostrando agdo genotoxica e mutagénica ; entre eles, 4-hidroxinonenal ¢ o mais

genotdxico, enquanto MDA ¢é o mais mutagénico (Luczaj, et al.,2003).

Como possiveis agentes lesivos que atuariam através da formag@o de radicais livres,
teriamos: lipopolissacarideo bacteriano (Sewerynek, et al.,1995), tetracloreto de carbono
(Daniels , et al.,1995), cianeto de potassio (Yamamoto e Tang, 1996), cainato (Melchiorri,
1995), reagentes de Fenton (FeSO,4 + H,0,) (Barlow-walden, 1995; Chen, et al.,1995) e L-
cisteina (Yamamoto e Tang, 1996). Além disso, os danos causados pela isquemia de
reperfusdo (Sewerynek, 1996), ingestdo de alcool (Melchiorri, et al.,1997), exercicio
excessivo (Hara, et al.,1996), proteina B-amildide (Pappolla, et al.,1997), 6-OHDA (6-
hidroxidopamina), MPTP (1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridino) (Acuna-castroviejo,

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

Portanto estresse oxidativo pode ser definido como o dano causado pelos radicais
livres e espécies reativas do oxigénio. Clinicamente, o estresse oxidativo pode causar lesdo
tecidual relacionado com muitas desordens fisiopatolégicas como a hipo6xia, a inflamagéo e
a isquemia tecidual e de reperfusdo. Outras teorias afirmam que o estresse oxidativo pode
estar relacionado com disfun¢do neuroldgica associada com doengas neurodegenerativas,

incluindo a doenga de Parkinson, Alzheimer e outras (Beyer, et al.,1998).
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Diversos sistemas de defesa enddgenos incluem enzimas e outros antioxidantes que
inativam os radicais livres e as espécies reativas do oxigénio (ERO) que s@o produzidos no
organismo. A superdxido dismutase (SOD), enzima presente na mitocondria e citosol,
converte o radical superéxido em perdxido de hidrogénio (Halliwell e Gutteridge, 1998).
Outra enzima encontrada nos perissomos na maioria dos tecidos € a catalase, esta, remove o
perdxido de hidrogénio catalizando a sua redugdo em agua e oxigénio molecular (Scott, et
al., 1991). A principal enzima responséavel pela remocéo do peréxido de hidrogénio gerado
pela SOD no citosol e mitocdndria € a glutationa peroxidase (GPx), esta, promove a redugéo
do H,0,, as custas da glutationa reduzida (GSH), para formar a glutationa oxidada (GSSG)
e agua (Gaté, et al.,1999).

1.5. Modelo da Doenca de Parkinson

A causa da morte cronica de células da substincia negra na DP e os mecanismos
envolvidos neste processo permanecem obscuros. O esclarecimento parcial do processo de
morte celular € comumente estudado em modelos que utilizam neurotoxinas tais como 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) ou 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridine (MPTP). Hipdteses
que explicam os mecanismos de como agem estas neurotoxinas foram relacionados com a

patogénese da morte de células da substincia negra na DP. (Gerlach, et al.,1996).

A neurotoxina 6-OHDA ¢ uma droga comumente utilizada na investigagdo de
compostos com atividade protetora em doengas neurodegenerativas em humanos, incluindo
a doenga de Parkinson. Evidéncias demonstram que a 6-OHDA gera espécies reativas de
oxigénio, induzindo apoptose de células dopaminergicas na substincia negra de ratos
(Cohen, et al.,1974; Walkinshaw e Waters, et al.,1984; He, et al.,2000), embora seu
mecanismo molecular ndo esteja bem evidenciado, estudos recentes sugerem o
envolvimento de mecanismos de estresse oxidativo que facilitam a conversdo de
neurotoxinas em uma quinona com a formag¢éo de H,0,, iniciando assim uma sinalizac&o de
morte celular especifica por ativagdo de fatores de transcrigdo tais como caspase-3, NFkB,

P53 e C-Jun (Del Rio e Velez-Pardo, et al.,2002).
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A 6-OHDA atua possivelmente induzindo lesdo dopaminérgica nigro-estriatal por
geracdo de perdxido de hidrogénio e seus radicais hidroxila derivados, (Sachs, et al.,1975)
presumivelmente iniciado por um metal de transigéo tal como ferro. A prevengéo parcial, ou
até completa dos efeitos da neurotoxina 6-OHDA e ferro por uma prévia administragdo de
agentes quelantes de ferro, (Bem-Shachar, et al.,1991) vitamina E, (Cadet, et al.,1989) e
inibidores da MAO-B como a selegilina (Knoll, et al.,1986), pode relacionar seu mecanismo

de ag@o.

A neurotoxina catecolaminérgica 6-hidroxidopamina (6-OHDA) foi encontrada como
produto endégeno em pacientes com DP. Isso sugere que ela pode desempenhar um papel
na patogénese da doenga de Parkinson (Glinka, et al.,1997; Jellinger, et al.,1995). A 6-
OHDA forma radicais livres € ¢ um potente inibidor dos complexos I e IV da cadeia
respiratoria mitocondrial (Glinka, et al.,1997). Quando injetada na substincia negra de ratos,
a 6-OHDA produz uma perda acentuada dos neurdnios dopaminérgicos Nigro-estriatais, e
uma infusfio estriatal continua pode produzir uma axotomia terminal de neurdnios
dopaminérgicos topograficamente limitada e uma prolongada debilidade comportamental

(Jonis, et al.,1996).

Um modelo animal da doenga de Parkinson levando a uma degeneragéo similar dos
neurdnios dopaminérgicos da substdncia negra, pode ser produzida pela injecdo
estereotaxica unilateral da neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Ichitani, et al.,1991,
Przedborski, et al.,1995). Como conseqiiéncia temos uma destruigdo imediata e quase
completa dos neurdnios dopaminérgicos da substincia negra, resultando em uma deplegéo
dos niveis de dopamina no estriado ipsilateral a injecdo. Apds a injegdo de 6-OHDA
ocorrem mudangas unilaterais na via nigroestriatal que levam a uma assimetria funcional a
qual € quantificada utilizando-se um teste rotacional induzido por agonistas dopaminérgicos

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

A apomorfina € um agonista dopaminérgico que estimula diretamente os receptores
D1 e D2, e de acordo com o modelo de teste comportamental rotacional, os animais
lesionados com 6-OHDA e tratados com apomorfina giram em torno do proprio eixo em

direcdo ao lado contralateral (nfo lesionado). Labandeira-Garcia, (1996) verificaram que
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existe uma perda marcante e progressiva dos terminais dopaminérgicos em apenas alguns
dias apos a lesdo intraestriatal com 6-OHDA. A utilizagdo da 6-OHDA para produzir um
modelo que possa replicar as mudangas neuroquimicas, morfologicas € comportamentais
observadas em pacientes com DP é comprovada, e € excelente para testar e determinar o

mecanismo de a¢édo de drogas (Gerlach, et al.,1996; Tolwani, et al.,1999).

Esse modelo ¢ util na monitorizagdo dos efeitos de diferentes tratamentos, € a
relevancia do periodo de tempo para a aplicagdo do tratamento pode depender da estratégia,
portanto, tratamentos preventivos ou protetores devem ser realizados pouco antes da lesdo

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

Também contribuem para a hipdtese de estresse oxidativo na perda neuronal na
substincia negra da doenga de Parkinson analises que mostram uma alta concentragdo de
espécie reativas de oxigénio, incluindo dopamina, neuromelanina, &cidos graxos
poliinsaturados e ferro, e um contetido baixo de antioxidantes, principalmente glutationa
(Kidd, et al.,2000 e Carvey, et al.,2001). Assim, o estresse oxidativo pode facilmente
subjugar doengas naturais, resultantes da producdo de espécies reativas de oxigénio, as quais
apresentam tanto estresse oxidativo como inicio e propagag@o de apoptose de neurdnios

dopaminérgicos.

1.6. Neuroprotecio e Neuroresgate

"Neuroproteg@o" e "neuroresgate" sdo termos que podem ser interpretados de varias
maneiras. No contexto do nosso trabalho é provavelmente melhor defini-los em termos
bioquimicos e funcionais. Neuroprote¢do pode ser definida como protegdo das células
neuronais da morte induzida por varias anormalidades bioquimicas associadas com a
etiologia e a patogénese. Neuroresgate pode ser definido como o retorno de algumas ou
todas as fungBes bioquimicas e restauragdo da fungdo neuronal normal das células

danificadas. (Schapira, 1999)

Um importante avango, potencial das terapias neuroprotetoras e de neuroresgate ¢ que
elas provavelmente néo sio seletivas para neurdnios dopanimégicos. Assim, sintomas da DP

que sdo refratarios & terapia dopaminérgica podem responder aos tratamentos de



19

neuroresgate. Com o possivel sucesso das terapias neuroprotetoras e de neuroresgate na DP
posteriormente estas drogas seriam utilizadas em outras doengas neurodegenerativas com

vias patogénicas similares, mais isso certamente serd uma area de investigagao.

1.7 Plantas medicinais no Brasil

Apesar do uso de produtos derivados de plantas e animais ter sido bem documentado
por séculos, suas a¢des bioquimicas ndo foram observadas e analisadas cientificamente até
os meados dos séculos XVIII e XIX, particularmente no inicio de 1800 quando um

importante numero de substincias com agdes farmacolégicas foram identificadas (Clark, et

al.,1996).

Segundo estimativa da Organizagdo Mundial de Saude, 80% da populagdo mundial
usa os recursos das medicinas populares para suprir as necessidades de assisténcia médica
primaria (Farnsworth, et al.,1985). A medicina tradicional, baseada no uso de produtos
obtidos a partir de plantas, vem sendo responsavel por aproximadamente 85% dos

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

No Brasil, o uso de plantas medicinais e preparagdes caseiras assumem fundamental
importancia no tratamento das doengas que afetam as populagdes de baixa renda, tendo em
vista a deficiéncia da assisténcia médica, a influéncia dos hébitos culturais e a

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

Os flavonoéides existem na natureza a mais de um bilhdo de anos (Swain, et al.,1975)
e assim tem evoluido juntamente com organismo durante esse periodo. Os flavonoides
apresentam alguns propOsitos importantes na natureza, tem sobrevivido em plantas
vasculares durante a evolugdo (Swain, et al.,1975). A associagdo muito longa de
flavondides de plantas como varias espécies animais e outros organismos ao longo da
evolugio pode contribuir para a extraordinaria gama de atividades bioquimicas e

farmacolégicas destes compostos em mamiferos e outros sistemas biologicos.

Flavondides tem efeitos importantes na bioquimica e fisiologia das plantas, atuando

como antioxidantes, inibidores enzimaticos, precursores de substincias toxicas e pigmentos
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de plantas (McClure, et al.,1986). Mais de 400 estruturas de flavonoides inicos tém sido
isoladas de plantas (Harborne, 1988b, et al.,1986). Os flavonodides tém sido a muito tempo
reconhecidos por possuirem atividade antiinflamatéria, antioxidante, antialérgica,
hepatoprotetora, antitrombdtica, antiviral e atividade anticarcinogénica ( Selway, et al.,1986

e Welton, et al.,1988).

Primariamente reconhecidas como pigmentos responsaveis pela coloragédo de flores e
frutos (Timberlake e Henry, et al.,1986; Brouillard e Cheminant, et al.,1988), os flavonéides
sdo encontrados em frutos, vegetais, hervas, flores, especiarias, troncos, sementes bem como
em chas e vinhos tinto. Eles sdo componentes proeminentes de frutas citricas (Kefford e
Chandler, et al.,1966) e sdo consumidos regularmente na dieta humana. Dentre os principais
flavonoides, destacamos o flavanol (cha verde, cha preto e vinho tinto), flavanona (casaca
de frutas citricas, frutas citricas), flavonol (alho-porrd, uva, cha preto, cebola, alface,
brocolis, cas de macgd, azeitona, vinho tinto), flavona (casca de frutas, aipo, salsa),
antocianidinas (uva roxa, vinho tinto, framboesa, cereja, morango e casca de frutas
coloridas) (Wilhelm et al., 2001). Essas substancias de baixo peso molecular, encontradas
em todas as plantas vasculares, sdo fenilbenzoil-pironas (fenilcromonas) com um sortimento
de estruturas baseadas em um niicleo comum formado por trés anéis. Eles sdo usualmente

subdivididos de acordo com seus substituintes.

Flavondides e tocoferol (vitamina E) mostram uma estrutura em comum isto € um
anel cromona. Tem sido realizados grandes esfor¢os para quantificar as quantidades de

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

Os componentes estruturais da molécula, incluem dois anéis benzénicos de cada lado
de um anel de 3 carbonos. Combinag¢des multiplas de grupos hidroxilas, agucares, oxigénio,
e grupos metilas ligados a essas estruturas ddo origem as varias classes de flavonoides a
saber: flavandis, flavanonas, flavonas, flavan-3-ois (catequinas), antocianinas e isoflavonas.
Varios estudos mostraram que os flavonodides sdo potentes antioxidantes, capazes de
seqiiestrar radicais hidroxilas, anions superéxidos e radicais peroxilipidicos. Dois estudos
epidemioldgicos recentes (Hertog, et al.,1993; Knekt, et al.,1996) revelaram uma correlagio

inversa entre os flavondides da dieta e a mortalidade por doengas cardiacas. Assim, um
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desses estudos realizado na Finlandia com 5133 homens e mulheres encontrou que aqueles
individuos com conteudo alto de flavonodides na dieta apresentaram um risco menor para
doencgas coronarias. Um outro estudo realizado na Alemanha (The Zutphen Elderly Study)

com 805 homens notou uma relagdo inversa entre flavonoéides da dieta e doengas cardiacas.

Flavonoides obtidos de plantas em geral sdo bem conhecidos antioxidantes e, além de
suas propriedades antioxidantes, tem também sido relatadas agGes queladores de metal e
antiinflamatérias (Bravo, et al.,1998 e Middleton, et al.,2000). Portanto, a natureza
multifuncional destes compostos os torna fortes candidatos para a terapia contra a DP.
Recentemente, o cha verde que contém varios componentes polifenélicos demonstrou
atenuar a morte celular induzida pela 6-OHDA em feocromocitoma e neuroblastoma.

(Levite, et al.,2002).

A palavra tanino foi usada pela primeira vez, em 1796, para definir o principio
adstringente da casca de carvalho que possui a propriedade de transformar a pele dos
animais, de a tornar imputrescivel e resistente a agua fervente, evitando a sua gelatinizagéo.
Os taninos vegetais ndo se definem propriamente por sua composi¢do quimica,
demesiadamente variavel, mas por um conjunto de propriedades devidas, em grande parte, a
presenca de hidroxilas fendlicas nas suas moléculas. N&o se conhece a distribuigdo exata
dos taninos nas plantas, pela deficiéncia dos métodos quimicos e pelo estudo ainda
imperfeito ainda realizado; todavia, foram ja reconhecidos em todos os grandes

agrupamentos estabelecidos no Reino Vegetal. S&o raros nos grupos inferiores (Costa, et

al.,1999).

Os taninos aparecem em todas as regides, em todos os orgéos da planta, desde a raiz
aos frutos e, ainda, nas galhas. A mesma planta possui, simultanemente, taninos
hidrolisaveis e condensados, mas com o predominio de um deles pelo menos em
determinadas regides. A riqueza relativa varia de acordo com os 6rgdos (folhas, raizes,
cascas, lenhos), a idade (cascas de ramos novos, ou idosos, camadas externas ou internas do
lenho), estado de desenvolvimento (frutos verdes e maduros), etc. Caracterizam-se por suas
propriedades adstringentes (dolatim ad, para e stringere, apertar), que se explica por os

taninos precipitarem a superficie das células superficiais das mucosas e dos tecidos a
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descoberto, formando revestimento protetores. Deste modo diminui-se o volume das
secregdes, atenua-se a sensibilidade, anula-se a propriedade de absorver substincias
irritantes ou toxicas e contraria-se o desenvolvimento de agentes infecciosos. Internamente,

atuam de igual modo, graga a precipitagdo das proteinas (Costa, et al.,1999).

Dentre as plantas do nordeste brasileiro, a Myracrodruon urundeuva Allemio
(Anacardiaceae), popularmente conhecida como aroreira do sertfio, é rica em taninos. O
extrato aquoso obtido da casca € popularmente usado em ginecologia como um
antiinflamatério no trato genital feminino. A planta é também usada no tratamento de
doengas do trato respiratério e trato urinario, hemoptise, hemorragias e diarréias como uma
infusdo ou decocgdo. Trabalhos recentes (Menezes, et al.,1986) mostram uma significante
atividade antiinflamatoria, com propriedades antiulcerosas e cicatrizantes de extratos
aquosos e hidroalcodlicos da planta. Estudos de fracionamento quimico (Viana, et al.,1995)
revelaram que o extrato acetato de etila contém duas fragdes principais, as primeiras com
predominio de compostos chalconicos e a segunda com predominancia de catequinas e

taninos pirogalicos.

Plantas contendo tanino podem apresentar uma grande variabilidade de efeitos
fisiologicos e sdo conhecidos por apresentar varias propriedades bioldgicas tais como agio
antiinflamatoéria, analgésica anti-linfocitica (Okoli, et al.,2000; Kapu, et al.2001;
Giovannelli, et al.,2000; Chen, et al.,2000) antimicrobiano e antiviral (Ho, et al.,2001;
Akiyama, et al.,2001; Silva, et al.,2002; Elegami, et al.,2002; Cheng, et al.,2002) anti-
leishmaniosa e imunomodulatéria, (Kiderlen, et al.,2001) anti-diarreico (Abdullahi, et
al.,2001) entre outros. Estudos farmacolégico (Viana, 1995) demonstram que a fragdo
tanino obtida da M. wrundeuva apresenta uma potente atividade analgésica e
antiinflamatoria em varios modelos experimentais. Contudo, provavelmente a propriedade
melhor estudada dos taninos ¢é sua habilidade em prevenir peroxidagéo lipidica, formagdo de
superoxido e sua propriedade supressora de radicais livres. (Giovannelli, et al., 2000; Lin,
2001; Kaplan, et al.,2001; Ying, et al.,2001; Bhattacharya, et al.,2002; Wei, et al.,2002;
Dufour, et al.,2002; Bors, et al.,2002; Gyamfi, et al.,2002; Mullen, 2002; Nakagawa, et
al.,2002; Lin, et al.,2001).
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A sensag@o articular que deixa na boca, de secura e contricgdo, dita adstringente,
explica-se, ainda por terem precipitado as proteinas das células superficiais do epitélio bucal
e, simultaneamente, as glicoproteinas exclusivas da saliva e que lhe comunicam
propriedades lubrificantes adequadas. O poder anti-séptico revelado pelos taninos explica-
se, ainda, pelo referido revestimento precipitado impedir o desenvolvimento de
microorganismos, associado a propria agdo desinfetante que lhe confere o seu carater

fenolico (Costa, et al.,1999).

Possuem também propriedades hemostaticas nas hemorragias de origem capilar, por
precipitarem as proteinas do soro, originando coagulos. Atuam de modo analogo, os sais
metalicos como os cloretos de ferro, de zinco, alimen, etc. Uma outra utilidade importante
dos taninos: como antidoto nos envenenamentos, por via oral, com alcaldides, sais metalicos

toxicos, etc. (Costa, et al.,1999).

As principais dificuldades relacionam-se com o seu estado amorfo, que impede o
isolamento de substincias puras; geralmente obtém-se extratos com diversos contituintes,
mais durante os processos usados alteram-se as substincias originais, simplificando-se por
hidrolise ou, pelo contrario, oxidando-se e polimerizando-se; ainda dissolvem-se na agua,
em conjunto, varias substincias polifendlicas com polaridades elevadas, que favorecem a
dissolugdo de outros constituintes pouco soluveis, resultando assim misturas separaveis

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

Para tornar mais complexo o problema, verificou-se que em cada planta existem
diversos taninos e que a sua composi¢do variava de acordo com as regides onde se
localizavam, umas vezes s6 no seu aspecto quantitativo (os galhotaninos acumulam-se em
particular nas galhas), mais outras também no qualitativo (os taninos das cascas e do lenho

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

Os taninos formam um grupo heterogéneo ainda mal definido sob o ponto de vista
quimico: principios fendlicos que possuem propriedades caracteristicas destes compostos
aromaticos, amorfos, rarissimas vezes cristalinos, circunstdncia que dificulta o seu

isolamento e estudo. Acompanham-se, em geral, outros compostos aromaticos, como
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fendis, 4cios fendlicos, catequinas, leucoantocianidinas, e etc., de pesos moleculares baixos,
que ndo possuem as propriedades dos taninos, mas podem aparecer integrados nas suas
moléculas; o seu reconhecimento relativamente facil pode esclarecer-nos, portanto, sobre a

natureza quimica das substincias tAnicas fundamentais (Costa, et al.,1999).

Costumam dividir-se os taninos em dois grupos: os hidrolisaveis e os condensados
ou ndo hidrolisaveis. Taninos condensados sdo os mais freqiientes na natureza, mais sdo
também aqueles menor conhecidos, dadas as dificuldades oferecidas ao seu estudo. Em
conjunto, quando extraidos dos vegetais, apresentam-se em massas coradas de tons
castanhos ou vermelhos, amorfas bastantes soluveis no élcool, alcalis, sulfitos, e etc., menos

na agua (Costa, et al.,1999).

Dificultaram o estabelecimento da sua estrutura, os obsticulos de ordem pratica
levantados ao isolamento dos seus constituintes. Todavia, os analistas certificaram-se que
certos componentes mais simples das misturas encontravam-se sempre presentes; € quando
eram aquecidos a seco ou com acidos minerais em solugdo aquosa, formavam-se compostos
insoluveis semelhantes aos proprios taninos: atribuiram-lhes entdo, a qualidade de seus
precursores na natureza. E desenvolveu-se a idéia de que deviam possuir, os taninos, a
estrutura de polimeros de unidades fundamentais. Os primeiros mondmeros isolados que
satisfizeram esta exigéncia foram as catequinas ou catequois isolados dos extratos

denominados catos e depois reconhecidos nas proprias plantas (Costa, et al.,1999).

As catequinas sdo compostos cristalinos, incolores, soliveis na dgua, alcool, acetona,
porém dificilmente no éter (figura 6). Coram-se de verde pelos sais de ferro; precipitam-se
das suas solugdes pelo bromo, cafeina e brucina, resultando em combinagdes cristalinas.
Nzo possuem propriedades adstringentes, ndo precipitam a gelatina e também néo curtem as
peles dos animais, todavia sdo adsorvidas por estas, mas basta a lavagem simples com agua
para recuperar as catequinas. Portanto, correspondem ainda as propriedades caracteristicas
dos taninos (Costa, et al.,1999). A catequina demonstra ainda possuir atividade antioxidante

J 2

e anti-apoptotica (Nanjo, 1996; Morel, 1999; Chan et al., 2002; Nie et al., 2002).
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Figura 6 — Representagio estrutural da catequina. A capacidade antioxidante destes
compostos vai estar relacionada com a presenca dos grupamentos catecol. Os quais v@o
estabilizar radicais livres e se autoestabilizar em decorréncia dos hibridos de ressonancia
formados.

Catequina R1=0OH; R2=H; R3=H
1.8 Relevancia e Justificativa

Desde que o estresse oxidativo é o mecanismo primario envolvido na
patogenia da DP (Fahn and Cohen, 1992), compostos antioxidantes de ocorréncia natural
tem atraido atencfio particular devido sua abundéncia em cha (Camellia sinensis) extratos
(Chan et al., 2002), sua habilidade para atravessar a barreira hematoencefalica (catequinas
fenolicas) (Nakagawa and Miyazawa, 1997), e devido a sua capacidade antioxidante

relativamente alta oferecendo neuroprotegéo (Nanjo et al., 1996).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Tendo em vista que na DP ocorre perda de neurdnios dopaminergicos, possivelmente
em decorréncia de um geragdo de radicais livres, e pelo fato de a fragdo tanino obtida da
Myracrodruon urundeuva e a catequina possuirem atividade antoxidante, o objetivo deste
trabalho foi estudar a atividade neuroprotetora destes compostos em modelo de degeneragdo

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

2.2 Objetivos Especificos

» Padronizar um método de cultura de células mesencefélicas de rato.

> Estudar os efeitos neuroprotetores da FT e catequina em modelo de morte neuronal
induzida pela 6-OHDA em células mesencefalicas de ratos.

» Avaliar a agdo neuropreventiva e de neuroresgate da FT e catequina sobre a viabilidade
celular pelo método do MTT.

» Verificar a agio a FT e catequina sobre os niveis de nitrito e TBARS produzidos pela 6-

OHDA no modelo de neuroprevengéo e de neuroresgate
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. Substincias quimicas

Catequina, glutamina, citarabina, 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
naftiletilenodiamina, e acido tiobarbiturico, poli-lisina e sulfanilamida foram adquiridos da
Sigma, St. Louis, MO, USA. Meio essencial minimo de Eagle (MEM) e soro de cavalo
foram obtidos da Gibco BRL. Bromidrato de 6-Hidroxidopamina (Sigma-USA),
Dexferoxamina mesilato (Sigma-USA), N-(1-naftil)-etilenodiamina diidrocloreto (Merck-

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

3.2. Extracio da fracio tanino (FT) obtido da Myracrodruon urundeuva

O extrato etilacetato (EAE) foi preparado de acordo com método previamente
descrito (Viana , et al.,1995) no Departamento de Quimica Orgéanica pela professora Mary
Anne. O EAE foi extraido da casca da planta a partir de prévio tratamento com hexano para
remover de lipidios. A separagdo cromatografica da EAE em uma coluna de silica resultou
em sete fragdes das quais duas delas (F8-13) e (F18) mostraram atividade antiinflamatoria
(Bandeira, 2002) por monitoramento farmacoldgico. A andlise quimica destas duas fragdes
mostrou que a primeira fragdo apresentava componentes chalconicos, ao passo que a
segunda possuia taninos (FT) onde o percentual da fragdo tanica nesse extrato € de 56,22% a

qual foi o objeto do presente trabalho.

3.3. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar gravidas, (200 — 240g) provenientes do biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Ceara. Os animais
foram mantidos a 23-25 °C com ciclo claro/escuro, € alimentados com uma dieta padréo e

agua ad libitum.
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3.4. Culturas de células mesencefalicas de rato

Os animais foram anestesiados e mortos por deslocamento cervical e sua area
abdominal foi aberta para a retirada dos embrides. As culturas de células mesencefélicas
contendo células neuronais e gliais foram obtidas de mesencéfalo de embrides de rato
Wistar de 17-20 dias de gravidez como descrito por Choi cols., (1987). As células
mesencefalicas foram entfo dissecadas mecanicamente e suspensas em Meio Essencial de
Eagle (MEM) completado com soro de cavalo 10%, estreptomicina (100 mg/ml), penicilina
(1000 Ul/ml), actinomicina C (2.5 mg/ml), bicarbonato de sédio (24 mM) e glicose (11
mM). A suspens@o de células foi plaqueada em placas multi-well de 96 pogos preveamente
tratadas com poly-lisina com uma concentragio de 5 x 10 * células/pogo. As culturas foram
mantidas a 37 °C em estufa a 5% CO,. Sete dias depois do plaqueamento, as culturas foram

utilizadas para experimentag@o.

3.5. Ensaio de neurotoxicidade

A neurotoxicidade foi avaliada usando o ensaio MTT (Mosmann , 1983), que se
baseia no fato de este sal (MTT) ser reduzido pelas mitocondrias das células viaveis a um
sal (sal de Formazan), sendo a quantidade deste sal um indicativo da viabilidade celular.
Decorridos 7 dias de cultura, foram utilizados 2 protocolos experimentais. No primeiro, a
FT e catequina usados nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/ml e dexferoxamina (40 uM)
(usada como controle positivo) foram adicionados a cultura, 24 h antes da 6-OHDA (200
uM) (modelo de neuroprevengdo). No segundo ensaio, os compostos foram adcionadas a
cultura 3 h depois da 6-OHDA (modelo de neuroresgate). Decorridas 24h de incubagéo, foi
adicionado 200 pL de 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium brometo (MTT), na
concentragdo de Smg/mL em cada pogo, onde estas células foram incubadas por mais 3h.
Apds este periodo, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se entdo 150 uL. de DMSO puro
para a lise das células e solubilizagdo do formazan e, decorridos 15 min de agitagdo, a
absorbancia foi medida com leitor de microplacas em 540 nm. A inibigdo da redugdo do
MTT indica a diminuigdo da viabilidade celular. Os experimentos foram realizados em

sextuplicata e repetidos em trés diferentes dias.
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Modelo de neuroprevenc¢io
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3.6. Determinacéio de Nitrito

Apbs o periodo de incubagdo, a concentragdo de nitrito foi determinada segundo o
método de Green cols., (1981), que se baseia em revelar a presenga de nitrito em uma
amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma reagdo de diazotizagdo que forma um
croméforo de cor résea, com pico de absorbancia de 560 nm. Para esta experiéncia 100 pL
do reativo de Griess (sulfanilamida a 1%/ cloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina 0.1% /
H;PO, em 1% / 4gua destilada, na proporgdo de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 pL do
sobrenadante da cultura de célula e incubado a temperatura ambiente por 10 min. A curva
padriio foi elaborada com vérias concentragdes de NaNO, (variando de 0,75 a 100 pM) sob

as mesmas condi¢des. Os brancos foram preparados pela adigdo de 100 pL do reativo de
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Griess a 100 pLL do meio de cultura e a absorbancia foi medida em leitor de microplacas em

560 nm.

3.7. Determinacdo da peroxidacio lipidica pela medicéo de tiobarbituricos (TBARS)

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pela mensuragéo de substincias tiobarbitiricas
acido-reativas (TBARS) (Draper, et al.,1990). A peroxidacdo lipidica é uma das mais
importantes expressdes organicas do estresse oxidativo induzido pela reatividade dos
radicais livres de oxigénio. O método mais empregado para determinagio do MDA em
amostras biologicas € baseado na sua rea¢do com acido tiobarbitirico (TBA). Nesta reacéo,
duas moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para
formar um pigmento réseo, que tem absorbancia maxima em solucido acida em 532 a 535
nm. O coeficiente de extingdo deste pigmento num comprimento de onda de 535 nm, pH
1,0, é 1,53 x 10° M. Apos o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi descartado e as
células foram lisadas com ImL de Triton X 100. Entdo, 250 pl. do homogenato foi
adicionado a tubos de vidro, e incubados em banho-maria a 37 °C por 1 h, seguido por
adi¢do de 400 pL de acido perclérico 35% para precipitar proteinas. A mistura foi
centrifugada a 1400 g por 10 min. e 600 pL do sobrenadante foi adicionado a 200 pL de
uma solucdo de 4cido tiobarbitirico a 1,2%. A mistura foi levada a banho-maria e aquecida

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

535 nm.
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3.8 Analise Estatistica

A analise estatistica foi feita utilizando o programa Graph Pad prism 3.0 Para
comparag¢do entre as médias foi feita uma analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste
de Dunnet, as diferengas foram consideradas estatisticamente significaticativas quando

P<0,05. Os valores foram expressos como Média + EPM.
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4.RESULTADOS

4.1. Efeito citotéxico da 6-OHDA sobre a viabilidade de células mesencefalicas de rato.

A Figura 7 mostra a cultura de células mesencefilicas de rato na presenga ou
auséncia da 6-OHDA (200uM). Podemos observar uma grande redugiio na populagio de
c€lulas e grande presenca de fragmentos celulares.

A figura 8 mostra o efeito da 6-OHDA nas concentra¢gdes de 40, 200 e 400 pM,
equivalente a 10, 50 e 100 pg/mL sobre a viabilidade celular. Os resultados mostram que a
6-OHDA na concentragdo de 40 pM ndo tem efeito toxico, a adicdo de 200 e 400 uM
diminuiram a viabilidade celular em 41% e 34% respectivamente, demonstrando um efeito
maximo na concentragio de 200 uM (absorbancia pelo MTT: controle = 0,108 + 0,003; 6-
OHDA 40 pM = 0,102 £ 0,012; 6-OHDA 200 uM = 0,064 + 0,000; 6-OHDA 400 uM =
0,071 £ 0,010).



Fisura 7-Cdotoxicidade da 6-OHDA (200 wivl) em culiura de celutas mesencelalicas de

rato. 2 grupo conirole (40X) b grupo 0-UHUA (40X} Como podemos oDseTvar. no
erupo controle a temos a maiutensao da miegridade das celulas. mtegridade esta que ¢
perdida quando estas sao eXpostas 4 Neurotoxina 0-UHDA como podemos observar no

¢rupo 0-UHDA D.
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0.154

gura 8 — Efeito da 6-OHDA sobre a viabilidade celular mesencefalicas de rato. As células
ram cultivadas durante 7 dias, apés este periodo foram cultivadas com 6-OHDA (40, 200,
OpM) durante 24h. Apés o tratamento a viabilidade celular foi determinada pelo MTT. Os

lores estdo expressos como média + EPM a vs controle, P< 0,05 (ANOVA e teste de
mnnet).
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4.2. Efeito da 6-OHDA sobre a producio de nitrito em cultura de células

mesencefalicas de rato

A figura 9 mostra que a 6-OHDA promoveu um aumento dose dependente nas
concentragdes de nitrito quando comparado com controle (controle = 4,102 + 0,3973 pM; 6-
OHDA 40 pM = 15,460 + 0,3084 uM; 6-OHDA 200 pM = 18,450 + 0,3971uM; 6-OHDA
400 pM = 20,85 £ 0,6242 uM, (P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 9 — Efeito da 6-OHDA sobre os niveis de nitrito em células mesencefélicas
de rato. As células foram cultivadas durante 7 dias, apds este periodo foram
cultivadas com 6-OHDA (40, 200, 400uM) durante 24h. Apds o tratamento os

niveis de nitrito foram determinados . Os valores estdo expressos como média +

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

mesencefalicas de rato.

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

concentragcdes de TBARS em relag¢do ao controle (TBARS: absorbancia controle = 0,1060
+ 0,004; 6-OHDA 40 pM = 0,1837 + 0,003; 6-OHDA 200 uM = 0,2626 + 0,011; 6-OHDA
400 pM = 0,3039 £+ 0,117)(P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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TBARS Abs

Figura 10 - Efeito da 6-OHDA sobre os niveis de TBARS em células mesencefalicas de
rato . As células foram cultivadas durante 7 dias, apds este periodo foram cultivadas com
6-OHDA (40, 200, 400uM) durante 24h. Apos o tratamento os niveis de TBARS foram
determinados . Os valores estdo expressos como média + EPM a vs controle, P< 0,05

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

de ratos expostas a 6-OHDA

A figura 11 mostrou que a inibicdo da divisdo de células n3o neuronais,
principalmente as células gliais, pela citarabina (10”°M), tanto isolada quanto em associagio
com a 6-OHDA, ndo demonstrou nenhum efeito sobre a neurotoxicidade induzida pela
neurotoxina 6-OHDA em células mesencefalicas de ratos como medido pelo método do
MTT (absorbancia controle = 0,1257 + 0,003; 6-OHDA 200 uM = 0,0460 =+ 0,004;
Citarabina 10° M = 0,1203 + 0,004; Cit + 6-OHDA 200 uM = 0,0540 + 0,002)(P<0,05,
ANOVA e teste de Dunnet).

A dexferoxamina (40uM), usada como controle positivo, quando administrada
1soladamente, ndo promoveu nenhuma alteragéio na viabilidade celular. No entanto, quando
associada com a 6-OHDA 200 pM, promoveu uma citoprotecdo de 76%. Os resultados
mostram ainda que a adigdo de 200 uM da neurotoxina diminui em 60% a viabilidade
celular (absorbancia pelo MTT: controle = 0,125 + 0,003; 6-OHDA 200 uM = 0,046 +
0,004; Dex 40 uM = 0,1240 + 0,005; Dex 40 + 6-OHDA = 0,0818 = 0,001).



0.15-

MTT Abs.

Figura 11- Efeito da citarabina e dexferoxamina sobre a viabilidade de
células mesencefalicas de rato tratados com 6-OHDA(200um). As
células foram cultivadas durante 7 dias, apds este periodo foram
cultivadas com citarabina (10°M) e dexferoxamina (40pM) durante
24h. Apb6s o tratamento a viabilidade celular foi determinada pelo
MTT. Os valores estdo expressos como média + EPM, a vs controle, b

vs 6-OHDA (P< 0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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4.5. Efeito da dexferoxamina sobre a producio de nitrito em cultura de células

mesencefalicas de rato na presenca ou auséncia de 6-OHDA

A figura 12 mostra que a dexferoxamina nfo promoveu alteragdes nas concentragdes
de nitrito quando comparado com controle (controle = 4,102 + 0,3973 uM; 6-OHDA= 18,45
+ 0,3971 pM; dexferoxamina = 5,622 + 0,1025 puM, P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet). A
dexferoxamina nfo reverteu os niveis de nitrito produzidos pela 6-OHDA (dexferoxamina

40 uM + 6-OHDA = 18,97 + 0,5578 uM) (P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 12 — Efeito da dexferoxamina sobre os niveis de nitrito em
cultura de células mesencefalicas de rato na presenca ou auséncia de 6-
OHDA As células foram cultivadas durante 7 dias, apés este periodo
foram cultivadas com dexferoxamina (40uM) durante 24h. Apods o
tratamento os niveis de nitrito foram determinados. Os valores estdo

expressos como média = EPM a vs controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05,
ANOVA e teste de Dunnet).
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4.6. Efeito da dexferoxamina sobre a producio de TBARS em cultura de células

mesencefilicas de rato na presenca ou auséncia de 6-OHDA

A figura 13 mostra que a exposicdo das células a4 6-OHDA aumentou
significativamente em 103% os niveis de TBARS em relagdo ao controle (TBARS
absorbancia: controle = 0,108 + 0,004; 6-OHDA = 0,252 + 0,011). A dexferoxamina na
concentragdo de 40 uM conseguiu reverter este efeito, trazendo os niveis de TBARS para
préximo do controle (TBARS absorbancia: Dexferoxamina = 0,116 = 0,005;
Dexferoxamina + 6-OHDA= 0,113 + 0,006)(P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).



TBARS Abs

Figura 13 - Efeito da dexferoxamina sobre os niveis de TBARS em
cultura de células mesencefalicas de rato na presenga ou auséncia de
6-OHDA. As células foram cultivadas durante 7 dias, apos este periodo
foram cultivadas com dexferoxamina (40uM) durante 24h. Apos o
tratamento os niveis de TBARS foram determinados. Os valores estdo
expressos como média = EPM a vs controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05,
ANOVA e teste de Dunnet).
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4.7. Efeito neuropreventivo da fragéio tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva

em células mesencefilicas de ratos expostos 2 6-OHDA

A Figura 14 mostra o efeito da fragdo tanino (FT) na cultura de células
mesencefalicas de rato na presenga de 6-OHDA. Podemos observar uma manutengio da
integridade das células quando comparadas ao controle.

A figura 15 mostra que a FT quando adicionada 24h antes da 6-OHDA, mostra um
efeito preventivo sobre a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA em células mesencefalicas
de rato. Os resultados mostram que a adi¢do de 200 uM da neurotoxina diminuiu em 40% a
viabilidade celular (absorbancia pelo MTT: controle = 0,108 + 0,003; 6-OHDA 200 uM =
0,065 + 0,000). A FT isoladamente promoveu, nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/ml, um
aumento da viabilidade celular em relagdo ao controle (absorbancia pelo MTT: Controle =
0,108 + 0,003; FT 1 = 0,129 + 0,002 (aumento da viabilidade em relagﬁb ao controle)
(19,4%); FT 10 = 0,138 £ 0,005 (27,7%); FT 100 = 0,208 + 0,009 (92%). A FT em
associagdo com a 6-OHDA nas concentragdes de 1, 10 e 100 upg/ml preveniu
significativamente a toxicidade induzida pela OHDA (absorbancia pelo MTT: 6-OHDA 200
UM = 0,065 £ 0,000; FT 1 + 6-OHDA = 0,077 + 0,001 (aumento da viabilidade em relaggo
a 6-OHDA 200 uM) (18%); FT 10 + 6-OHDA = 0,084 + 0,003 (29%); FT 100 + 6-OHDA
= 0,100 £ 0,006 (53%)).
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Figura 14- Efeito da fracdo tanino (FT) na cultura de células mesencefalicas de rato na
presenca de 6-OHDA. a grupo controle (40X) b grupo 6-OHDA (40X) ¢ grupo FT+6-
OHDA (40X).
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Figura 18 — Efeito neuropreventivo da Catequina (Cat) em cultura de
células mesencefalicas de rato expostos a 6-OHDA. As células foram
cultivadas durante 7 dias. A Cat (1, 10, 100pg/mL) foi adicionada
24h antes da 6-OHDA 200uM. Apds o tratamento a viabilidade
celular foi determinada pelo MTT. Os valores estdo €xpressos como
média + EPM, a vs controle, b vs 6-OHDA 50 (P < 0,05, ANOVA

e teste de Dunnet).
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4.10 Efeito de neuroresgate da catequina em células mesencefalicas de ratos expostos a
6-OHDA

A figura 19 mostra que a catequina quando adicionada 3h apés a 6-OHDA, mostra
um efeito de neuroresgate sobre a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA em células
mesencefalicas de rato. Os resultados mostram que a adigdo de 200 M da neurotoxina
diminiu em 54% a viabilidade celular (absorbancia pelo MTT: controle = 0,115 + 0,003; 6-
OHDA 200 puM = 0,065 + 0,000). A catequina isoladamente nas concentragdes de 1, 10 e
100 pg/ml, ndo promoveu nenhuma alteragdio na viabilidade celular em relagdo ao controle
(absorbancia pelo MTT: controle = 0,115 + 0,003; Cat 1 pg/ml = 0,107 + 0,003; Cat 10
pg/ml = 0,101 + 0,002; Cat 100 pg/ml = 0,101 + 0,002). A catequina em associagdo com a
6-OHDA na concentragdo de 100 pg/ml reverteu significativamente a toxicidade induzida
pela 6- OHDA (absorbancia pelo MTT: 6-OHDA 200 pM = 0,063 + 0,005; Cat 1 + 6-
OHDA = 0,067 + 0,001 (6%) (viabilidade em relagdo ao controle); Cat 10 + 6-OHDA =
0,074 + 0,002 (17%); Cat 100 + 6-OHDA = 0,086 + 0,005 (36%).
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Figura 19 — Efeito de neuroresgate da Catequina (Cat) em células mesencefalicas
de ratos expostos 3 6-OHDA. As células foram cultivadas durante 7 dias. A Cat
(1,10,100pg/ml) foi adicionada 3h apés & 6-OHDA 200puM. Apos o tratamento a
viabilidade celular foi determinada pelo MTT. Os valores estdo expressos como

média + EPM, a vs controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05, ANOVA e teste de Dunnet).

4
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4.11 Efeito da fracio Tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva sobre a
formacéio de nitrito em células mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA (Modelo de

Neuroprevenc¢io)

A figura 20 mostra que a FT, adicionada 24h antes da 6-OHDA (200uM), néo alterou
as concentragdes de nitrito quando comparado com controle (controle = 0,187 £ 0,0750 pM;
6-OHDA= 8,420 + 0,452 pM). A FT n#o conseguiu reverter os niveis de nitrito produzidos
pela adigdo de 6-OHDA, (6-OHDA= 8,420 + 0,452 uM; FT 1 + 6-OHDA = 14,62 + 0,466
uM; FT 10 + 6-OHDA = 15,45 + 0,248 uM; FT 100 + 6-OHDA = 17,59 + 0,404 uM,
P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 20 — Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre a
formacdo de nitrito em cultura de células mesencefalicas de ratos expostos
a 6-OHDA (modelo de neuroprevencdo). As células foram cultivadas
durante 7 dias.A FT (1, 10, 100ug/ml) foi adicionada 24h antes da 6-
OHDA  200uM. Ap6s o tratamento os niveis de nitrito foram

determinados . Os valores estdo expressos como média = EPM, a vs

controle (P< 0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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4.12 Efeito da fracio Tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva sobre a
formacéo de nitrito em células mesencefélicas de ratos expostas a 6-OHDA (Modelo de

Neuroresgate)

A figura 21 mostra que a FT nfo alterou os niveis de nitrito quando adicionada 3h
ap6s 4 6-OHDA 200 uM (controle = 3,528 = 0,397 uM; 6-OHDA= 18,00 £ 0,397 uM; FT 1
uM = 0,147 + 0,143 uM; FT 10 uM = 0,106 + 0,084 pM; FT 100 uM = 0,147 £ 0,146 pM).
A FT ndo conseguiu reverter os niveis de nitrito produzidos pela adi¢do de 6-OHDA (6-
OHDA= 18,00 + 0,397 uM; FT 1 uM + 6-OHDA= 16,66 + 0,862 pM; FT 10 pM + 6-
OHDA = 16,86 + 0,556 pM; FT 100 pM + 6-OHDA = 17,59 + 0,404 uM, P < 0,05,
ANOVA e teste de Dunnet).



Nitrito (uM)

Figura 21 - Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre a formagio
de nitrito em cultura de células mesencefalicas de ratos expostas a 6-OHDA
(modelo de neuroresgate). As células foram cultivadas durante 7 dias. A FT (1,
10, 100pg/ml) foi adicionada 3h apés a 6-OHDA 200uM. Apos o tratamento 0s
niveis de nitrito foram determinados. Os valores estdo expressos como média

EPM, a vs controle (P< 0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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4.13 Efeito da Catequina sobre a formacfo de nitrito em células mesencefilicas de

ratos expostos 2 6-OHDA (Modelo de Neuroprevengio)

A figura 22 mostra que a 6-OHDA (200 pM) levou a um aumento de 4400% na
concentragdo de nitrito. J4 a catequina nfio promoveu isoladamente altera¢des significativas
nas concentra¢des de nitrito quando comparado com controle (controle = 0,187 + 0,075 puM;
6-OHDA= 8,420 + 0,452 uM; Cat 1 pM = 0,388 £ 0,131 pM; Cat 10 uM = 0,227 + 0,086
uM; Cat 100 uM = 0,428 + 0,108 pM). Quando associada com a 6-OHDA, a catequina n@o
promoveu alteragio significativa dos niveis de nitrito (6-OHDA= 8,420 + 0,452 pM; Cat 1
uM + 6-OHDA= 8,862 =+ 0,133 uM; Cat 10 pM + 6-OHDA = 8,942 + 0,108 pM; Cat 100
uM + 6-OHDA = 9,665 + 0,148 uM, P<0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 22 — Efeito da Catequina (Cat) sobre a formagéo de nitrito em cultura de
células mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA (modelo de

neuroprevengdo). As células foram cultivadas durante 7 dias. A Catequina (1, 10,

100p.g/ml) foi adicionada 24h antes da 6-OHDA 200pM. Apés o tratamento os

niveis de nitrito foram determinados . Os valores estdo expressos como media

EPM, a vs controle (P< 0,05, ANOVA e teste de Dunnet).

60



61
4.14 Efeito da Catequina sobre a formacdo de nitrito em células mesencefalicas de

ratos expostos a 6-OHDA (Modelo de Neuroresgate)

A figura 23 mostra que a 6-OHDA (200 uM) levou a um aumento de 4400% na
concentragdo de nitrito. J& a catequina ndo promoveu alteragdo na concentra¢io de nitrito
(controle = 3,528 + 0,397; 6-OHDA 200 pM = 18,00 £ 0,397). A catequina em associago
com a 6-OHDA, nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/ml, ndo promoveu nenhuma alterago
nos niveis de nitrito produzidos pela 6-OHDA (6-OHDA 200 uM = 18,00 + 0,397; Cat 1
uM + 6-OHDA = 17,38 £ 0,545; Cat 10 uM + 6-OHDA = 16,83 + 0,464; Cat 1 uM + 6-
OHDA = 17,66 + 0,437).



Nitrito (L M)

Figura 23 - Efeito da Catequina (Cat) sobre a formagdo de nitrito em cultura de células
mesencefalicas de ratos expostos a 6-OHDA (modelo de neuroresgate). As células
foram cultivadas durante 7 dias. A Catequina (1, 10, 100pug/ml) foi adicionada 3h apos
a da 6-OHDA 200uM. Apds o tratamento os niveis de nitrito foram determinados . Os
valores estdo expressos como média £ EPM, a vs controle (P< 0,05 ANOVA e teste de

Dunnet).
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4.15 Efeito fracdo tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva sobre os niveis de
TBARS em células mesencefilicas de ratos quando adicionada antes da 6-OHDA 200

uM (modelo de neuroprevencio)

A figura 24 mostra que a exposi¢gdo das células a 6-OHDA aumentou
significativamente em 103% os niveis de TBARS em relagdo ao controle (TBARS
absorbancia: controle = 0,108 + 0,004; 6-OHDA = 0,252 + 0,011). A FT isoladamente nas
concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL néo alterou os niveis de TBARS (TBARS absorbancia:
FT 1=0,127 + 0,006; FT 10 = 0,108 + 0,004; FT 100 = 0,118 + 0,010). No entanto, quando
em associagdo, a FT nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL reverteu completamente os
niveis de TBARS produzidos pela 6-OHDA (TBARS absorbancia: FT 1 + 6-OHDA= 0,119
+ 0,003 (53%) (diminuigdo em relagdo a 6-OHDA); FT 10 + 6-OHDA = 0,136 £+ 0,008
(46%); FT 100 + 6-OHDA = 0,160 + 0,013 (36%), P<0.05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 24 - Efeito da FT isolada da Myracrodruon urundeuva sobre os niveis
de TBARS em células mesencefalicas de rato. As células foram cultivadas
durante 7 dias. A FT (1,10,100pg/ml) foi adicionada 24h antes da 6-OHDA
200uM (modelo de neuroprevengdo). Apos o tratamento os niveis de TBARS
foram determinados. Os valores estio expressos como média £ EPM, a vs

controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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4.16 Efeito fraciio tanino (FT) isolada da Myracrodruon urundeuva sobre os niveis de
TBARS em células mesencefalicas de ratos quando adicionada apés a 6-OHDA 200
uM (modelo de neuroresgate)

A figura 25 mostra que a exposi¢do das células a 6-OHDA aumentou
significativamente em 284% os niveis de TBARS em relagio ao controle (TBARS
absorbancia: controle = 0,046 + 0,003; 6-OHDA = 0,177 + 0,027). A FT isoladamente nas
concentracdes de 1, 10 e 100 pg/mL alterou os niveis de TBARS em relagéo ao controle
(TBARS absorbancia: TEF 1 = 0,127 + 0,006; TEF 10 =10,108 £ 0,004; TEF 100 = 0,118 £
0,010). Quando em associag@o, a FT nas concentragoes de 1, 10 e 100 pg/mL reverteu os
niveis de TBARS produzidos pela 6-OHDA (TBARS absorbéncia: TEF 1 + 6-OHDA=
0,071 + 0,011; TEF 10 + 6-OHDA = 0,065 = 0,005; TEF 100 + 6-OHDA = 0,089 + 0,009,
P<0.05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 25 — Efeito da FT isolada da Myracrodruon z.trz‘;ndem’a sobre os niveis
de TBARS em cultura de células mesencefalicas de ratos expostos a 6-
OHDA. As células foram cultivadas durante 7 dias. A FT (1,10,100pg/ml) foi
adicionada 3h ap6s a 6-OHDA 200uM (modelo de neuroresgate). Apos o
tratamento os niveis de TBARS foram determinados . Os valores estdo
expressos como média = EPM, a vs controle, b vs 6-OHDA (P< 0,05,
ANOVA e teste de Dunnet).
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4.17 Efeito da catequina sobre os niveis de TBARS em células mesencefalicas de ratos
quando adicionada antes da 6-OHDA 200 pM (modelo neuroprevencio)

A figura 26 mostra que a exposigdo das células a 6-OHDA aumentou
significativamente em 284% os niveis de TBARS em relagdo ao controle (TBARS
absorbancia: controle = 0,046 + 0,003; 6-OHDA = 0,177 + 0,027). A catequina nas
concentragdes de 1, 10 e 100 uM alterou os niveis de TBARS em relagdo ao controle
(TBARS absorbancia: Cat 1 = 0,103 + 0,007; Cat 10 = 0,115 + 0,015; Cat 100 = 0,106 +
0,003). Quando em associagdo, a catequina nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL
reverteu os niveis de TBARS produzidos pela 6-OHDA (TBARS absorbancia: Cat 1 + 6-
OHDA = 0,130 + 0,007; Cat 10 + 6-OHDA = 0,124 + 0,004; Cat 100 + 6-OHDA = 0,105 +
0,001, P<0.05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 26 - Efeito da Catequina sobre os niveis de TBARS em células
mesencefalicas de rato. As células foram cultivadas durante 7 dias. A Catequina
(1,10,100pg/ml) foi adicionada 24h antes da 6-OHDA' 200uM (modelo de
neuroprevengdo). Apds o tratamento os niveis de TBARS foram determinados. Os
valores estdo expressos como média £ EPM, a vs controle, b vs 6-OHDA (P<

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

quando adicionada apés a 6-OHDA 200 pM (modelo de neuroresgate)

A figura 27 mostra que a exposi¢do das células a 6-OHDA aumentou
significativamente em 284% os niveis de TBARS em relagdo ao controle (TBARS
absorbancia: controle = 0,046 + 0,003; 6-OHDA = 0,177 = 0,027). A catequina nas
concentragdes de 1, 10 e 100 uM alterou os niveis de TBARS em relagdo ao controle
(TBARS absorbancia: Cat 1 = 0,103 £ 0,007; Cat 10 = 0,115 + 0,015; Cat 100 = 0,106 +
0,003). Quando em associagdo, a catequina nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL
reverteu os niveis de TBARS produzidos pela 6-OHDA (TBARS absorbéancia: Cat 1 + 6-
OHDA = 0,051 £ 0,005; Cat 10 + 6-OHDA = 0,052 + 0,003; Cat 100 + 6-OHDA = 0,053 +
0,010, P<0.05, ANOVA e teste de Dunnet).
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Figura 27 — Efeito da Catequina sobre os niveis de TBARS em células
mesencefalicas de rato. As células foram cultivadas durante 7 dias. A
Catequina (1,10,100pg/ml) foi adicionada 3h apos a 6-OHDA 200uM
(modelo de neuroresgate). Apos o tratamento 0S niveis de TBARS foram
determinados. Os valores estdo expressos como média + EPM, a vs controle,

b vs 6-OHDA (P< 0,05, ANOVA e teste de Dunnet).
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5. DISCUSSAO

Uma superprodugido desequilibrada de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode
aumentar o estresse oxidativo, o qual pode induzir dano neuronal, e em 1ltima instincia,
conduzir para morte neuronal por apoptose ou necrose. Muitas evidéncias indicam que o
estresse oxidativo esta envolvido na patogenia de varias doengas neurodegenerativas. Varios
estudos mostram que antioxidantes nutricionais (principalmente vitamina E e polifenois)
podem bloquear a morte neuronal in vitro, ¢ podem ter propriedades terapéuticas em
modelos animais de doengas neurodegenerativas incluindo a DP. Além disso, dados clinicos

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

(Di Matteo et al., 2003).

Acredita-se que os radicais livres tém uma importante participagdo na patogénese de
varias doengas, incluindo a DP (Chun-Ching, 2003). O estudo dos radicais livres e
antioxidantes na biologia estd produzindo uma revolugéo médica que promete uma nova era
para a saude e o tratamento das doencas. Em relagdo as reagbes oxidativas, as espécies
reativas de oxigénio (ROS) tem um papel importante em doengas degenerativas cronicas,
incluindo céncer, doengas autoimunes, inflamatérias, cardiovasculares e neurodegenerativas
(doenga de Parkinson) (Aruoma et al., 2003). Influéncias dietéticas no estresse oxidativo
tem sido investigadas como tendo um importante papel na etiologia da DP (Powers et al.,

2003).

As mitocondrias s@o a maior fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma
disfun¢do mitocondrial tem sido relacionada com algumas doengas neurodegenerativas
(Browne et al., 2003). Existem evidéncias consideraveis sugerindo que a deficiéncia
mitocondrial e o estresse oxidativo podem ter um papel na patogénese da doenga de
Parkinson (DP). Esta possibilidade tem sido reforgada por estudos recentes em modelos
animais, os quais mostraram que um inibidor seletivo do complexo I da cadeia
transportadora de elétrons pode produzir um modelo animal que mimetiza os achados
bioquimicos e histopatologicos da DP.

O estresse oxidativo pode ser um componente importante na neurodegeneragéo nigral
dopaminérgica na DP e fendmenos semelhantes foram observado em animais tratados com

6-OHDA, sendo entdo utilizados como modelos de parkinsonismo. A inibigdo de enzimas

~
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respiratorias pela 6-OHDA ¢ reversivel e insensivel a compostos removedores de radicais

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

Pesquisas continuas permanecem tentando diminuir as dificuldades associadas com
métodos usados na avaliagdo das a¢des de antioxidante in vivo (Aruoma et al., 2003). O
aumento de entendimento da ligagdo entre radicais derivados de oxigénio e doengas,
incluindo o processo biologico de envelhecimento, tem estimulado interesse geral na
modulag@o destes eventos bioldgicos (Manda et al., 2003). A natureza difusa das lesGes na
sindrome neurodegenerativa parkinsoniana explica a ineficacia de tratamentos
caracteristicos € o interesse potencial em tratamentos com neuroprotetores, que podem
lentificar ou prevenir a degeneragéo de neurdnios em estruturas envolvidas nos processos

degenerativos (Destee et al., 2003).

In vitro a 6-OHDA induz apoptose em células PC 12 as quais secretam dopamina e
possui um transportador dopaminérgico, sendo freqiientemente utilizadas em modelos de

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

No sistema nervoso central, as vias dopaminérgicas sdo a via Nigro-estriatal,
envolvida com o controle motor, € a via mesolimbica e mesocortical relacionada com o
comportamento, emog¢des € nos sistemas de recompensa e via tubero-infundimbular
relacionada com a liberagdo de hormonios de liberagdo hipotalamica. Na DP, a regido
Nigro-estriatal esta relacionada com a diminui¢édo de células dopaminérgicas na substancia
negra, no mesencéfalo. Cultura de células dessa regido sdo utilizadas como modelo de DP
para se testar drogas com agdo neurotdxicas ou neuroprotetoras. No nosso trabalho

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

A 6-OHDA € uma inibidora do complexo mitocondrial I e IV, e pode reproduzir
dano celular semelhante ao da DP (Jeon et al., 1995). Esta neurotoxina catecolaminergica
foi encontrada endogenamente em pacientes com DP (Glinka e Youdin.,1997). O
mecanismo da toxicidade induzida pela 6-OHDA tem sido sumarizado em duas vias (Glinka
et al., 1997; Soto-Otero et al., 2000 ; Woodgate te al.,1999; Bloum et al., 2000; Wu et al.,

1996). Uma ¢ a via de toxicidade extracelular: a 6-OHDA gera H,0, e outras espécies
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reativas do oxigénio através de auto oxidagdo, gerando dano celular (Bloum et al., 2000; Wu
et al., 1996;Gassen et al., 1998; Yamada et al., 1997). A outra via esta relacionada com a
internalizacio da 6-OHDA por transportadores dopaminérgicos, como p. ex. nas c€lulas
PC12 (Jeon et al., 1995) e a conseqiiente geragdo de ROS intracelular (Glinka et al.,1995)
tanto por inibigdo do complexo I e IV da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial ou

por desaminag@o enzimatica da MAO.

A medidas da atividade enzimatica pode ser utilizada como ferramenta para se
determinar a viabilidade celular. Dentre elas a medida da clivagem do sal de tetrazélium
(MTT) pelas desidrogenases mitocondriais formando um sal de tetrazélium o qual € um

6timo modelo para se testar viabilidade celular (Guangjun et al., 2002).

No nosso trabalho, a 6-OHDA promoveu uma diminui¢&o na viabilidade celular em
torna de 40%, demonstrando um efeito maximo na concentragéo de 200 uM. Segundo a
literatura, nesse tipo de cultura a percentagem de células dopaminérgicas é em torno de 1%
(Nie et al., 2002). Trabalhos relatam que na presenga de 6-OHDA, em concentragdes de até
100pM, nessas culturas, os sistemas de oxiredugdo, representados pela glutationa,
superoxido desmutase e catalase das células, conseguem proteger do dano oxidativo, no
entanto, em concentra¢des acima 100uM, esses sistemas sdo, sobrepujados e ndo mais
existiria essa prote¢do, levando a morte das células (Steven et al., 1995). O fato de termos
obtido um percentual de morte tdo grande nos leva a pensar em uma inespecificidade da 6-
OHDA nesta concentragio, deixando a droga de ser seletiva para células dopaminérgicas,
atingindo a outros tipos neuronais produtores de monoaminas, como a noradrenalina ¢ a

serotonina, e¢ células nio neuronais, como as células gliais. Isto estd de acordo com o

trabalho de Nie e cols. (2002).

Com o objetivo de avaliar a interferéncia das células gliais na citotoxicidade induzida
pela 6-OHDA, usamos a citarabina em cultura de células neuronais a partir do sétimo dia de
cultura. As células gliais sdo componentes da chamada neuroglia, presente no SNC. O
termo neoroglia foi elaborado por Rudolph Virchow em 1859, o qual a conceituou como um
tecido conectivo inativo. Técnicas recentes tém demonstrado que existem trés tipos

celulares na neuroglia: os astrdcitos, oligodendrdcitos e microglia. Os astrécitos revestem
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toda a estrutura neuronal e vascular (Miller & Szigeti, 1991). Dentre as fungdes normais no
sistema nervvoso central podemos destacar a manutengdo da homeostase do potéssio
(redistribuigd@o para os tecidos de baixa concentragdo ou para o espago vascular) (Gardner-
Medwin, 1983); o metabolismo do CO, (manutencdo do pH extracelular nos limites
normais) (Kimelberg & Bourke., 1982); recaptag@o de varios neurotransmissores, tais como
glutamto e GABA (Tang & Orkand, 1986). Poucos segundos apds a injuria os astrocitos
podem ser observados com um aumento de volume (Kimelberg et al.,1990), ap6s algumas
horas podem-se observar, aumento na expressdo da GFAP (glial fibrilary acidic protein)
(Lindsay, 1986; Murray et al.,, 1990), expressdo de proteinas do complexo de
histocompatibilidade maior (MHC tipo I e II) (Fontana et al., 1984 ; Olsson et al., 1987,
Johns et al., 1992) e finalmente, apos dias se observam hipertrofia, proliferagdo e migragdo

dos astrécitos (Del Rio et al.,1991; Miyake et al., 1992).

Células com a capacidade de fagocitose estdo presentes no SNC e esta capacidade é
prontamente ativada no local da injuria, resultando na morte celular ou processo de
degeneragdo celular. Além disso, o dano pode atrair macréfagos do sangue. O termo
“microglia ramificada” é aplicado aos macrofagos com uma forma caracteristica no
parénquima cerebral. Estudos sugerem que estas células derivem de macréfagos derivados
do sangue (Ling & Wong, 1993), assim a microglia seria somente um componente da
populagdo de macréfagos cerebrais, com uma populagéo de ﬁlacréfagos perivasculares
separados por parénquima pela lamina basal (derivados dos mondcitos do sangue), servido
como células apresentadoras de antigenos e interagindo com o sistema imune (Lassmann et
al.,1993). Os macréfagos fagocitam os debris celulares que se formam, as microglias
ativadas podem liberar citocinas, tais como, interleucina-1, que podem agir nas células
endoteliais aumentando a ades@o destas aos macrdéfagos e leucdcitos (Pober & Cotran,
1990). Além disso os macréfagos podem matar células normais (Giulian et al., 1993) e
também lisar oliodentrdcitos aparentemente por gerar radicais livres e induzir a peroxidagéo

lipidica (Merril & Zimmerman, 1991).

Nossos resultados demostraram que a inibigéo da divisdo de células ndo neuronais,
principalmente as células gliais, pela citarabina, tanto isolada quanto em associag@o com a

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

-



75
em células mesencefalicas de ratos, o que era esperado, ja que o tempo do experimento néo
ultrapassou a nove dias, tempo insuficiente para que a presenga de células gliais interferisse
no experimento, pois neste periodo ndo ha tempo suficiente para a proliferagéo de células
nfio neuronais a ponto de atingir um percentual que possa afetar significativamente nossos

resultados (Michael, 1999).

A geragdo de ROS é considerada como um evento primario em uma variedade de
condi¢cdes estressantes (Noctor et al., 1998). A peroxidagdo lipidica ¢ uma das mais
importantes expressdes organicas do estresse oxidativo, induzida pela reatividade dos
radicais livres do oxigénio. O método mais empregado para determinagdo do MDA em
amostras bioldgicas é baseado na sua reagdo com TBARS. E geralmente aceito que as ROS
sob condigdes de estresse sdo um fator prejudicial, o qual causa peroxidagdo lipidica,

inativac@o enzimatica, e prejuizo oxidativo para o DNA (Blokhina et al.,2000).

A 6-OHDA além de ser desaminada por monoamino oxidases com formagdo de agua
oxigenada (H,0,) e espécies reativas de oxigénio (Cohen and Heikkila, 1974), também
libera ferro da ferritina e promove peroxidagdo lipidica dependente de ferritina (Monteiro
and Winterbourn, 1989) e convincentemente inibe a atividade do complexo 1 mitocondrial
(Glinka and Youdim, 1995).

O Fe** ao interagir com o peréxido de hidrogénio gera, como produtos radicais
hidroxila que aumentam o estresse oxidativo. Na presenca de dexferoxamina, este ion estara
indisponivel, por estar complexado com a dexferoxamina, nio ocorrerd o aumento do
estresse oxidativo (Guangjun et al., 2002). Vale também destacar a influencia da outras
células visto que a nossa cultura de células mesencefélicas de rato € uma cultura mista. A
Inibicdo da respiragio mitocondrial pode ser considerada como um evento primario, o qual
entdo desencadeia a seqiiéncia de resultados levando a processos toxicos e morte celular.
Em contraste com outros queladores, como EDTA, a dexferoxamine previne a inibi¢do da
NADH desidrogenase pela 6-OHDA e protege ratos da morte induzida por injegéo
intracerebral de 6-OHDA in vivo. (Bem-Shachar et al.,1991). Contudo, sua propriedade
queladora de metal e seu eféito antioxidante ndo parece ser importante nesta neuroprotegao

e sim uma interagdo direta entre dexferoxamina e/ou a prépria enzima ou 6-OHDA.
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Em nosso trabalho a dexferoxamina, um agente quelador de ferro, usada como
controle positivo, quando associada com a 6-OHDA 200 uM, promoveu uma citoprote¢do
de 76%, o que esta relacionado com a sua agio queladora de ferro. Alguns trabalhos relatam
que queladores de ferro, como a desferoxamina, s3o altamente efetivos em induzir
neuroprote¢do in vivo e in vitro (Guangjun et al., 2002). No presente estudo, a
desferoxamina (40 pM), quando associada com a 6-OHDA, promoveu neuroprotecio.
Trabalhos demonstram (Glinka et al.,1996) que a dexferoxamina ativa a NADH
desidrogenase até na auséncia de 6-OHDA e portanto ela provavelmente atuaria diretamente

sobre a enzima.

A peroxidagéo lipidica € um processo metabolico natural sob condi¢es normais, e é
uma das conseqiiéncias mais investigadas da agdo de ROS na estrutura e funcdo das
membranas. Tem sido experimentalmente demonstrado que o estresse oxidativo tem um
papel critico na morte celular neuronal. Enzimas antioxidantes, tais como a superoxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx) tem demonstrado eficacia

terapéutica em modelos de neurodegeneragdo (Pong et al., 2003).

Nosso resultado demonstraram que a exposi¢do das células a 6-OHDA aumentou de
maneira dose dependente os niveis de TBARS em relago ao controle, devido ao aumento
da peroxidag@o lipidica pela da 6-OHDA, ag@o essa que foi revertida pela dexferoxamina, o
que pode ser explicado pela sua propriedade queladora de metal e seu efeito antioxidante

ocasionadas pela sua captag@o de ferro, tornando-o indisponivel para a reacio de Fenton

(Glinka et al.,1996).

O NO € um radical livre lipossolivel formado como segundo mensageiro que ativa a
guanilato ciclase. Sob condigdes fisiologicas 0 NO tem um importante papel em uma
variedade de fungdes, incluindo sinaptogénese, plasticidade sinaptica, formacdo da
memoria, fluxo sanguineo cerebral e secregdes neuroenddcrinas. O NO é formado pela
converdo de L-arginina para L-citrulina pela NO-sintase. S3o conhecidas trés isoformas da
NOS: A expressada constitutivamente, dependente de calcio e encontrada em neurdnios e

\
células endoteliais; um indutivel, nfo célcio dependente, iNOS, encontrada em macrafagos,
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astrdcitos e micrdéglia. O NO tem sido hipotetizado como um importante mediador da morte
neuronal sob condi¢des patoldgicas, reagindo com sistemas bioldgicos como oxigénio e

metais de transi¢cdo (Coulston et al.,2001).

"Neuroprotegédo" e "neuroresgate" sdo termos que podem ser interpretados de varias
maneiras. No contexto do nosso trabalho é provavelmente melhor defini-los em termos
bioquimicos e funcionais. Neuroprote¢cdo pode ser definida como protecdo das células
neuronais da morte induzida por vérias anormalidades bioquimicas associadas com a
etiologia e a patogénese. Neuroresgate pode ser definido como o retorno de algumas ou
todas as func¢des bioquimicas e restauracdo da fun¢do neuronal normal das células

danificadas. (Schapira, 1999)

Neuroproteg@o e neuroresgate podem ter efeitos muito diferentes na fungéo neuronal
e em particular nos sintomas da DP. Isto pode ser observados em nosso trabalho onde a FT
obtida da Miracrodruon urundeuva e também a catequina apresentaram resultados
diferentes tanto no modelo de neuroprevengdo como no modele de neuroresgate. O motivo
principal de termos testado estas substincias em dois modelos foi o de primeiramente
avalia-las como possiveis drogas preventivas, ou seja, 0 uso corriqueiro preveniria para um
possivel estabelecimento da DP. No segundo caso avaliariamos 0s efeitos dessas substancias
na tentativa de recuperar algumas atividades bioquimicas perdidas com a doenga e parar este

processo neurodegenerativo.

As plantas, ao longo do tempo evolutivo, assim também como os organismos animais
foram dotados de distintas defesa antioxidantes, para compensar os efeitos deletérios
associados a constante formagdo de espécies reativas do 6xigénio oriundas da presenca e
utilizagdo do oxigénio em seus tecidos. Dentro da fisiologia das plantas, as suas defesas
antioxidantes, podem ser afetadas por inumeros fatores estressantes, como intensa
iluminacdo, deficiéncia mineral, vento, seca, oscilagdes de temperatura, sazonalidade,
ontogenia, xenobiontes, entre outros (Grace et al., 1998; Abissi et al., 1998). O uso
terapéutico de plantas parece tdo antigo quanto a propria espécie humana. Entretanto o
conhecimento das propriedades antioxidantes é\relativamente recente, especialmente nas

duas ultimas décadas observou-se um enorme crescimento da investigagdo cientifica neste
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particular, envolvendo desde de o efeito de extratos brutos e fragdes ou de componentes

isolados e/ou modificados.

A maioria dos estudos teve como ponto de partida o conhecimento geralmente
baseado no costume popular, sobre algumas propriedades farmacolégicas classicas, como
anlagésica, antiinflamatdria, antiespasmddicas, antitérmica, sendo fundamental o

conhecimento das propriedades fitoquimicas neste particular (Sampietro et al., 1997).

Um grande niimero de estudos epidemiolégicos tem enfatizado que o consumo diario
de plantas e verduras previne o desenvolvimento de varias patologias, tais como canceres €
doencas cardiovasculares (Lampe, 1999). Os vegetais sdo fontes de fibras, cujos efeitos
favoraveis sobre a digestio e metabolismo dos lipideos e carboidratos tem sido
consistentemente relatados, bem como de véarios micronutrientes (vitaminas, minerais e

varios antioxidantes).

Os antioxidantes vegetais sio de natureza muito variada, mas, indubitavelmete, os
flavondides constituem o grupo mais representativo encontrados com elevada diversidade
de formas (Rice-Evans et al., 1995). O termo flavonéide engloba um grupo de compostos
polifendlicos complexos que apresentam um estrutura comum caracterizada por dois anéis
aromaticos (A e B) e um heterociclo oxigenado (C). A familia dos flavonoides & composta
por mais de 4000 compostos fenolicos descritos, e inclui os subgrupos flavondis,

flavanonas, antocianidinas, flavonas e flavondis (Harborne, 1988).

Os flavonoides existem naturalmente numa grande variedade de alimentos de origem
vegetal como frutas, vegetais, sementes, flores e folhas, e fazem parte integral da dieta
humana (Hertog et al., 1993). Nos tltimos anos um grande interesse tem sido voltado para o
papel das espécies reativas de oxigénio na etiologia de varias doengas (Halliwell, 1987). As
propriedades antioxidantes dos flavonéides tém, assim, atraido a atengdo para a nutrigdo
preventiva, pois eles protegem os constituintes alimentares contra o dano oxidativo,
podendo também contribuir para a prevengfio de importantes patologias, como doengas
cardiovasculares, envelhecimento, cinceres e outras. Existem varios relatos de que os

flavondides exibem uma grande variedade de efeitos biologicos, incluindo agao
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antibacteriana, antiviral (Hanasaki et al.,1994), antiinflamatoria e antialérgica (Kadasawami,
1992) e vasodilatadora (Duarte et al., 1993). Além dissi eles inibem in vitro a peroxidagdo

lipidica (Sugihara et al., 1999).

Frankel e cols. (1993) relatam que compostos fenolicos (incluindo flavondides e
outros polifendis) isolados do vinho tinto inibem a oxidagdo da LDL in vitro catalisada pelo
cobre. Acredita-se que as propriedades sequestrados de ERO e antioxidantes dos compostos
fenélicos, presentes no vinho tinto, podem parcialmente explicar o chamado “paradoxo
francés”. Esse fendmeno refere-se a baixa incidéncia de doengas cardiovascularees
observada na populagdo do sul da Franga, apesar da ingestdo de uma dieta rica em gordura
saturada e do tabagismo, contrastando com a alta incidéncia de doengas cardiacas na
maioria dos paises ocidentais com semelhantes habitos de vida (Renaud, 1992; Rimm et al.,

1991).

Produtos fitoquimicos isoladas de variadas plantas medicinais provéem agentes
valioso que suprimem a expressdo de iNOS, enzimas que sao conseqiientemente uteis para a
prevengdo de variadas doengas. O NO produzido em grandes quantidades pela iNOS, e seus
derivados, tais como peroxinitrito e didxido de nitrogénio tém um importante papel na

inflamac@o e possivelmente em outros processos patologicos (Bafrreiro et al., 2003).

Muitos polifenois derivados de plantas exibem forte potencial antioxidante,
estabelecido em diferentes modelos experimentais (Bors et al., 2002). Recentes trabalhos
(Giovannelli et al., 2000) mostram que polifenois dietéticos podem modular in vivo o
estressse oxidativo do trato gastrintestinal de roedores, suportando a hipétese que eles
podem ter tanto agdo protetora como um potencial terap&utico em patologias relacionadas
com estresse oxidativo. Além do que, suco de romd, rico em polifenois, administrado em
ratos com aterosclerose avancada reduziu sua ativagdo macrocitica do estresse oxidativo €
fluxo de colesterol e assim atenuou o desenvolvimento de aterosclerose. (Kaplan et al.,

2001). |

Taninos ocorrem naturalmente como polifenéis em plantas, os quais estdo associados

com proteina e outros polimeros formando complexos estaveis. Vérios grupos de hidroxilas



80

fendlicas localizados na superficie da molécula de tanino podem participar nas propriedades
e atividades bioldgicas dos taninos. As diferentes atividades bioldgicas dos taninos s@o
devidas a diferentes estruturas quimicas. Diferentes proteinas tém diferentes afinidades por
taninos, o que pode refletir fungdes fisiologicas. A ligagdo de taninos com proteinas
participa na atividade antidiarreica protegendo os érgios do ataque digestivo prejudicial. Ele
também participa nos efeitos anti-hemorragicos de drogas ricas em taninos. E a inibigéo da
autooxidagdo de substincias co-existentes com os taninos é considerada como sendo devido

a estruturas polifenolicas que podem produzir radicais livres estaveis (Giovannelli et al.,

2000).

Taninos de Terminalia catappa, mostram uma grande habilidade para prevenir
peroxidagdo lipidica e formagdo de superoxido, indicando uma atividade de antioxidante
forte. Outros autores (Bhattachaerya et al., 2002) mostraram que os taninos de frutas de
Officinalis de emblica, exibiram atividade antioxidante in vivo e in vitro. Estes resultados
demonstram o efeito antioxidante das frutas destas planta contra estresse oxidativo gerado
pela isquemia de reperfusdo em coragdo de rato, apontando para uma ag@o cardioprotetora.
O efeito protetor dos taninos contra o estresse oxidativo neuronal e apoptose foram relatados
por (Wei e cols, 2002). Estes autores sugerem que galotanino de Pistacia weinmannifolia
pode ser usada como um efetivo antioxidante natural para a prevengdo e cura de doengas
neurodegenerativas associadas com a produgdo de peroxonitrito e espécie reativas de

oxigénio.

Outras propriedadesde taninos foram demonstradas por (Gyamfi e cols, 2002) por
um ellagitannin de Thonningia sanguinea, o qual envolve radicais que “limpam”, a
formagdo de anti-superoxidos e quelantes de metal. Além disso, taninos sdo considerados
antioxidantes superiores como sua oxidagdo definitiva podendo conduzir para
oligomerizagdo por jungdes fendlicas e amplificagdo do numero de reagdes locais, uma

reagdo que nio ¢ observado com flavonoides por eles mesmos. (Bors e cols, 2002).

A FT isoladamente promoveu, na maior concentragéo (100 pg/ml), um aumento da
viabilidade celular em relagdo ao controle. Este efeito pode ser justificado pela morte

natural das células nas culturas primarias neuronais, com o decorrer do tempo de cultivo.
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Como o tanino é um composto antioxidante, esta morte natural pode ter sido retardada pela
bloqueio nas espécies reativas de oxigénio formadas durante o processo de “envelhecimento
da célula”. Quando em associagdo com a 6-OHDA a FT nas concentragdes de 1, 10 e 100

ng/ml preveniu significativamente a toxicidade induzida pela OHDA no modelo de

neuroprevengdo. JA no modelo de neuroresgate, somente a concentragdo de 100 pg/ml
mostrou atividade citoprotetora mantendo a viabilidade celular a niveis proximos do
controle. Estes dados sugerem que a FT apresenta uma melhor atividade neuropreventiva
em relagdo a prevencdo da DP se comparada com a doenga ja estabelecida. A agdo dos
taninos pode ser explicada em relagdo a sua estrutura. No anel B a eficacia da protegdo €
influenciada somente por grupos hidroxila no C3 e C4 (juntos eles formam uma estrutura

orto-diidroxil catecol) (Bors et al., 1990).

Em relaggo a peroxidagdo lipidica, a FT conseguiu reverter o aumento dos niveis de
TBARS produzidos pela 6-OHDA tanto no modelo de neuroprevengao quanto no modelo de
neuroresgate, no entanto, no modelo de neuroresgate, observamos uma diminuigdo do efeito
antioxidante com o aumento da dose, o que estd de acordo com varios trabalhos que tém
também demonstrado que polifenois incluindo taninos mostram uma agéo do tipo bifésica,
apresentando atividade antioxidante bem como pré-oxidante de uma maneira dose
dependente (Dufour et al., 2002). No presente trabalho, ndés mostramos tanto um efeito
oxidante, um aumento na peroxidagdo lipidica quando usado isoladamente e uma atividade
antioxidante quando associado com a 6-OHDA. Efeitos semelhantes foram apresentados por
taninos isolados de Terminalia catappa. (Lin et al., 2001) os quais mostraram atividade anti-
hepatotoxica em baixas doses, mas com doses maiores geragao de hepatotoxicidade. Estes
resultados sugerem que até mesmo se estas combinagdes tém atividade antioxidante em
doses menores, tratamentos com doses maiores vdo possivelmente induzir toxicidade de

células.

A estrutura catecol é sabidamente relacionada com propriedades varredoras de
radicais (Bors et al.,, 1990; Raice-Evans et al .,1996). Acredita-se que estrutura quimica
destas catequinas influencia sua constante de difusio em membranas celulares, dissociagdo
e agdo antioxidante. Estudds sugerem que os sitios ativos de polifendis reativos presentes

no cha verde, uma fonte de catequinas, interagem com radicais livres devido a presenca de
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grupamentos hidroxila no anel C (Guo et al.,1996). Grupamentos hidroxila em outras
posi¢des do anel B néo tem este efeito. Também, estes grupamentos hidroxila podem estar
relacionados com a atividade inibidora de lipoxigenase, visto que analogos de flavonoides
(Chalconas) apresentam ag@o inibidora da 5-lipoxigenase quando grupamentos hidroxila
estdo presentes em posigdes comparaveis (Sogawa et al.,1993). No nosso estudo, a
catequina em associagdo com a 6-OHDA na concentragio de 100 pg/ml reverteu
significativamente a toxicidade induzida pela 6- OHDA tanto no modelo de neuroprevencio
como de neuroresgate. Esta acdo pode ser explicada pelo fato de as catequinas atuarem
reconhecidamente como agentes antioxidantes, e queladores de ferro, diminuindo assim o

estresse oxidativo e a conseqiiente morte celular (Sogawa et al.,1993).

Em relag@o a peroxidag@o lipidica, a catequina levou a uma diminui¢do da produgdo
de TBARS, um produto de peroxidagdo lipidica nas células mesencefalicas expostas a 6-
OHDA, o que esta de acordo com o trabalho de Nie e cols. (2002) que demonstraram este
efeito em cultura de células PC12. Como ja explicado, 8 6-OHDA causa neurotoxicidade
por alterar o ciclo redox, levando a um aumento da produgdo de espécies reativas de
oxigénio e conseqiiente lesdo oxidativa. Reforgando nossos resultados, estudos prévios
demonstraram que culturas de células PC12 e neuroblastoma mostraram efeitos preventivos
das catequinas contra a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA, a exposigio por 24 h de
culturas de células mesencefalico a 6-OHDA (200 puM) produziu proeminente morte
neuronal (apoptose) como observado pelo ensaio do MTT, o qual esta baseado na respirag¢o

mitocondrial (Nanjo et al., 1996).

Estes resultados podem ser explicados pelo fato de os flavonoides apresentarem agio
antioxidante e queladora de metal, diminuindo assim a peroxidagéo lipidica e a conseqiiente
formagdo de TBARS (Bravo, 1998; Middleton et al., 2000).

\

O método de Griess ¢ satisfatorio para a indicar a formagdo de nitrito e pode ser
relacionado com a produgio de NO. Assim, é possivel relacionar com os niveis de nitrito e
nitrato nas amostras com os niveis.de NO produzidos. Enquanto a produgdo endégena em
niveis satisfatérios de NO pode ser benéfica para o organismo (Barreiro et al., 2003), sua

produgdo excessiva foi implicada na patogenia de muitas doengas envolvendo sistema
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cardiovascular, imune e sistema nervoso. O aumentado de radicais de oxigénio e 6xido

nitico (NO) tem sido relacionados com a progressdo de doengas neurodegenerativas tais

como a DP (Barreiro et al., 2003).

Contrariamente aos resultados observados com os ensaios de MTT e TBRAS, a FT ¢ a
catequina, tanto no modelo de neuroprevengdo como no de neuroresgate, nio mostraram
efeitos na formagdo de nitrito, indicando que seus efeitos provavelmente ndo envolvem o
sistema NO. Diferente do nosso trabalho, Coulston e cols (2001) demonstraram que muitos
flavonéides, incluindo a quercetina levaram a uma redugdo na injuria no modelo de
isquemia de reperfusdo, por interferirem com a atividade da NO sintase indutivel. Em contra
partida, trabalhos anteriores mostraram inibigdo da producdio de 6xido nitrico por certos
tipos de catequinas, como galocatequinas (Chan et al., 1997) mostram reduzir os niveis de

nitrito.

Nenhuma estratégia de cura para DP estd disponivel e as terapias tradicional, tais
como levodopa e deprenil, sé provéem alivio caracteristico em neurdnios ja afetados pela
doenga (Leenders, 2002), no entanto a busca por terapias alternativas continua. Um nimero
de plantas medicinais indianas tém sido utilizadas por milhares de anos no sistema
tradicional de medicamentos. Parte destas sdo usadas para o tratament’o de doencgas
neurodegenerativas tais como Parkinson, Alzheimer, perda de meméria, degeneragiio de
nervos e outras desordens neuronais. Embora a etiologia das doengas neurodegenerativas
permanega enigmatica, existem evidéncias que indicam que um metabolismo energético

defeituoso, excitotoxicidade e dano oxidativo podem ser fatores criticos (Auddy et al.,

2003)

Se a neuroprotegdo pela FT e catequina forem confirmadas em pacientes com DP, o
tanino obtido da M. urundeuva e o ché verde com catequinas poderdo ter um importante
significado clinico como drogas complementares nfio somente para terapia da doenca de
Parkinson, como também para outros tipos de desordens neurodegenerativas.Devido ao fato
de serem bem tolerados em humanos, e de acordo com os dados obtidos no presente
trabalho, compostos obtidos de plantas medicinais surgem como fortes candidatos como

agentes neuroprotetores na DP.
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Em estudos futuros pretenderemos determinar o percentual de células
dopaminérgicas e gliais em nossa cultura de células mesencefélicas de rato através da
técnica de himunohistoquimica para a tirosina hidroxilase e GFAP. Pretenderemios também
avaliar a a¢do da FT e catequina sobre os niveis de enzimas antioxidantes como a Catalase e
Superdxido desmutase (SOD) em nossa cultura de células mesencefélicas de rato e
também avaliar a apoptose gerada pela presenga de MPTP em células mesencefalicas
através da determinag@o da atividade da caspase —3 e efeitos dos composto isolados da FT e

catequina.
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6. CONCLUSOES

A 6-OHDA (200 uM) causou morte neuronal em culturas de células mesencefélicas
de rato, aumentou as concentragdes de nitrito e elevou a peroxidag@o lipidica em culturas de

células mesencefalicas de rato;

A catequina e FT isolada da M. urundeuva protegeram as células da neurotoxicidade

gerada pela 6-OHDA;

A catequina e FT isolada da M. urundeuva inibiram a peroxidagédo lipidica e néo

alteraram o nitrito;

O mecanismo de agdo da FT e catequina parece estar relacionado com protegido

mitocondrial e atividade antioxidante, no entanto sem interferir no sistema NO.
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