UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NEUROCIENCIAS

AVALIAGCAO DO POSSIVEL EFEITO DUAL (ANTIOXIDANTE E/OU PRO-
OXIDANTE) E AGAO NEUROPROTETORA DO EBSELEN, ACIDO CAFEICO
E MEMANTINA EM CELULAS NEURAIS (NEURO-2A) /N VITRO.

PAULA ANDRADE DA FONSECA PRADO

Belo Horizonte - MG

Fevereiro / 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NEUROCIENCIAS

AVALIAGCAO DO POSSIVEL EFEITO DUAL (ANTIOXIDANTE E/OU PRO-
OXIDANTE) E ACAO NEUROPROTETORA DO EBSELEN, ACIDO CAFEICO
E MEMANTINA EM CELULAS NEURAIS (NEURO-2A) /N VITRO.

PAULA ANDRADE DA FONSECA PRADO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pods
Graduagao em Neurociéncias do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais como requisito parcial para

obtencao do titulo de Mestre em Neurociéncias.

Orientadora: Profa. Dra. Miriam Chaves Schultz

Belo Horizonte - MG
Fevereiro / 2012



Dedico esta dissertacdo aos amores da minha
vida, Ricardo e Marina, por caminharem ao
meu lado, SEMPRE.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter colocado em meu caminho pessoas especiais que de varias

maneiras contribuiram para a realizagao deste sonho.

Ao Ricardo por ter sido meu porto seguro, meu conforto, a mao estendida, a
palavra de confianga, 0 ombro amigo. Por nunca ter poupado esfor¢os para
qgue eu pudesse hoje estar concretizando esta etapa tao importante da minha

vida.

A Marina, minha filhinha querida, pela paciéncia, pela compreens&o nos

momentos de auséncia e pelo carinho incondicional.

A Professora Miriam pela acolhida, pelos ensinamentos e pela contribuicéo

para minha formagao.

Aos amigos e colegas de laboratério, que de maneira mais, ou menos
frequente, estiveram presentes em cada momento de angustia, de desanimo,

de conquista, de descontragao, de comemoragao, de colaboragao.

Meu agradecimento mais que especial a Clara pela amizade, paciéncia e ajuda
incondicional; e a Glaucia pelo excelente trabalho, imprescindivel para toda a

equipe.

Agradeco a todos, que em algum momento fizeram parte desta historia,

possibilitando a consolidagao deste sonho.



“"Hd homens que lutam um dia e sdo bons;
hd outros que Ilutam um ano e sdo
melhores; hd aqueles que lutam muitos
anos e sGgo muito bons. Porém, hd os que
lutam foda a vida. Esses  sdo
imprescindiveis."

Bertolt Brecht



RESUMO

O envelhecimento € um processo que pode ser definido como o acumulo progressivo de
diversas alteracoes deletérias em células e tecidos, com o avangar da idade, que
aumentam o risco de doenga e morte. Tem sido passivel de inUmeras especulagdes e as
possibilidades sugeridas incluem: mudanga no codigo de DNA, diminuicdo na acuracia de
sintese protéica, ligagao de macromoléculas, auto-ataque ao sistema imunolégico e danos
causados por reagoes oxidativas. Evidéncias indicam que o envelhecimento e as doengas
cronicas/degenerativas sdo causados primariamente devido aos danos gerados por
radicais livres, incluindo as espécies reativas de oxigénio (ROS), podendo atacar todas as
principais biomoléculas vitais ao organismo. Quando a geragcdo de ROS ultrapassa a
capacidade antioxidante da célula, da-se o nome de estresse oxidativo, que se refere,
entdo, a um perigoso desequilibrio entre a produgdo de radicais livres e a defesa
antioxidante. Este trabalho teve como objetivo avaliar o possivel efeito dual (antioxidante
e/ou pré-oxidante) e agdo neuroprotetora do Ebselen, Acido Caféico e Memantina em
células neurais (Neuro-2A) /n vifro. A metodologia empregada para quantificar a produgao
de ROS foi a quimioluminescéncia dependente de luminol; a viabilidade celular foi
realizada pela incorporagao do corante Vermelho Neutro; e o poder redutor mitocondrial
pelo ensaio de MTT. A analise estatistica foi realizada pelo teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney, sendo considerados significativos valores com p<0,05. Os nossos
resultados mostraram que as células tratadas com Ebselen na concentragcdo 5 pM
apresentaram diminuicdo na produg¢do de ROS induzida pelo H202 e aumento no poder
redutor mitocondrial. O Acido Caféico, em todas as concentragdes (25, 50, 100, 200 e 500
MM), se mostrou eficaz como antioxidante e, com exceg¢ao da maior concentragao (500
MM), também apresentou aumento no poder redutor. A Memantina, apesar de ter
aumentado significativamente o poder redutor nas concentragdes de 0,5 e 1 uyM, ndo se
mostrou eficiente como antioxidante, se apresentando, entretanto, como pré-oxidante na
concentracdo de 50 pM. No ensaio de viabilidade, nenhuma das substancias causou
prejuizo em nivel lisossomal. Com base nestes resultados podemos concluir que os
antioxidantes estudados possuem atividades anti- e/ou pré-oxidantes dependendo da
concentragdo testada, ressaltando, portanto que devem ser utilizados com cautela por

poderem trazer prejuizos para a saude ao invés de melhoria.

Palavras-chave: envelhecimento, estresse oxidativo, ROS, Neuro-2A, antioxidantes,

Ebselen, Acido Caféico, Memantina



ABSTRACT

Aging is defined by a progressive increase in many deleterious alterations in cells and
tissues that enhance the risk of diseases and death. These may be due to changes in the
DNA, diminution in protein synthesis, self-attack in the immune system and damage
caused by oxidative reactions. Some evidences indicate that aging and
chronic/degenerative diseases are primary caused by damage caused by the free radicals,
including the reactive oxygen species (ROS). They may attack the most important body
molecules. Oxidative stress occurs when ROS generation exceeds the antioxidant capacity
of the cell. The aim of this work was to evaluate the possible dual effect (antioxidant and/or
prooxidant) and the neuroprotector action of Ebselen, Caffeic Acid and Memantina in
neural cells (Neuro-2A) /n vifro. ROS generation was quantified by luminal-dependent
chemiluminescence. Cell viabilty was performed by Neutral Red incorporation. The
mitochondrial reductor power was made by the MTT assay. Statistical analyses was
performed by non-parametric Mann-Whitney, where p<0.05 was considered significant. Our
results showed that Ebselen-treated cells in the concentration 5 uM had a decrease in ROS
production induced by H>O2 and an enhanced mitochondrial reductor power. Caffeic Acid,
in all concentrations (25, 50, 100, 200 e 500 yM) had an antioxidant effect and an
enhanced reductor power except by the highest concentration (500 uM). Even though
Memantine had an increase in the reductor power in the concentrations 0,5 e 1 uM, it was
not efficient as an antioxidant. This drug presented a prooxidant effect in the concentration
50 uM. In the viability test, none of the substances caused damage in the lysosomal level.
Basing on these results, we conclude that the antioxidants studied have anti- and pro-
oxidant activities depending on the concentration tested. Therefore, they should be used

carefully because they may cause damage to health instead of progress.

Palavras-chave: aging, oxidative stress, ROS, Neuro-2A, antioxidants, Ebselen, Caffeic

acid, Memantine
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1 INTRODUGAO

1.1 Envelhecimento

O envelhecimento populacional € um dos maiores desafios da saude
publica contemporanea e ocorreu inicialmente em paises desenvolvidos.
Todavia, mais recentemente, € nos paises em desenvolvimento que o
envelhecimento da populagdo tem ocorrido de forma mais acentuada (LIMA-
COSTA & VERAS, 2003). Segundo Vendelbo & Nair (2011), dentro dos ultimos
cem anos, a expectativa de vida aumentou substancialmente em todo o mundo,
e Lourencgo (2010) mostrou um crescimento exponencial da populacao idosa
também no Brasil. As estatisticas apontam que ja ha uma mudanga no perfil
etario da populacao brasileira, caracterizada por um aumento de idosos e

declinio nos nascimentos (figura 1).

A 1983 B 2050

8% 6% 4% 2% 0% 2% 4% 6% 8% 4% 2% 0% 2% 4%

8 Feminino @ Masculino

Fig. 1: Representacao grafica da evolugao das faixas etarias na populagéo brasileira. Em (A)

1983 e (B) uma projegao para 2050. Fonte: IBGE 2008.
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No mundo, o numero de idosos (260 anos de idade) passou de 3
milhdes em 1960, para 7 milhdes em 1975 e 14 milhdes em 2002, e estima-se
que alcangara 32 milhdes em 2020. Em paises como a Bélgica, por exemplo,
foram necessarios cem anos para que a populacao idosa dobrasse de tamanho
(LIMA-COSTA & VERAS, 2003).

O processo de envelhecimento pode ser definido como o acumulo
progressivo de diversas alteragdes deletérias em células e tecidos, com o
avancar da idade, que aumentam o risco de doenga e morte (HARMAN, 2003;
OLIVEIRA et al,, 2010; VENDELBO & NAIR, 2011).

A natureza do processo de envelhecimento tem sido passivel de
inumeras especulagdes. Possibilidades sugeridas incluem: mudanga no cédigo
de DNA, diminuicdo na acuracia de sintese protéica, ligacdo de
macromoléculas, auto-ataque ao sistema imunolégico e danos causados por
reacoes oxidativas. De acordo com Medvedev (1990), existem mais de 300
teorias sobre o envelhecimento e muitas delas coexistem porque nédo se
contradizem ou porque tentam explicar formas diferentes e independentes de
senescéncia. A maioria € mutuamente compativel. Na verdade, apesar de
serem descritas como gerontolégicas, sédo teorias de varios outros ramos da
ciéncia aplicadas ao fendmeno do envelhecimento (McCLEARN, 1997).

Considerando este contexto, em genética molecular citamos alteracdes
na expressao de proteinas, mutagao somatica e encurtamento teldmero; em

bioquimica, a teoria dos radicais livres e as taxas metabdlicas; e na evolucgao,
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teorias enfatizam n&o o envelhecimento como um fendmeno biolégico em
individuos, mas como um processo de evolugédo (OLIVEIRA ef al., 2010).

Para Vina et al. (2007), o envelhecimento pode ser postulado de quatro
maneiras:

o Universal um fendmeno associado a um processo de envelhecimento
ocorre em diferentes graus em todas os individuos de uma espécie.

e /ntrinseco. as causas que sao a origem do envelhecimento séao
endogenas, ndo dependendo de fatores extrinsecos.

e Progressivo. as mudangas que levam ao envelhecimento ocorrem
progressivamente ao longo do ciclo de vida

o Deletério. um fenbmeno associado ao envelhecimento s6 sera

considerado como parte do processo se ele nao for benéfico para o

individuo.

Felizmente, os avangos recentes resultaram em significativa
simplificacdo dos fundamentos tedricos da pesquisa do envelhecimento e isso,
combinado com o desenvolvimento de técnicas experimentais para investigar
as complexidades fenomenolégicas do fendtipo senescentes, ajudou a abrir
caminho para desvendar o funcionamento do processo de envelhecimento
(OLIVEIRA et al.,, 2010).

Evidéncias indicam que o envelhecimento e as doengas
cronicas/degenerativas sdo causados primariamente devido ao dano gerado

pelos radicais livres (HARMAN, 1981), todavia, todas as reagdes quimicas que
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se manifestam no envelhecimento estdo sujeitas a influéncias ambientais

(HARMAN, 2003; VENDELBO & NAIR, 2011).

1.2 Radicais livres

Organismos vivos estdo constantemente expostos a agentes oxidantes
provenientes tanto de fontes endogenas quanto exdégenas capazes de
modificar biomoléculas e induzir danos (RIZZO ef al, 2011). Os radicais livres
sdo moléculas altamente reativas com um ou mais elétrons ndo pareados, com
meia vida muito curta, altamente instavel pela sua propria configuragdo e que
se ligam rapidamente a moléculas vizinhas (HALLIWELL, 1994; GUTTERIDGE,
1987, OLIVEIRA ef al, 2010). O excesso desses radicais livres exerce um
papel importante no desenvolvimento da lesdo tecidual e envelhecimento
(RIZZO et al., 2011).

Dentre os radicas livres, as espécies reativas de oxigénio (ROS) séo
moléculas contendo oxigénio que possuem ou nao elétrons nao pareados, mas
sdo altamente reativas nos tecidos. Os radicais livres, incluindo ROS podem
ser gerados nas mitocéndrias, membranas e no citoplasma, podendo atacar
todas as principais biomoléculas vitais ao organismo (BIANCHI & ANTUNES,

1999; VENDELBO & NAIR, 2011) (Figura 2).
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Fig. 2: Demonstracdo esquemdtica da agdo dos radicais livres na célula. Fonte:

http://alzheimersweekly.com/content/oxidative-stress-alzheimers-basics

Ha apenas vinte anos os radicais livres na forma de espécies reativas de
oxigénio (ROS) tém sido reconhecidos como importantes em inumeros
processos patologicos (KIRKHAM & RAHMAN, 2006). De acordo com os
mesmos autores estas espécies reativas de oxigénio podem ser geradas
endogenamente por reagdes metabdlicas, na cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial ou durante ativacdo de fagocitos ou células inflamatérias; e
exogenamente através de poluentes e fumacga de cigarro (KIRKHAM &
RAHMAN, 2006).

Na tabela 1, aparecem exemplos de espécies reativas de oxigénio

(ROS):
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Tabela 1: Espécies Reativas de Oxigénio

Radicais Nao Radicais
Superdéxido *Oz Peréxido de Hidrogénio H20-
Hidroxila *OH Acido Hipocloroso HCIO
Peroxila LO¢2 Ozbnio O3
Alcoxila LOe Oxigénio “singlet’
Hidroperoxila HO<> Perdxidos lipidicos

Fonte: Darley-Usmar ef al., 1995.

Dentre essas moléculas reativas inclui-se o atomo de hidrogénio, a
maioria dos metais de transigao e o préprio oxigénio. Dois estados singlet do
oxigénio existem, sendo um deles reativo. Caso um elétron seja adquirido pelo
O, ele se transforma em radical superéxido (*O2’) o qual é formado em quase
todas as células aerdbicas. Outro elétron adquirido pelo *O2- o transforma em
022, que ndo é um radical, mas que em pH fisiolégico € protonado e transforma
em H202, o perdxido de hidrogénio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984).

202 + 2H* - H202 + O2 (1)

O peroxido de hidrogénio gera o radical hidroxila (*OH) de duas
maneiras: a) fusdo de O-O e b) e mistura ao ferro (chamada reacéo de Fenton,
descoberta por autor do mesmo nome em 1894); desencadeando varias outras

reagcdes, como por exemplo:

Fe2* + H,0, » Fe3* + *OH + OH- (Il)

A mitocdndria € a maior fonte de origem de ROS tendo como fungéo
principal a geragado de energia. Sabe-se que 1 a 5% do oxigénio nas mitocéndrias

sdo convertidos a superoxido nos complexos | e Il da cadeia transportadora de
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elétrons (COSTA ef al,, 2011). Quando a frequéncia de elétrons, que entram na
cadeia transportadora mitocondrial, excede sua capacidade de controlar o fluxo
dos elétrons, eles sao liberados dos complexos | e lll excedendo a capacidade
doadora local, o que resulta em maior produgdo de superoxido com
correspondente aumento do dano oxidativo (YAP ef al., 2009), como mostrado na
figura 3. Evidéncias sugerem que um delicado equilibrio nesse mecanismo € vital
para o funcionamento da mitocéndria e que isso pode influenciar na produgao de

energia, producao de ROS, apoptose e senescéncia (WANG, ef al., 2009).
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Fig. 3: Produgéo de ROS pela cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Fonte: MAGALHAES
& CHURCH, 2005.
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A teoria dos radicais livres, e a constatacdo da presenca destes em
reagoes metabolicas endogenas foi proposta em 1956, onde se postula que o
envelhecimento é desencadeado pelas reag¢des dos radicais livres, que, uma
vez iniciadas, podem ser responsaveis pela deteriorizagdo progressiva dos
sistemas bioldégicos a longo prazo. Como ja foi descrito, esses radicais
promovem dano mitocondrial, e uma vez ndo regenerada essa organela, o
processo de envelhecimento se inicia. A injuria mitocondrial causada por
radicais livres, aliada a uma perda da competéncia biomolecular, pode, entao,
levar ao envelhecimento, morte celular, e consequentemente morte do
organismo (HARMAN, 1956). A estreita relacdo entre a producdo de ROS
mitocondrial e DNA mitocondrial (mtDNA) tem dado inspiragcéo para a teoria do

radical livre mitocondrial do envelhecimento (VENDELBO & NAIR, 2011).

1.3 Estresse oxidativo e antioxidantes

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como descrito
anteriormente, pode ter causa exdégena ou enddgena, sendo comum para
varios tipos de células com perfil redutor deficitario. Quando a geracdo de ROS
ultrapassa a capacidade antioxidante da célula, da-se o nome de estresse
oxidativo. Os prejuizos causados por esse acumulo sdo inumeros, nao se
limitando as mitocéndrias (figura 4). Pode-se citar dano as estruturas celulares

incluindo lipideos de membrana, danos aos acidos nucléicos e as proteinas
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(COSTA et al, 2011; COYLE & PUTTFARCKEN, 1993; RIZZO ef al., 2011,

SATOH et al,, 2004; VALKO, et al.,, 2006).

Stressors

—
Aging/senescence I Molecular damage
Wounding 4 ’ %#geénsvse j
Xenobiotics o ]
Lipid d fat d
Radiation/light \l P ::ir:-.o ::cti‘:l;l:cI :
Heat and Cold o Proteins
Pa_lh ogens Nucleic acids
Biotoxins Pigments
Drought ’

Heavy metals
Air pollutants
(0,; 8Q,)
Hormones

Cellular effects

Membrane damage
Loss of organelle functions
Reduction in metabolic efficiency
Reduced carbon fixation
Electrolyte leakage
Chromatid breaks
Mutations

Fig. 4: Esquema mostrando alguns dos fatores desencadeantes (estressores) de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e as consequéncias bioldgicas ocasionando uma variedade de

disfuncdes fisiolégicas que podem levar a morte celular. Fonte: SCANDALIOS, 2005.

A producgéo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para
limitar os niveis intracelulares e impedir a indugéo de danos. Os antioxidantes
sdo agentes responsaveis pela inibicdo, reducdo e reparagado das lesodes
causadas pelos radicais livres nas células. Antioxidante pode ser definido como
qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes quando
comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato

de maneira eficaz. Uma estratégia preventiva antioxidante pode ser arquitetada



25

em canalizar as espécies para produtos menos reativos, diminuindo o risco de
danos maiores (SIES, 1993).

Por outro lado, ha autores que mencionam que uma protecido demasiada
por parte destes antioxidantes pode ser conflituosa do ponto de vista evolutivo,
ja que esta defesa excessiva poderia prevenir altera¢cdes oxidativas do DNA as
quais poderiam levar a mutagdes génicas e eventualmente a outras estruturas
celulares (HARMAN, 1981).

Os antioxidantes podem ser de origem endogena, quando produzidos no
préprio organismo e dividem-se em enzimaticos (glutationa peroxidase,
superéxido dismutase e catalase) e ndo enzimaticos (glutationa, peptideos de
histidina, ubiquinona, bilirrubina e outros), ou podem ser de origem exdgena
como no caso das vitaminas C e E, B-carotenos, flavondides, curcumina,
polifendis, tanino, entre outros, e sao obtidos por meio da alimentacao
(BIANCHI & ANTUNES, 1999). A tabela 2 representa os componentes do

sistema de protecao antioxidante.
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Tabela 2: Componentes do Sistema de Prote¢cdo Antioxidante

e Glutationa

e Ubiquinona (Coenzima Q)
e Acido urico

e Bilirrubina

e NADPH e NADH

e Flavonoides

Antioxidantes ndo enzimaticos

e VitaminaC
e Vitamina E
e [-caroteno

e Licopeno

e Ceruloplasmina (cobre)
e Metalotionenina (cobre)
. ) ) e Albumina (cobre)
Proteinas ligadoras de metais _
e Transferrina (ferro)
e Ferritina (ferro)

¢ Mioglobina (ferro)

e Superdxido Dismutase (SOD)
Antioxidantes enzimaticos e Catalase (Cat)

e Glutationa Peroxidase (GPx)

Fonte: VANNUCCHI, ef al., 1998

O estresse oxidativo entdo como descreveu Halliwell (2007) e Novelli
(2005), se refere a um perigoso desequilibrio entre a produgdo de radicais
livres e a defesa antioxidante. E um distirbio no balango pro-
oxidante/antioxidante levando a um agravo potencial (CHAVES, ef a/, 2008;
NOGUEIRA-MACHADO, et al, 2006; OLIVEIRA, ef al, 2010). E o dano
biomolecular causado por espécies reativas nos constituintes do organismo
vivo (JEONG, et al, 2011). A figura 5 representa esquematicamente a

regulacgao fisioldgica modulada pelo estado redox intracelular.
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Fig. 5: Esquema demonstrativo de regulacdo fisiolégica modulada pelo estado redox
intracelular. As espécies reativas geralmente se relacionam a estimulagdo da expressado de
proteinas — envolvidas no controle de importantes processos fisioldgicos (ciclo celular, resposta
imune e neurorregulacao). As espécies antioxidantes modulariam negativamente tais fungdes.
O desequilibrio entre as modulagdes positiva e negativa levaria ao surgimento de doencgas .
SOD - superdxido dismutase, CAT - catalase, GPx - glutationa peroxidase, PRx -
peroxirredoxinas, Trx - tiorredoxinas, AU - acido Urico, AL - acido lipdico, CoQ - Coenzima Q,

Asc - acido ascorbico, a-TH - a-tocoferol, CAR - carotendides. Fonte: Adaptado de CERQUEIRA, et
al, 2007.

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes
devido, principalmente, as descobertas sobre o efeito deletério dos radicais
livres no organismo (VISIOLI, 2000; PIETTA, 2000). A utilizacdo de compostos
antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo sintéticos € um dos mecanismos
de defesa contra os radicais livres que podem ser empregados nas industrias

de alimentos, cosméticos, bebidas e também na medicina, sendo que muitas



28

vezes 0s proprios medicamentos aumentam a geracao intracelular desses
radicais (HALLIWELL et al., 1995).

A utilizacdo do antioxidante de forma excessiva ou com uma forma
quimica inadequada pode transforma-lo numa molécula capaz de reagir com
ROS, formando espécies com capacidade de exercer modificacdes
toxicolégicas a uma célula ou organismo, maiores que as induzidas pela
espécie oxidada por si s6 (GAETKE & CHOW, 2003; MONTERA, 2007).

Patologias do sistema nervoso central (SNC) como doengas de
Alzheimer e Parkinson, injurias como isquemia seguida de reperfusao,
exposicao a metais pesados ou o proprio processo de envelhecimento podem
levar a um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
causando estresse oxidativo e consequentemente danos celulares irreversiveis
(McKUBREY et al., 2006).

No que se refere ao SNC, deve ser ressaltado que o cérebro é
considerado um alvo especialmente suscetivel a danos oxidativos tendo em
vista algumas caracteristicas singulares deste tecido que incluem: alto
conteudo de acidos graxos (suscetiveis a oxidacdo), elevado consumo de
oxigénio (20% do oxigénio consumido pelo organismo) e presenga de baixos
niveis de defesas antioxidantes quando comparado a outros tecidos (FINKEL &

HOLBROOK, 2000; FLOYD & HENSLEY, 2002; JEONG ef al. , 2011).



29

1.4  Principais defesas antioxidantes

Para proteger o organismo do ataque de ROS, existe uma série de
sistemas de defesas antioxidantes. Segundo Halliwell e Gutteridge (2000),
estratégias incluem trés niveis de protegao: (i) prevencgao (evitar formacao de
ROS); (ii) interceptacao das espécies reativas (neutralizagcdo de ROS geradas);
e (iii) reparacdo dos danos (ocasionados por ROS). A interceptagdo das
espécies reativas ocorreria através de substancias enzimaticas ou nao
enzimaticas, como vitaminas, que desintoxicam ROS ou apresentam a
capacidade de sequestrar radicais livres. O reparo aconteceria através de
enzimas de reparo, as quais atuam em danos que ROS pode provocar ao DNA
ou a proteinas, tentando repara-las. Os antioxidantes ndo-enzimaticos sao
moléculas que podem interceptar ROS, atuando num processo de desativagao
do poder lesivo que estas provocam nas biomoléculas. Ha trés mecanismos
basicos da atividade antioxidante n&o-enzimatica: (a) sequestradora; (b)

estabilizadora e (c) quelante de metais (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).

1.4.1 Superoéxido dismutase (SOD)

A SOD foi a primeira enzima antioxidante a ser descoberta (revisado por
Halliwell e Gutteridge, 2000) em células eucarioticas aerdbias. Sdo metalo-
enzimas abundantes que agem sobre o radical *O2-, dismutando-o a H2O», que
€ menos reativo e pode ser degradado por outras duas enzimas, como catalase

e glutationa peroxidase.
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1.4.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma ferro-hemoenzima, que tem localizagdao subcelular
predominante no peroxissomo, onde existem muitas moléculas geradoras de
H202. Sua funcdo é dismutar especificamente o H202 em H2O e O
(FRIDOVICHH, 1998; NORDBERG & ARNER, 2001) e ajuda a regular a
geracao de H2O2 pela acdo de oxidases presentes nestas organelas (PICADA
et al, 2003). Sao enzimas que possuem uma afinidade relativamente baixa
para H202, porém tem uma velocidade de reagcdo muito alta. Por isso sao
defesas potentes para neutralizar especialmente concentragcbes altas de
perdxido, possivelmente como as que sao formadas por fagécitos ativos

(FRIDOVICH, 1998).

1.4.3 Glutationa peroxidase (GPx)

Na mitocéndria de mamiferos, a GPx é a principal defesa contra o H202
ja que de maneira geral, estas organelas ndo possuem CAT, e peroxidos
organicos. Ela é uma selenoenzima, cuja acdo é baseada na oxidacdo da
glutationa reduzida (GSH) ao dissulfeto correspondente glutationa oxidada
(GSSG). (PICADA, et al, 2003). Para sua atividade, a GPx necessita da

presenca de GSH.
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1.5 Estresse oxidativo mitocondrial

Como ja visto, a producdo de ROS nas mitocondrias € um evento
fisiologico e continuo, entretanto, o ion calcio (Ca2*) parece ser o principal
agente estimulador da geragcdo de espécies reativas de oxigénio por essa
organela por um processo eletroforético: o ion, positivo, é atraido pelo potencial
interno negativo (devido a saida de protons) (KOWALTOWSKI ef al., 2001).
Quando atinge alta concentragao, o Ca2* intramitocondrial liga-se, na face da
membrana interna voltada para a matriz, ao fosfolipideo cardiolipina
(responsavel pela fixagcdo de varias proteinas da cadeia respiratoria nessa
membrana). Essa ligacdo causa alteragdes da cadeia respiratoria que facilitam
a producéo de Oy, e, portanto de H2O2. Ao mesmo tempo, o Ca2* disponibiliza
outro ion (Fe2*) na matriz (ao tomar o lugar dele em certos compostos), e o
Fe2+ estimula a producéo do radical hidroxil (*OH), capaz de destruir proteinas,
lipideos e DNA mitocondriais. Os radicais de oxigénio peroxidam acidos graxos
poliinsaturados e componentes da membrana mitocondrial (GRIJALBA et al.,

1999).

1.6 Ebselen

O elemento ndo metalico selénio (Se) foi descoberto em 1817 e consiste
em um micronutriente de fundamental importancia para a saude dos seres
humanos, cuja principal fonte € a dieta, podendo ser encontrado sob diferentes

estados de oxidagao (PAPP ef al, 2007). Embora a histéria da toxicidade do
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selénio seja extensa, o papel essencial deste elemento para a saude animal e
0 seu uso na medicina, fizeram com que o estudo dos compostos organicos
contendo selénio evoluisse (MUGEST ef al, 2001).

O selénio funciona como um centro redox, na reducdo de H20: e
peroxidacdo de lipidios e fosfolipidios para produtos inofensivos, por acao
seleno-dependente de GPx. Essa fungdo ajuda a manter a integridade da
membrana, reduzindo a propagacao de posterior dano oxidativo para
biomoléculas (RAYMAN, 2000).

O selénio entra para a cadeia alimentar animal através do consumo de
plantas, que o absorve a partir do solo na forma inorganica. Nas plantas, o Se é
convertido em formas orgéanicas, como o aminoacido selenometionina (SeMet)
e selenocisteina (Sec). O SeMet é considerado o principal composto de selénio
em cereais, graos, legumes e soja, e serve de precursor para a sintese de Sec
em animais (NAVARRO-ALARCON & CABRERA-VIQUE, 2008). Graos sao
boas fontes de selénio, dependendo da concentragao de selénio no solo e
agua onde crescem. Outras fontes sao frutos do mar, carne bovina e carnes de
aves (TERRY, 2000).

Nas ultimas décadas, o interesse pela sintese de compostos organicos
de selénio aumentou consideravelmente devido ao fato de muitos destes
compostos apresentarem propriedades antioxidantes (MUGEST et a/., 2001). O
conceito de que moléculas contendo Se podem exercer fungado antioxidante

melhor que antioxidantes classicos, proporcionou o desenvolvimento de
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compostos organicos de Se sintéticos. Ha alguns anos, tém-se encontrado
muitos trabalhos na literatura especializada acerca de compostos miméticos da
enzima glutationa peroxidase (GPx) (SATHEESHKUMAR & MUGESH, 2011),
que assim como a enzima nativa devem a sua caracteristica redox ao Se, que
€ capaz de prevenir efeitos neurotdxicos e bloquear a peroxidacao lipidica em
culturas de neurbnios de ratos causada por exposi¢gao aguda a agonistas do
glutamato (CENTURIAO et al,, 2005; KOIZUMI et al. 2011).

A proteina glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redugao de diferentes
hidroperoxidos e juntamente com a glutationa reduzida (GSH) constitui um
poderoso sistema de defesa celular contra o estresse oxidativo. Pesquisas
visando a sintese de compostos capazes de imitar a propriedade catalitica da
GPx tém sido realizadas. Desde entdo, diferentes compostos organicos de
selénio com atividade GPx foram sintetizados. Nas células, a GPx efetua a
remogao de H202, reduzindo-0 a agua pela oxidacdo de glutationa reduzida
(GSH) (ARTHUR, 2000; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

De particular interesse, o composto Ebselen (2-phenyl-1,2-
benzisoselenazol-3[2HJ-one) (figura 6) se apresenta um candidato promissor a
protecdo neural e apresenta também efeito citoprotetor (MULLER ef a/,, 1984;
SATHEESHKUMAR & MUGESH, 2011). Em estudos com modelos humano e
animal, Ebselen mostrou protecdo neuronal contra a isquemia cerebral. Outros
estudos esclareceram que Ebselen possui efeito citoprotetor em modelos /in

vitro (SATOH, 2004; YOSHIZUMI, 2002).
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Fig. 6: Formula estrutural do Ebselen

Os efeitos neuroprotetores do Ebselen foram demonstrados tanto /n vivo
quanto /n vifro em modelos de isquemia (DAWSON ef a/, 1995; IMAI et al.,
2003), toxicidade glutamatérgica (XU ef al, 2006) e neurotoxicidade por

exposicado ao metil mercurio (FARINA ef al., 2004).

1.7 Acido Caféico

Os compostos fendlicos, ou simplesmente polifendis, sdo geralmente
descritos na literatura como aqueles pertencentes a um vasto grupo de
compostos encontrados na natureza, os quais possuem como caracteristica
principal a presenga de multiplos grupos funcionais do tipo fenol
(TUCKMANTEL, 1999). Tém sido alvo de estudos por seu papel na prevengao
de varias doencas, sendo largamente encontrados nos alimentos de origem
vegetal e compostos em sua maior parte pelos acidos hidroxicinamicos
(KUMARAN & PRINCE, 2010). Segundo Halliwell (2007), a presengca de
polifendis na dieta € de extrema importancia, uma vez que podem diminuir a
absorcao excessiva de metais (como ferro e cobre) e proteger contra os danos

oxidativos a eles associados.
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O acido caféico (AC) que possui férmula molecular CoHgO4 (figura 7) € o
maior representante destes, estando presente em varios alimentos.
(GARAMBONE & ROSA, 2007; KUMARAN & PRINCE, 2010).

%
Ghﬁ/’iwflfﬁ%m
OH

Fig. 7 - Férmula estrutural do Acido Caféico

Apesar do nome que o remete ao café, e este grdo ser sua principal
fonte, o Acido Caféico (34-dihydroxy cinnamic acid) pode também ser
encontrado em frutas e vegetais como macga, ameixa, uvas e tomates, sendo
possivel isola-lo das folhas de A/sophila spinulosa, uma pteridofita originaria da
China, com propriedades ja descritas para o tratamento de doencas
neurodegenerativas, inflamatérias, cancer, diabetes envelhecimento, dentre
outras (MAISTRO ef al,, 2011). No entanto, independentemente da ingestao, as
propriedades biolégicas dos polifendis somente serdo aproveitadas se a
biodisponibilidade dos mesmos for favoravel. A estrutura quimica dos polifendis
e a composicao da microflora intestinal determinam a taxa e a extensao da
absorcao e a natureza dos metabdlitos circulantes no plasma (SCALBERT &

WILLIAMSON, 2000).
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Nakayama (1994) ja citava os efeitos fisiologicos do AC incluindo relatos
sobre a sua capacidade de atuar como agente protetor contra citotoxicidade
induzida por peroxido de hidrogénio.

Os compostos polifendlicos sdo reconhecidos por possuir atividade
antioxidante devido a sua habilidade em “sequestrar’ radicais livres,
interrompendo, por exemplo, a reacdo radicalar em cadeia da peroxidagao
lipidica (RICE-EVANS, 1996).

Entretanto, segundo Skibola (2000), os potenciais efeitos toxicos
decorrentes da excessiva ingestao de flavondides sdo comumente ignorados.
Em doses altas, podem agir como mutagénicos, geradores de radicais livres e

inibidores de enzimas chave do metabolismo de hormoénios.

1.8 Memantina

O receptor A-metil-D-aspartato (NMDAr) € um receptor ionotrépico
ativado pelo glutamato e seu agonista exégeno NMDA. A ativagdo dos
receptores de glutamato resulta na abertura de um canal ibnico nao-seletivo
para cations. Isso permite o fluxo de soédio (Na*) e de pequenas quantidade de
calcio (Ca?*) para dentro e de potassio (K*) para fora da célula (PATEL, 2011).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio cerebral,
particularmente em regides associadas as fungdes cognitivas e a memoaria, tais
como o cortex temporal e o hipocampo. O glutamato também age como uma

excitotoxina, causando a morte neuronal quando niveis elevados desse


http://pt.wikipedia.org/wiki/NMDA
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neurotransmissor sao liberados por periodos prolongados (FORLENZA, 2005;
ROGAWSKI & WENK, 2003).

Para Rammsayer (2006), este evento € desencadeado pela atividade
excessiva de receptores NMDA e pelo influxo de Ca?* nos neurbnios. Além
disso, a neurotransmissao glutamatérgica anormal tem sido apontada como um
mecanismo patolégico em varias desordens neurodegenerativas como
Parkinson e Alzheimer, que por aumentar o influxo de Ca?*, pode iniciar uma
cascata de sinalizacao intracelular, resultando no estresse oxidativo (FLORES
etal, 2011)

A ativagcdo de receptores A-metil-D-aspartato (NMDAr) eleva
concentragao de calcio (Ca?*) citosdlico que, em parte, se deve a transferéncia
desses ions para a matriz mitocondrial carregada negativamente. Niveis
elevados de Ca?* mitocondrial pode, por sua vez, influenciar a fungcdo dessa
organela. Alteracbes no estado de fosforilacdo oxidativa, na cadeia
transportadora de elétrons e na fungdo mitocondrial, e ainda producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) s&o potenciais consequéncias
(McALLISTER et al., 2008).

E sabido que o estresse oxidativo tem papel importante no processo das
doencas neurodegenerativas. Logo, os antagonistas de receptor NMDA podem
minimizar ou bloquear a morte dos neur6nios induzida pela ativagcao desses

receptores e consequentemente da producao de espécies reativas de oxigénio
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(ROS), sendo entdo, uma medida terapéutica considerada como
neuroprotetora (DIAS ef al., 2007).

Dentro desse contexto, a Memantina ( 7-amino-3,5 dimethyladamantane)
(figura 8), uma droga antagonista ndo competitiva de moderada afinidade aos
receptores glutamatérgicos NMDA, obstrui parcialmente a neurotransmisséo
glutamatérgica no SNC, permitindo sua ativagdo fisiologica durante os
processos de formagao da memoaria, entretanto, bloqueando a abertura dos

canais e sua ativagao patoldgica (FORLENZA, 2005; MOTAWAJ ef al., 2011).

NH: * HCI

CHs
H;C

Fig. 8: Férmula estrutural da memantina

Segundo relatos da literatura, a memantina possui propriedades
neuroprotetoras, o que nao reverte o quadro de doengas neurodegenerativas,
mas seu efeito moderado se resume em proteger o cérebro dos niveis tdxicos
do calcio (Ca?*) (BLANCHARD et al., 2008), permitindo uma sinalizagdo normal
entre os neurbnios. Essa propriedade deve-se aos efeitos rapidos, voltagem-—
dependentes, das interacbes da memantina com os receptores NMDA. A
memantina bloqueia estes receptores no estado de repouso e é deslocada de

seu sitio de ligacdao em condicdes de ativagao fisioldgica; em contrapartida, ndo
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se desprende do receptor na vigéncia de ativacdo patoldgica. Essas
propriedades conferem a memantina uma agao neuroprotetora contra a
ativagao excitotoxica de receptores de glutamato (FORLENZA, 2005).
McAllister ef al. (2008) afirmam que, por haver rela¢gdées funcionais e
estruturais entre os receptores NMDA e a mitocbndria, a memantina afeta
também a fungdo mitocondrial, mas diferente do previsto, os efeitos na
mitocéndria sdo mediados em maior parte ou totalmente, independentemente

da modulacao dos receptores NMDA.

1.9  Cultura celular

Neste contexto, o estudo do equilibrio oxidante/redutor vem sendo estudado
com grande sucesso através de culturas de células /n vitro (CHAVES, ef al., 2008;
NOGUEIRA-MACHADQO, et al., 2006; OLIVEIRA, et al., 2010).

A cultura de células foi inicialmente utilizada no inicio do século XX como um
método para estudar o comportamento de células animais livres ou variagcbes
sistétmicas que podem surgir no animal durante a homeostase normal e sob
estresse de um experimento. As vantagens da cultura de células residem no
controle fisioquimico do pH, temperatura, pressao osmatica, tensdo de CO2 e O,
além das condicoes fisioldgicas que podem ser mantidas relativamente constantes
(FRESHNEY, 1994). Mais adiante disso, a cada replicagdo celular as amostras
serdo idénticas e as caracteristicas da linhagem irdo se perpetuar por manter a

homogeneidade dessas amostras. A cultura de células € menos dispendiosa que
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testes /n vivo, além de reduzir o uso de animais, evitando questdes éticas e morais
desses ensaios (FRESHNEY, 1994; ROGERO ef al., 2003).

Os métodos /n vitro apresentam também outras vantagens comparadas
aos testes /n vivo, tais como, poder limitar o numero de variaveis
experimentais, sao reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente mais
acessiveis (ROGERO et al., 2003). Outra grande vantagem € a disponibilidade
atual de uma variedade de linhagens em bancos de células, o que possibilita
maior acesso e utilizacdo de modelos /n vitro.

Para avaliagao de parametros de seguranga de determinada substéancia,
testes pré-clinicos (/n vifro e em animais) e clinicos (seres humanos) devem ser
realizados. A exigéncia da realizagcédo de testes pré-clinicos deve-se ao fato de
que um produto potencialmente terapéutico deve ser intensamente avaliado,
antes de ser submetido as pesquisas clinicas, conforme a Declaragao de

Helsinque (SPINDLER ef a/., 2000).

1.10 Neuro-2A

Clone de células Neuro-2A (N-2A) (ATCC CCL131) foi estabelecido por
Klebe & Ruddle (1969) a partir de um neuroblastoma espontdneo em
camundongo albino, originado de células da medula espinhal e € uma linhagem
amplamente usada em modelos neuronais i vitro (CALDERON et al., 1999)
que exibe fendtipo neuronal tanto morfolégica quanto neuroquimicamente

(BASTA-KAIM et al., 2006). As células Neuro-2A produzem grande quantidade
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de proteina microtubular, que acredita-se exercer funcdo contratil, sendo
responsavel pelo fluxo axoplasmatico em células nervosas (OLMSTED ef al.,
1970). Estes autores ao utilizarem vimblastina, substancia que inibe a formagéao
do fuso mitdtico e interrompe a divisdo celular em mitose, encontraram grande
quantidade de microtubulos nessas células. Os neurofilamentos sao
abundantes nos neurbnios. Sao sintetizados no corpo celular e transportados
pelo transporte axonal lento. Ha evidéncias de seu acumulo em diversas
doencas neurodegenerativas (MILLER ef al., 2002).

Estudos realizados com células Neuro-2A (ZHOU ef al.,, 2010) sugerem
que a proteina cinase dependente de ciclina-5 (Cdk5) exerce fungao importante
na modificacdo da estrutura neuronal. O aumento de sua atividade pode elevar
os niveis de fosforilacdo de neurofilamentos e da proteina tau, que estabiliza os
microtubulos e, portanto, desestabiliza o transporte axonal. Situagdes como
essas sao encontradas em doengas neurodegenerativas, como Alzheimer,
Parkinson e deméncia fronto-temporal.

As células Neuro-2A tem sido objeto de estudo também para avaliagao
de antioxidantes, como o magiferin, substancia extraida da manga (Mangifera
indica), que protegeu essas células contra a toxicidade do MPTP ( 7-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), — substéncia esta que induz sindrome
parkinsoniana em humanos e em outros animais (AMAZZAL et al., 2007). Em
modelo experimental de células Neuro-2A infectadas com o virus da encefalite

japonesa (JEV), a minociclina, antibiético do grupo das tetraciclinas, reduziu os
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danos neuronais em parte pela inibigdo do estresse oxidativo (MISHRA ef al.,
2009). E uma linhagem empregada também para estudos de atividade
mitocondrial e estresse oxidativo. Rozas & Freitas (2008) descobriram que sob
condigbes oxidativas basais, substancias da alga vermelha Galaxaura
marginata é capaz de modificar as concentragdes intracelulares de glutamato,
glutamina e alanina, sem alterar o equilibrio oxidativo destas células. Essas
substancias também produziram uma atividade bifasica no metabolismo
mitocondrial, inibindo em baixas concentragdes e estimulando em altas
concentragdes 0 mecanismo celular de redugao do 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-i)-2,5-
difeniltetrazol brometo (MTT), que indica atividade mitocondrial. Além das
doencas neurodegenerativas, as células Neuro-2A tém sido utilizadas em

pesquisas sobre envelhecimento no seu amplo sentido (SHIH ef al, 2011;

GUPTA et al.,, 2011; HIRONISHI et al., 1996).

Fig. 9: Células Neuro-2A em cultura. A esquerda fotografia exibindo as células aderidas em

monocamada. A direita imagem ampliada para mostrar detalhes da célula.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hironishi%20M%22%5BAuthor%5D
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o possivel efeito dual (antioxidante e/ou pré-oxidante) e acao
neuroprotetora do Ebselen, Acido Caféico e Memantina em célula Neuro-2A in

vitro.

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a capacidade antioxidante /7 vitro do Ebselen, Acido Caféico e
Memantina através da técnica de quimioluminescéncia dependente de

luminol em células da linhagem Neuro-2A.

e Avaliar a viabilidade celular a nivel lisossomal do Ebselen, Acido Caféico
e Memantina em células neurais da linhagem Neuro-2A através da

técnica de Vermelho Neutro.

e Avaliar a capacidade redutora mitocondrial do Ebselen, Acido Caféico e
Memantina em células neurais da linhagem Neuro-2A através da técnica

de MTT.
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MATERIAL E METODOS

Equipamentos

Autoclave vertical - PHOENIX

Banho maria a 37° C - HEMOQUIMICA
Capela de fluxo laminar — Bio Seg 09 - VECO
Centrifuga — LS — 3 Plus — CELM

Estufa - Shel LAB

Leitor de Micro Placas - THERMO PLATE
Lumindédmetro — LUMAT LB 9501 - BERTOLD
Microscépio biologico binocular - QUIMIS

Microscépio invertido - MOTIC AE21

Reagentes

Acido acético glacial - SYNTH

Acido Caféico - CALBIOCHEM

Acido cloridrico — SYNTH

Acido etileno diamino tetracético (EDTA) — SIGMA
Alcool etilico absoluto — SYNTH

Azul de Trypan — SIGMA

Bicarbonato de sédio — VETEC

Cloreto de calcio - SYNTH
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Cloreto de potassio - SYNTH

Cloreto de s6dio — SYNTH

Cloridrato de Memantina - APSEN

Dimetilsulféxido (DMSO) — SIGMA

Ebselen - CALBIOCHEM

Formaldeido — ECIBRA

Fosfato de sddio bifasico anidro — SYNTH

Fosfato de potassio monobasico anidro - SYNTH

Hidroxido de sodio — VETEC

Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione) — SIGMA

MTT - 3-(4,5 dimethyazol-2yi)-2,5 diphenyltetrazolium bromide) — SIGMA
RPMI - 1640 - SIGMA

Soro fetal bovino — GIBCO

Tripsina - SAFC

Vermelho neutro — (2-amino-3-metil-7dimetil-amino-cloreto de fenazina) -

VETEC.
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3.3 Solugodes

3.3.1 Solugao tampao fosfato salina sem calcio e sem magnésio (PBS)

Para o preparo de PBS, foram misturados os seguintes sais: Na:HPO4
(1,15 g), KH2PO4 (0,20 g), NaCl (8,0 g), KCI (0,20 g), sendo o volume final
completado para 1 litro com agua MILLI-Q. O pH da solugao (7,3) foi acertado
utilizando-se HCI 1N ou NaOH 1N. A solucéo final foi autoclavada a 121° C por

20 minutos.

3.3.2. Solugao de Tripsina 0,20% e EDTA 0,02%

A Tripsina 1:250 (2,0 g) foi dissolvida em aproximadamente 800 mL de
PBS sob agitacdo constante e ap6s 2 horas de agitacdo o EDTA foi adicionado
(0,20 g) e volume completado para 1 litro com solugdo de PBS. O pH da
solucédo foi acertado para 7,4 - 7,5 utilizando-se HCI 1N ou NaOH 1N e a
solucéo filtrada em membrana de porosidade de 0,22 mm (MILLIPORE) e

conservada sob congelamento.

3.3.3 Solugao estoque de Vermelho Neutro
Foram adicionados 0,4 g de Vermelho Neutro em 100 mL de agua
destilada. Apos o preparo da solugdo a mesma foi armazenada em frasco

ambar e recoberta por papel aluminio.
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3.3.4 Solucao de trabalho de Vermelho Neutro

(40 mg/mL) 1 mL da solucdo estoque de vermelho neutro foi adicionado
a 79 mL de RPMI. Em seguida, a solug¢ao foi incubada a 37° C em banho-maria
por 30 minutos para que ocorresse a solubilizagcdo dos cristais de vermelho

neutro. Logo apods a solugéo foi centrifugada por 15 minutos a 1500 RPM.

3.3.5 Solugio de cloreto de calcio

(1%) 1 g de cloreto de calcio foi dissolvido em 100 ml de agua destilada

3.3.6 Solugao de formaldeido
(0,5% v/v em Cloreto de Célcio 1%) Da solugéo de cloreto de calcio 1%
descrita no item 3.3.5 (100 mL) preparada previamente, foi retirado 0,5 mL,

acrescentado 0,5 mL de formaldeido e homogeneizado.

3.3.7 Solugao de alcool acido

(1% v/v de dcido acético em 50% de alcool etilico absolufo) 50 mL de
agua destilada e 50 mL de alcool etilico absoluto foram misturados. Desta
solucao retirou-se 1 mL acrescentando 1mL de acido acético. O preparo foi

homogeneizado.
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3.3.8 Solugao de Azul de Trypan
(0,3% em PBS) 0,3 g do corante Azul de Trypan foram diluidos em 100

mL de solucao de PBS.

3.3.9 Meio de cultura RPMI

Um frasco de RPMI foi diluido em 900 mL de agua destilada. Em
seguida foram adicionados 2,0 g de bicarbonato de sodio e 1 ampola de 1,5 mL
de antibidtico (garamicina 40 mg/mL). O pH foi ajustado para a faixa de 7,3 -
7,4, utilizando-se NaOH 0,5N. O volume final da solugao foi ajustado para 1000
mL. Em seguida a solugao foi filtrada em membrana de porosidade de 0,22

microns, e colocada em recipiente estéril.

3.3.10 Solugao de luminol
Luminol: 1,77 mg, Dimetilsulfoxido: 1,00 mL. Esta solugao (102 M) foi
estocada sem contato com a luz. Para uso, diluia-se 100 vezes (1:100) a

solucéo estoque em solugao salina de PBS.

3.3.11 MTT
A solugao de MTT foi preparada com 5 mg de MTT para 1 mL de PBS a
pH 7,3 e estocada em recipiente fechado, vedado de luz e ar sob refrigeracéo

até 8° C.
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3.3.12 Ebselen

Para a solugao estoque, o conteudo do frasco (5 mg) foi diluido em 10
mL de DMSO. Esta solugao (0,0018 M) foi estocada refrigerada. Para uso,
diluia-se em PBS (ensaio de quimioluminescéncia) ou RPMI (ensaio de
Vermelho Neutro e MTT) para as concentragdes de uso: 0,5; 5; 10 e 20 uyM

(BORGES, et al., 2005; SATOH, et al., 2004).

3.3.13 Acido Caféico

Para solugéo estoque, o conteudo do frasco (500 mg) foi diluido em 10
mL de DMSO. Esta solugdo (0,2774 M) foi estocada refrigerada. Para uso,
diluia-se em PBS (ensaio de quimioluminescéncia) ou RPMI (ensaio de
vermelho neutro e MTT) para as concentragdes de uso: 25, 50, 100, 200 e 500

uM (LEE & ZHU, 2006; MAISTRO, et al, 2011).

3.3.14 Memantina

O comprimido comercial de cloridrato de memantina - 10 mg (APSEN)
foi macerado em gral de porcelana, diluido em 2 mL de etanol e mantido sob
refrigeracao (solucao estoque — 0,0231 M). Para uso, diluia-se em PBS (ensaio
de quimioluminescéncia) ou RPMI (ensaios de vermelho neutro e MTT) para as
concentragdes de uso: 0,5; 1,0; 10 e 50 uMm (BLANCHARD et al, 2008;

MCcALLISTER, et al., 2008).
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3.4 Metodologia

3.4.1 Cultivo celular

A linhagem celular Neuro-2A (ATCC CCL131) foi adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro. Para o cultivo, as mesmas foram colocadas em
frascos estéreis de crescimento de 75 cm? contendo o meio de cultura RPMI.
Ao meio de cultura previamente preparado foram adicionados 10% (v/v) de
soro fetal bovino. As garrafas foram incubadas em estufa a 37°C umidificada
com 5% de diéxido de carbono (CO2). O meio foi substituido a cada dois ou
trés dias, de acordo com a confluéncia da monocamada celular (observada em
microscoépio invertido) e os subcultivos (passagens) realizados. Quando as
garrafas atingiram 80% de confluéncia o meio foi aspirado e a monocamada
celular lavada duas vezes com solug¢ao tampéo fosfato salina sem calcio e sem
magnésio (PBS). Posteriormente, para o descolamento das monocamadas,
utilizou-se 5 mL da solugdo de Tripsina (solugdo de tripsina 0,20% e EDTA
0,02%). Apds o descolamento, as células foram retiradas do frasco, colocadas
em tubo Falcon completando com 5 mL de RPMI, e centrifugadas a 1500 RPM
por 10 minutos. Apds a centrifugacgao, retirou-se o sobrenadante e o pellet foi
ressuspenso em 1 mL de RPMI. Em seguida, foi realizada a contagem das
células com Azul de Trypan 0,3% na camara de Neubauer (OPITIK LABOR),

conforme descrito abaixo.
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3.4.2 Ensaio de quimioluminescéncia

Esta técnica baseia-se na reagao entre luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4
phtthalozinedione) e as espécies reativas geradas na auséncia ou presenga
das diferentes concentracdes das substancias, individualmente.

As células produzem uma Iluminosidade natural definida como
quimioluminescéncia nativa ou natural. Contudo, esta luminosidade pode ser
amplificada, usando-se reagentes quimicos que, ao reagirem com o ROS

produzido, passam a emitir a luminescéncia amplificada, conforme a reacao

Espécies oxidantes D?d

Luminol > a aminofitalato + Nz + Luz (425 nm)

abaixo:

Um total 1 x 108 de células Neuro-2A foram pré-incubadas por 20
minutos, a temperatura de 37°C, na presenga ou nao de Ebselen (0,5; 5; 10 e
20 uM), Acido Caféico (25, 50, 100, 200 e 500 uM) ou Memantina (0,5; 1,0; 10
e 50 uM), e RPMI para perfazer um volume final de 2 mL. Em todas as
amostras adicionou-se 40 pL de H2O2 para mimetizar um ambiente de estresse
oxidativo.

Decorridos os 20 minutos, as células foram centrifugadas por 3 minutos
a 1500 RPM, todo o sobrenadante retirado, e o pellef de células ressuspenso
em 200 pL de PBS. Em tubos especificos para Luminémetro, foram, entao,

colocados os 200 pL de células, 10 uL de luminol 10-4M e PBS para completar
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o volume final de 700 pL. Cada tubo foi colocado no Luminémetro e a leitura foi
realizada em corridas de 15 minutos. Apds o tempo decorrido, retirava-se o
tubo e a fita de papel com os valores de RLU/minuto (Relative Light Units =
Unidade Relativa de Luz), colocando novo tubo para leitura. O processo foi
repetido para todos os tubos. Foi feita, entdo, a média dos minutos de cada

tubo, excluindo os 5 primeiros minutos.

3.4.3 Teste de viabilidade celular por incorporagao de Azul de Trypan

Para a realizagcao dos experimentos de citotoxicidade, foi estimado o
numero de células viaveis com o uso do corante Azul de Trypan. O fundamento
desse método baseia-se na observagdo microscéopica de que células viaveis
sdo impermeaveis ao referido corante, ao passo que as células ndo viaveis
apresentam permeabilidade, devido a formagao de poros na membrana, o que
permite a penetracdo do corante e assim as células nao viaveis exibem
coloracdo azul apés tratamento (KONOPKA ef al, 1996). Paralelamente ao
ensaio de quimioluminescéncia, foi realizado o teste de viabilidade celular pela
incorporagao do Azul de Trypan. Para este teste, adicionou-se o corante Azul
de Trypan (0,3%) e as células foram contadas em camara de Neubauer. As
células que incorporaram o corante foram consideradas como nao viaveis. Para
que o experimento de quimioluminescéncia fosse considerado valido, as
amostras equivalentes deveriam apresentar pelo menos 75% de células

viaveis.
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3.4.4 Ensaio de citotoxicidade utilizando Vermelho Neutro

O corante Vermelho Neutro (2-amino-3-metfil-7dimetil-amino-clorefo de
fenazina) tem sido utilizado como indicador de citotoxicidade e viabilidade em
varias linhagens celulares. Caracteriza-se por acumular nos lisossomas de
células viaveis (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006) que incorporam esse corante
vital, ligeiramente catibnico, que penetra na membrana celular por difuséo
passiva nao-idnica e se concentra nos lisossomas, onde se fixa através de
ligacbes eletrostaticas a grupos anidnicos inclusive fosfatos hidrofobicos da
matriz lisossomal. Muitas substéncias danificam as membranas resultando no
decréscimo de captura e ligagao do vermelho neutro. As espécies reativas de
oxigénio danificam membranas lisossomais fazendo com que suas enzimas
digestivas sejam liberadas no citosol, provocando a morte celular. Portanto é
possivel distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas, pela medida de
intensidade de cor da cultura celular (ROGERO ef a/, 2003; CIAPETTI et al.,
1996).

As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pocos na
concentragao de 1 x 105 células para cada poc¢o, e um volume final de 200 pL
de células e meio de cultura RPMI (acrescido de 10% de soro fetal bovino).
Foram incubadas em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO por 24 horas para
aderéncia. Decorrido esse tempo, o sobrenadante foi retirado e a cada pocinho

foi acrescentada uma concentragdo de Ebselen (0,5; 5; 10 e 20 um), Acido
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Caféico (25, 50, 100, 200 e 500 uM) ou Memantina (0,5; 1,0; 10 e 50 uM), com
excegao do controle (somente células e RPMI).

A placa foi incubada novamente por 20 minutos, o sobrenadante retirado
e 200 pL de solugdo de Vermelho Neutro (40 mg/mL) foram adicionados. A
placa foi colocada mais uma vez em estufa umidificada com 5% de CO2 a 37°C
por 1 hora. Em seguida, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 200 pL de
solugéo de formaldeido (0,5%, v/v) em CaClz (1%). Apos cinco minutos retirou-
se 0 sobrenadante e adicionou-se 100 yL de solugdo de alcool acido (BABICH
& BOREUNFREUND, 1991). O potencial citotéxico foi quantificado

colorimetricamente. A absorbancia foi lida a 540 nm no leitor de microplacas.

3.4.5 Ensaio de redugcdo do MTT

O teste MTT (3-(4,5 dimethyazol-2yi)-2,5 diphenyltetrazolium bromide)
constitui-se em um modelo para avaliar a viabilidade celular, de forma rapida e
objetiva, com base em uma reacgao colorimétrica.

Como citado anteriormente, a mitocondria € uma organela de extrema
importancia neste estudo, pois € a maior fonte de origem de ROS através da
cadeia transportadora de elétrons, e o MTT ira reagir com enzimas indicando
assim a atividade da cadeia transportadora de elétrons e, consequentemente, a
viabilidade da célula.

O MTT, quando incubado com células vivas, tem seu substrato quebrado

por enzimas mitocondriais denominadas  succinato-desidrogenases,
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transformando um composto amarelo em um composto violeta (Formazan). A
quantidade de cristais formados é diretamente proporcional ao numero de
células viaveis. Assim, quanto mais escura a colorag¢ao, ao final da reacao,
maior é viabilidade celular e a atividade da cadeia respiratoria (MOSMANN,
1983).

As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pocos na
concentracdo de 1 x 10° células para cada poco, e um volume final de 200 pL
de células e meio de cultura RPMI (acrescido de 10% de soro fetal bovino).
Foram incubadas em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas para
aderéncia. Apos decorrido esse tempo, o sobrenadante foi retirado e a cada
pocinho foi acrescentada uma concentracdo de Ebselen (0,5; 5; 10 e 20 uM),
Acido Caféico (25, 50, 100, 200 e 500 pM) ou Memantina (0,5; 1,0; 10 e 50
uM), com excegao do controle (somente células e RPMI).

A placa foi incubada novamente por 20 minutos e o sobrenadante
retirado. Acrescentou-se 190 yL de RPMI e 10 pyL da solugao de MTT aos
pocos e a placa foi colocada mais uma vez em estufa umidificada com 5% de
CO2 a 37°C por 1 hora. Em seguida, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se
100 uL de DMSO homogeneizando para dissolu¢gdo dos cristais de formazan

gerados. A absorbancia foi lida a 570 nm no leitor de microplacas.
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3.4.6 Analise estatistica

O teste estatistico utilizado foi o n&do paramétrico de Mann-Whitney. Este
teste corresponde ao teste “t” para amostras independentes no caso
paramétrico e avalia se existe diferenga significativa entre duas variaveis
distintas. O nivel de significancia foi avaliado a partir de um p-valor e para

valores com p<0,05 os resultados foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da produgido de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida
por H202 em células da linhagem Neuro-2A

Para mimetizar um ambiente de estresse oxidativo, as células N-2A
foram expostas ao peroxido de hidrogénio (H20). A figura 10 demonstra que
na presenga do H>O2 ha aumento (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney, da
producao de ROS quando comparado as células que nao foram incubadas com
H>O.. Embora haja este aumento na produc¢ao de ROS, o painel A da mesma
figura mostra que ndo houve diminuicdo da viabilidade das células incubadas
com H202 quando comparadas ao controle pelo teste de viabilidade celular

pela incorporacao do Azul de Trypan.
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Fig. 10: Avaliacéo da producao de ROS induzida pelo H202. O painel (A) mostra a porcentagem

de viabilidade celular pelo corante Azul de Trypan.

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/min (Relative Light Units =
Unidade Relativa de Luz, por minuto) durante 15 minutos; N-2A = células Neuro-2A; H202 = peroxido de
hidrogénio; NS = nao significativo; Cels= células; * = resultado significativo (p<0,05) pelo teste de Mann-

Whitney comparado as células que nao foram expostas ao H202

42 Avaliagdo da capacidade antioxidante através da técnica de
quimioluminescéncia dependente de luminol e viabilidade celular pelo Azul de

Trypan na linhagem Neuro-2A

4.2.1 Poder antioxidante do Ebselen x viabilidade celular
Como pode ser observado na figura 11, somente na concentracéo de 5
MM houve acao antioxidante do Ebselen considerada significativa pelo teste de

Mann-Whitney (p<0,05) comparado ao controle (N-2A + H2O2 + RPMI),
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evidenciando entdo, a diminuicdo da producdo de ROS nesta concentracio,
enquanto que nas concentragoes de 0,5; 10 e 20 pM, nio obtivemos diferencas
significativas (p>0,05) na producdo das espécies reativas de oxigénio (ROS)
comparadas ao controle (N-2A + H202 + RPMI). O painel A mostra os dados
expressos em RLU/minuto (Relative Light Units = Unidade Relativa de Luz)
evidenciando expressivo potencial antioxidante de Ebselen na concentracio de
5 uM.

Paralelamente, o teste de viabilidade celular pelo corante Azul de Trypan
(painel B), mostra que na concentragdo de 5 M nao ocorreu morte celular
(p>0,05) diferente da encontrada no controle. Uma diminuigdo (p<0,05) pelo
teste de Mann-Whitney, na quantidade de células viaveis comparadas ao
controle (N-2A + H2O2 + RPMI), foi observada nas concentragées 10 e 20 pM
de Ebselen, sem, entretanto ser suficiente em alterar a capacidade redutora

celular.
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_ Quimioluminescéncia L
Experimento ) Significancia
(RLU/min £ EP)

N-2A + H202 + RPMI 256 + 21 -
N-2A + H202 + 0,5 pM Ebs 240 £ 16 NS
N-2A + H202 + 5 uM Ebs 173 £ 9% p <005
N-2A + H202 + 10 yM Ebs 260+ 6 NS
N-2A + H202 + 20 yM Ebs 247 £ 17 NS
B
Quimioluminescéncia Viabilidade Celular
300 -+ 100 +
] *
* v 75 4
£ 200 :§ "
£ 8
> 3 50 1
© 100 E l
© 25 4
X
0 T T T T d 0 - T T T T
0 (controle) 0,5 5 10 20 0 (controle) 0,5 5 10 20
Concentragdo de Ebselen ( pM) Concentragdo de Ebselen (pM)

Fig. 11: Avaliacdo comparativa do (A) efeito antioxidante de diferentes concentracbes de
Ebselen utilizando a técnica de quimioluminescéncia e (B) viabilidade celular pelo Azul de

Trypan.

Os valores foram representados na tabela em média de 10 experimentos + EP.

A geragéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/min (Relative Light Units =
Unidade Relativa de Luz, por minuto) durante 15 minutos; N-2A = células Neuro-2A; H202 = peroxido de
hidrogénio; RPMI = meio de cultura; Ebs = Ebselen; EP = erro padrao; controle = N-2A + H202 + RPMIL.
NS = néo significativo

* = resultado significativo (p<0,05) comparado ao controle (N-2A + H202 + RPMI) pelo teste de Mann-
Whitney
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4.2.2 Poder antioxidante do Acido Caféico x viabilidade celular

Na figura 12 verificamos uma diminuigdo concentragao-dependente da
produgdo de ROS, significativa de acordo com o teste de Mann-Whitney
(p<0,05), em todas as concentracdes de Acido Caféico analisadas (25, 50, 100,
200 e 500 pM) comparadas ao controle (N-2A + H2O2> + RPMI). O painel A
mostra os dados expressos em RLU/minuto (Relative Light Units = Unidade
Relativa de Luz) pelo protocolo de quimioluminescéncia.

As mesmas amostras foram também comparadas ao controle pelo teste
com o Azul de Trypan, para verificar quantidade de células que n&o
incorporaram o corante, sendo consideradas, portanto, como células viaveis.
Como representado no painel B da figura 12, ndo foram observadas diferencas

significativas (p>0,05) na viabilidade celular comparadas ao controle.
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_ Quimioluminescéncia L
Experimento ) SignificaAncia
(RLU/min + EP)

N-2A + H202 + RPMI 406 + 54 -
N-2A + H202 + 25 yM AC 234 + 21* p <005
N-2A + H202 + 50 yM AC 183+22* p <005
N-2A + H202 + 100 pM AC 106 + 13* p <005
N-2A + H202 + 200 pM AC 40 £ 6* p <005
N-2A + H202 + 500 pM AC 24 + 1* p <005

A B
Quimioluminescéncia Viabilidade Celular
500 - 100 - NS

% células viaveis
w1 ~
o (9,1

N
wv

0 25 50 100 200 500 0 25 50 100 200
(controle) (controle)

Concentragdo de Acido Caféico (uM) Concentragdo de Acido Caféico (uM)

Fig. 12: Avaliagdo comparativa do (A) efeito antioxidante de diferentes concentragdes de Acido
Caféico utilizando a técnica de quimioluminescéncia e (B) viabilidade celular pelo Azul de

Trypan.

Os valores foram representados na tabela em média de 10 experimentos + EP.

A geragéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/min (Relative Light Units =
Unidade Relativa de Luz, por minuto) durante 15 minutos; N-2A = células Neuro-2A; H202 = peroxido de
hidrogénio; RPMI = meio de cultura; AC = acido caféico; EP = erro padrao; controle = N-2A + H202 +
RPMI.

NS = néo significativo

* = resultado significativo (p<0,05) comparado ao controle (N-2A + H202 + RPMI) pelo teste de Mann-
Whitney
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4.2.3 Poder antioxidante da memantina x viabilidade celular

A Memantina, como visto na figura 13, nas concentracoes de 0,5; 1 e 10
MM n&o mostrou agdo antioxidante, ou seja, ndo promoveu a diminuicdo na
producdo de ROS. Em contrapartida, na concentracido de 50 uM observamos
um aumento na producdo de ROS, que foi significativa p<0,05), sendo esta
concentracido, portanto, pré-oxidante pelo ensaio de quimioluminescéncia. O
painel A mostra os dados expressos em RLU/minuto (Relative Light Units =
Unidade Relativa de Luz) evidenciando potencial pré-oxidante da Memantina
na concentragao de 50 uM.

Nas mesmas concentragdes, no ensaio de viabilidade celular com Azul
de Trypan, ndo foram encontradas diferencas pelo teste de Mann-Whitney

(p>0,05).



64

Quimioluminescéncia P
Significancia

Experimento (RLU/min * EP)
N-2A + H202 + RPMI 12127 -
N-2A + H202 + 0,5 pM Mem 122 £ 12 NS
N-2A + H202 + 1 yM Mem 120 £ 10 NS
N-2A + H202 + 10 yM Mem 124 £ 8 NS
N-2A + H202 + 50 yM Mem 153 + 14 * p <005
A B
Quimioluminescéncia Viabilidade Celular
200 - 100 NS
*
150 -+ M 75 A
§ 100 -+ § 50 A
= x
50 A 25 -
0 T T T T 1 0 - T T T
0 (controle) 0,5 1 10 50 0 (controle) 0,5 1 10 50
Concentragdo de Memantina (uM) Concentragdo de Memantina (uM)

Fig. 13: Avaliacdo comparativa do (A) efeito antioxidante de diferentes concentracbes de

Memantina utilizando a técnica de quimioluminescéncia e (B) viabilidade celular pelo Azul de

Trypan.

Os valores foram representados na tabela em média de 10 experimentos + EP.

A geragéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi expressa em RLU/min (Relative Light Units =
Unidade Relativa de Luz, por minuto) durante 15 minutos; N-2A = células Neuro-2A; H202 = peroxido de
hidrogénio; RPMI = meio de cultura; Mem = memantina; EP = erro padréo; controle = N-2A + H202 +
RPMI.

NS = néo significativo

* = resultado significativo (p<0,05) comparado ao controle (N-2A + H202 + RPMI) pelo teste de Mann-

Whitney
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4.3 Avaliagdo da viabilidade celular em nivel lisossomal utilizando Vermelho

Neutro em células Neuro-2A

4.3.1 Ebselen

A figura 14 mostra que as células expostas a diversas concentracdes de
Ebselen (0,5; 5; 10 e 20 yM) nao diferem significativamente (p<0,05) do
controle (N-2A + RPMI) segundo sua viabilidade em nivel lisossomal, isto é, por
ser um corante vital, o vermelho neutro é permeavel as membranas das células
e se acumula em lisossomas de células viaveis. Em nenhuma das
concentragcbes analisadas foram observados danos ou morte celular

comparados ao controle.

Experimento (DO = EP) Viabilidade Celular
A
NS
N-2A + RPMI (controle) 0,406 + 0,036 125 -
100 -+
N-2A + 0,5 uM Ebs 0,425 + 0,009 25
®

N-2A + 5 uM Ebs 0,412 + 0,012 %0
25

N-2A + 10 uM Ebs 0,424 + 0,012 0 - ' ' ' '

0 0,5 5 10 20
(controle)
N-2A + 20 UM Ebs 0,389 + 0,009 Concentragdo de Ebselen (M)

Fig. 14. Avaliagao do efeito de diferentes concentragdes de Ebselen sobre a viabilidade celular
em nivel lisossomal pela incorporacao do Vermelho Neutro

A viabilidade celular foi expressa na tabela em densidade optica (DO) pela média de 10 experimentos +
EP; e no painel A pela porcentagem (%) dos valores sendo o controle considerado 100%

N-2A= células Neuro-2A; RPMI = meio de cultura; Ebs = Ebselen; EP = erro padrao; controle = N-2A +
RPMI; NS = nao significativo; DO = densidade 6ptica (540nm)



4.3.2 Acido Caféico

66

O Acido Caféico, como demonstrado anteriormente apresentou um efeito

antioxidante em todas as concentragdes (25, 50, 100, 200 e 500 yM) ao ensaio

de quimioluminescéncia, ndo mostrando altera¢des significativas (p<0,05) na

viabilidade celular em nivel lisossomal quando comparado ao controle (N-2A +

RPMI), como pode ser constatado na figura 15.

Experimento (DO x EP) Viabilidade Celular
A
N-2A + RPMI (controle) 0,544 + 0,016 125 1 NS
100 -+
N-2A + 25 uM AC 0,533 £ 0,014
75
X
N-2A + 50 uM AC 0,534 £ 0,007 50 -
N-2A + 100 uM AC 0,550 + 0,013 25 1
0
N-2A + 200 uM AC 0,563 £ 0,012 (Congole) s 50 100 200 500
Concentragdo de Acido Caféico (uM)
N-2A + 200 uM AC 0,522 £ 0,012

Fig. 15: Avaliagdo do efeito de diferentes concentragdes de Acido Caféico sobre a viabilidade

celular em nivel lisossomal pela incorporagdo do Vermelho Neutro

A viabilidade celular foi expressa na tabela em densidade optica (DO) pela média de 10 experimentos +

EP; e no painel A pela porcentagem (%) dos valores sendo o controle considerado 100%

N-2A= células Neuro-2A; RPMI = meio de cultura; AC = Acido Caféico; EP = erro padrao; controle = N-2A
+ RPMI; NS = nao significativo; DO = densidade optica (540nm)



4.3.3 Memantina

67

Assim como as outras substancias testadas (Ebselen e Acido Caféico), a

Memantina nas concentragdes de 0,5; 1; 10 e 50 yM nao apresentou

alteracdes significativas (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney na viabilidade

celular em nivel lisossomal comparado ao controle (N-2A + RPMI), apesar de

manifestar efeito pro-oxidante na maior concentragédo (50 pM) ao ensaio de

quimioluminescéncia, como pode ser constatado na figura 16.

Experimento (DO t EP)

N-2A + RPMI (controle) 0,409 + 0,007
N-2A + 0,5 yM Mem 0,419 £ 0,007
N-2A + 1 yM Mem 0,421 £ 0,006
N-2A + 10 pM Mem 0,414 £ 0,005

N-2A + 50 pM Mem 0,416 £+ 0,008

125 -

100

75

%

50

25

|

Viabilidade Celular
NS
0,5 I 1 I 10 I 50

0 (controle)

Concentragdo de Memantina (uM)

Fig. 16: Avaliacdo do efeito de diferentes concentracbes de Memantina sobre a viabilidade

celular em nivel lisossomal pela incorporagdo do Vermelho Neutro

A viabilidade celular foi expressa na tabela em densidade optica (DO) pela média de 10 experimentos +

EP; e no painel A pela porcentagem (%) dos valores sendo o controle considerado 100%

N-2A= células Neuro-2A; RPMI = meio de cultura; Mem = Memantina; EP = erro padrao; controle = N-2A
+ RPMI; NS = nao significativo; DO = densidade optica (540nm)
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44 Avaliagdo do poder redutor mitocondrial utilizando MTT em células

Neuro-2A

4.4.1 Ebselen

O poder redutor do Ebselen observado foi significativo (p<0,05) pelo
teste de Mann-Whitney somente na concentragao de 5 pM, evidenciando que
nas demais concentragbes nado houve reducgido significativa (p>0,05)

comparadas ao controle.

Experimento (DO t EP) E-C

N-2A + RPMI (controle) 0,578 + 0,003 - 0,060 -
0,045 -
N-2A + 0,5 uM Ebs 0,602 + 0,016 NS
z 0,030 -

*
N-2A + 5 uM Ebs 0,626 +0,014* p <0,005
0,015 - I
N-2A + 10 uM Ebs 0,595 + 0,013 NS 0,000 - : : :
0,5 5 10 20

Concentragdo de Ebselen (uM)

N-2A + 20 uM Ebs 0,598 + 0,012 NS

Fig. 17: Avaliagcdo comparativa do efeito de diferentes concentragées de Ebselen sobre o poder

redutor mitocondrial utilizando MTT

A viabilidade celular foi expressa na tabela em densidade optica (DO) pela média de 10 experimentos +
EP; e no painel A pelo E — C = experimento - controle

N-2A= células Neuro-2A; RPMI = meio de cultura; Ebs = Ebselen; EP = erro padrao; controle = N-2A +
RPMI; NS = nao significativo; DO = densidade o6ptica (570nm); * = resultado significativo (p<0,05)
comparado ao controle (N-2A + RPMI) pelo teste de Mann-Whitney
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4.4.2 Acido Caféico

O Acido Caféico apresentou aumento significativo (p<0,05) do poder
redutor mitocondrial, crescente de acordo com as concentracdes utilizadas (25,
50, 100 e 200 uM) comparadas ao controle (N-2A + RPMI), com excecao da
maior concentragao (500 uM) que teve o poder redutor mitocondrial diminuido
em relagdo ao controle, apesar de nao ser significativo (p>0,05) pelo teste de

Mann-Whitney.

Experimento (DO t EP) E-C

N-2A + RPMI (controle) 0,268 + 0,012 -
0,090 -

N-2A +25 uM AC 0,307 £0,009* p <0,005
0,060 -

*
*
N-2A + 50 pM AC 0,309 + 0,007* p <0,005 * =
: 0,030 -
N-2A + 100 (M AC 0,316 +0,008* p <0,005
0,000 - T T T T
25 50 100 200 r

N-2A + 200 pM AC 0,336 + 0,009* p <0,005

-0,030 -
N-2A + 500 uM AC 0,248 + 0,009 NS Concentragado de Acido Caféico (uM)

Fig.18: Avaliacdo comparativa do efeito de diferentes concentragdes do Acido Caféico sobre o

poder redutor mitocondrial utilizando MTT

A viabilidade celular foi expressa na tabela em densidade optica (DO) pela média de 10 experimentos +
EP; e no painel A pelo E — C = experimento - controle

N-2A= células Neuro-2A; RPMI = meio de cultura; AC = Acido Caféico; EP = erro padrao; controle = N-2A
+ RPMI; NS = nao significativo; DO = densidade optica (570nm); * = resultado significativo (p<0,05)
comparado ao controle (N-2A + RPMI) pelo teste de Mann-Whitney
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4.4.3 Memantina

Considerando as diferentes concentragbes de Memantina (0,5; 1; 10 e
50 pM) utilizadas, foi constatado que as concentracées de 0,5 e 1 uM
apresentaram poder redutor mitocondrial (p<0,05) comparadas ao controle (N-
2A + RPMI), sendo que a agdo da memantina na concentragcdo de 0,5 pM

mostrou maior aumento na fungéo mitocondrial.

Experimento (DO x EP) E-C

N-2A + RPMI (controle) 0,274 + 0,006 : 0,060 -

*
N-2A + 0,5 yM Mem 0,322 £ 0,007* p <0005
0,040
N-2A + 1 pM Mem 0,298 £ 0,005* p <0005 o «
N-2A + 10 pM Mem 0,287 + 0,006 NS 0,020
N-2A + 50 pM Ebs 0,286 + 0,004 NS . l
0,000 - T T T
0,5 1 10 50

Concentragdo de Memantina (LM)

Fig. 19: Avaliacdo comparativa do efeito de diferentes concentragcdes da Memantina sobre o
poder redutor mitocondrial utilizando MTT

A viabilidade celular foi expressa na tabela em densidade optica (DO) pela média de 10 experimentos +
EP; e no painel A pelo E — C = experimento - controle

N-2A= células Neuro-2A; RPMI = meio de cultura; Mem = Memantina; EP = erro padrao; controle = N-2A
+ RPMI; NS = nao significativo; DO = densidade optica (570nm); * = resultado significativo (p<0,05)
comparado ao controle (N-2A + RPMI) pelo teste de Mann-Whitney
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5 DISCUSSAO

O envelhecimento € uma experiéncia que todo ser humano compartilha,
mas nem sempre compreende. Nao apenas o entendimento do processo de
envelhecimento é fundamental como também determinar as causas e
intervencdes necessarias para o seu adiamento. Do modo mais simples, o
envelhecimento € o tempo cronoldgico de existéncia desde o nascimento até a
morte, sendo tempo e idade relativos sob interpretagao. Apesar de ser de facil
deteccdo a idade fisica, € quase imperceptivel aos olhos a idade fisiolégica
(SPIRDUSO, et al., 2005).

Dentre as varias teorias que tentam explicar o processo de
envelhecimento, nos deparamos com a teoria dos radicais livres, onde reagoes
sdo desencadeadas na célula, e uma vez iniciadas, podem ser responsaveis
pela deteriorizagao progressiva dos sistemas bioldgicos a longo prazo. Como ja
foi descrito, esses radicais promovem dano mitocondrial, que aliado a uma
perda da competéncia biomolecular, pode, entdo, levar ao envelhecimento,
morte celular, e consequentemente morte do organismo (HARMAN, 1956). A
producdo de ROS mitocondrial, portanto, é fator preponderante neste processo,
pois a vida aerdbica depende da combustdo controlada de energia e esta é
catalisada e regulada por uma maquinaria metabdlica que pode ser danificada
por reacdes oxidativas incontrolaveis associadas com a producao de energia.

Devido a extrema ameaca desta oxidagao, seres aerdbios desenvolveram um
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sistema antioxidante complexo para controlar essas reacbes e reparar ou

substituir a maquinaria afetada (JONES, 2006).

5.1 Poder antioxidante pelo ensaio de quimioluminescéncia

Células Neuro-2A sao utilizadas em trabalhos de estresse oxidativo /in
vitro (CALDERON et al, 1999). Em um estudo estes pesquisadores
compararam as linhagens N-2A e PC12 (feocromocitoma) e verificaram
diferengas na susceptibilidade e resposta a diferentes estimulos que envolvem
a producao e/ou aumento de ROS nestas células.

Comegcamos nossos estudos mimetizando um ambiente de estresse
oxidativo nas células N-2A pela exposi¢cdo ao H202 e observamos aumento na
producédo de ROS. O fato se mostra condizente com estes estudos de Calderén
et al (1999). Estes autores indicam uma maior resisténcia ao estresse
oxidativo causado pelo H202 nas células N-2A comparadas as células PC12,
que provavelmente esta relacionado com um nivel mais elevado de fatores
antioxidantes em N-2A, que eles puderam evidenciar pelos maiores niveis de
GSH encontrados nas mesmas, ou seja, as células N-2A sao células que
possuem uma maior defesa antioxidante (maior indice de GSH) comparadas as
células PC12, entretanto sdo células sensiveis ao estimulo oxidativo, no caso
do estudo, o peroxido de hidrogénio (H202), pois como pode ser observado na
figura 10, quando expostas ao H2O> as células mostraram um significativo

aumento (p<0,05) na producdo de ROS quando comparadas ao controle
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(células que ndo foram submetidas & exposicdo com H02). E importante
ressaltar que, embora as células expostas ao H>O> apresentaram aumento
significativo nos niveis de ROS, o painel A da figura 10 nos mostra que nao
houve aumento do numero de morte celular causado pela exposicdo ao H2O>
quando comparadas ao controle (células que n&o foram expostas ao H20o)
pelo teste de viabilidade celular de Azul Trypan, onde o corante sé é
incorporado pelas células vivas. Portanto, o estresse oxidativo ndo se deve a
morte celular.

A partir deste resultado entao, prosseguimos com as etapas seguintes
que foram verificar se as substancias Ebselen, Acido Caféico e Memantina, ja
descritas na literatura como substancias antioxidantes, tinham efetivamente
esse efeito na célula sem causar prejuizos as mesmas.

E sabido que varias substancias tém o poder de neutralizar a acéo
deletéria dos radicais livres nas células, seja por prevenir, interceptar as
espécies reativas ou por reparar os danos causados por estas (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2000) e dentre estas substancias podemos citar o Ebselen
(MULLER et al.,, 1984; SATHEESHKUMAR & MUGESH, 2011, SATOH, 2004;
YOSHIZUMI, 2002) e o Acido Caféico (GARAMBONE & ROSA, 2007;
KUMARAN & PRINCE, 2010; RICE-EVANS, 1996) que entram na classe das
substancias que interceptam ROS, e a Memantina (BLANCHARD ef al., 2008;
FORLENZA, 2005; MOTAWAJ et al., 2011) que age por prevenir a formacao de

espécies reativas de oxigénio.
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5.1.1 Ebselen

Um estudo da catalise da reacdo de GPx através do Ebselen, mostrou
gue 0 mecanismo se pareceu idéntico ao da reagao da enzima (MAIORINO, ef
al., 1988). A reacao catalisada por este composto é similar a reagao catalisada
pela GPx, e € de particular significancia para células vivas porque decompde
H2O2, um intermediario que pode dar origem a ROS, prevenindo assim a
formacao de radical hidroxila (HOe¢) e peroxidagédo de lipidios (NOGUEIRA ef
al., 2004).

Como mostra amplamente a literatura, o Ebselen € um composto nio-
toéxico, com baixo peso molecular, dotado de potente atividade mimética da
GPx (HERIN et al., 2001; IMAI et al., 2003; LI & CAO, 2002) e, portanto, um
potente antioxidante, além de possuir diversas outras agées na célula, tais
como, redu¢cdo de um grande numero de enzimas implicadas no processo
inflamatério (FURSTENAU et al,, 2004), antiaterosclerética e citoprotetora em
diversos modelos biolégicos (SCHEWE, 1995). Uma nova propriedade do
Ebselen, como inibidor de apoptose, foi demonstrada em estudo realizado por
Namura ef al. (2001). O Ebselen e seus metabdlitos reduzem hidroperéxidos
organicos, protegendo lipoproteinas e membranas (SCHEWE, 1995; HERIN ef
al., 2001).

Evidéncias de atividade neuroprotetora para este consideravel
antioxidante selenado também sao extensas na literatura, principalmente em se

tratando do processo de envelhecimento onde ha implicagcbes de doencas
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neurodegenerativas como doenca de Parkinson e Alzheimer (SCHEWE, 1995;
ROSSATO ef al., 2002). Em pesquisas com animais /n vivo foi investigada a
acao antioxidante e eficacia neuroprotetora do Ebselen em varios modelos de
derrame cerebral isquémico (IMAI ef al, 2003; MORETTO ef al, 2005),
prevenindo a peroxidacdo de lipidios provocada pela excessiva acao do
sistema glutamatérgico (NOGUEIRA et al., 2002; PORCIUNCULA et al., 2003).
Além disso, o Ebselen também foi administrado com sucesso em humanos,
diminuindo os déficits neuroldgicos provocados por aneurisma subaracnoide
hemorragico (SAITO ef al., 1998; ZHAO & HOLMGREN, 2002).

Tratamentos clinicos indicam que o Ebselen tem efeitos benéficos em
situagcbes patolégicas quando ha envolvimento com  glutamato
(PORCIUNCULA et al,, 2001).

Nossos resultados mostraram que das concentragdes de Ebselen
estudadas (0,5; 5; 10 e 20 pM), somente na concentracdo de 5 uM
constatamos realmente efeito antioxidante da substancia, reduzindo (p<0,05) a
quantidade de ROS produzidos nas células estimuladas por H202, conforme
mostra figura 11 (tabela e painel A).

Nossos resultados estdo de acordo com Satoh ef al (2004) que
demonstraram que nesta mesma concentragao de 5 yM, além de antioxidante,
Ebselen também foi capaz de proteger contra morte, células expostas ao H20>

(YOSHIZUMI et. al., 2002). Muller et al., 1984 mostraram que Ebselen promove
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acgao protetora sobre células PC12, incluindo atividade da glutationa peroxidase
(GPx), resultado antioxidante e efeito inibitorio sobre a peroxidagéo lipidica.

Ja Guérin & Gauthier (2003) questionaram que apesar da ac¢ao benéfica,
ja amplamente descrita, se faz necessaria a avaliagao da atividade mutagénica
e/ou genotdéxica do composto organoselenado Ebselen, pois, estudos ja

mostraram que o Ebselen induz morte celular por necrose.

5.1.2 Acido Caféico

A maior parte dos constituintes do sistema de defesa ndo enzimatico &
obtida a partir da dieta, pois a maioria nao € sintetizada pelos préprios animais
(HERMES-LIMA, 2004).

Como ja descrito anteriormente, o Acido Caféico (AC) é um importante
representante dos compostos fendlicos (acidos hidroxicinamicos) encontrados
em diversos alimentos de origem vegetal (GARAMBONE & ROSA, 2007;
KUMARAN & PRINCE, 2010). Segundo Manach ef a/. (2004), a absorgéo deste
composto fendlico em seres humanos varia conforme a quantidade de
alimentos que o contém (por exemplo, o café) sdo consumidos.

Exatamente por se constituirem em fundamentais contribuintes da dieta,
os primeiros estudos dos polifendis estavam em sua maioria relacionados aos
efeitos antinutricionais destes compostos, como por exemplo, a diminuicdo na

absorcao e digestibilidade de alimentos devido a capacidade destes compostos
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de se ligar e precipitar minerais e macromoléculas tais como proteinas e
carboidratos (YANG, 2001).

Diversos estudos mostraram propriedades antioxidantes do AC
(AMORATI ef al., 2006; KONO et. al., 1997). Nardini ef al. (1995) evidenciaram
que o AC inibiu, de maneira dose-dependente, a peroxidacao lipidica induzida
por ions cupricos. Neste mesmo estudo os autores mostraram que o AC é
capaz de reduzir radicais lipoperoxil (por meio da doagdo de um hidrogénio) e
impedir a propagacgao da peroxidagao lipidica. Outros estudos mostram que AC
apresenta propriedades anti-inflamatérias (GAMARO ef al/, 2011),
antimutagénica (BIROSOVA et al, 2005) e anticarcinogénicas (KANG, et. al,
2009).

O Acido Caféico em nosso trabalho apresentou acdo antioxidante em
todas as concentragdes testadas (25, 50, 100, 200 e 500 uM), expondo um
aumento na inibicdio de ROS concentracido-dependente comparado ao
controle, como pode ser visto na figura 12, tabela e painel A. No processo de
envelhecimento, bem como na fisiopatologia de varias doencgas
neurodegenerativas do sistema nervoso, por haver o aumento de ROS e a
diminuicdo das defesas antioxidantes, o AC se mostra entdo, um potente
agente neuroprotetor.

Nakayama em 1994 ja havia atribuido ao Acido Caféico propriedade
citoprotetora induzida por peroxido de hidrogénio e Jeong ef al (2011)

concluiram em seus estudos que o Acido Caféico inibe a peroxidacao lipidica,
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diminui o acumulo de ROS intracelular e protege células PC12 contra
neurotoxicidade induzida pelo H20-.

Estudos anteriores com a planta Erigeron Annuus, amplamente usada
na Coréia e China com varios efeitos medicinais, e que possui grandes
concentragdes de Acido Caféico, indicaram que o mesmo teve excelente
efeitos antioxidante e neuroprotetores (JEONG ef a/, 2011). Estes resultados
sugerem um potencial uso do extrato de Erigeron Annuus bruto, bem como os
compostos isolados para tratar doengas neurodegenerativas como a doencga de
Alzheimer. Portanto, a agao antioxidante do AC pode fornecer neuroprotecao
contra toxicidade induzida pelo H2O2 em células neuronais .

Nossos resultados confirmam estudos recentes desses autores onde o
pré-tratamento de células PC12 pelo acido caféico impediu significativamente o
acumulo de ROS intracelular em comparacao células tratadas apenas com
H20:> (controle). Este resultado sugere que o Acido Caféico isolado de Erigeron
Annuus com atividade antioxidante pode desempenhar um papel importante na
redugcdo do estresse oxidativo, e consequentemente, retardando o
envelhecimento e o aparecimento de doencas neurodegenerativas causadas
pelo acumulo de ROS.

E importante salientar que Skibola et al (2000) alertam para os
potenciais efeitos tdxicos decorrentes da excessiva ingestdo de flavondides
que sao comumente ignorados. Em doses altas (mas nao citadas pelos

autores), flavonodides podem agir como mutagénicos, geradores de radicais
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livres, e inibidores de enzimas chave do metabolismo de horménios. O nosso
trabalho, todavia, ndo mostrou em nenhuma das concentragées uma acao pro-

oxidante que corroborasse tais resultados dos autores supra citados.

5.1.3 Memantina

A neurotoxicidade induzida pela hiperativacdo do receptor de NMDA
(receptores de glutamato) resulta em inumeras condi¢des patolégicas que vao
desde doengas neurodegenerativas agudas, como derrame e trauma, até
doencas crénicas, como Huntington, mal de Parkinson e Alzheimer, que podem
causar a morte neuronal (AHMED ef al,, 2011; DIAS, ef al., 2007; FERREIRA et
al., 2010; SAFT et al,, 2011)

O metabolismo de glutamato, gera espécies reativas de oxigénio (ROS)
que sao capazes de consumir as defesas antioxidantes, que se encontram em
menor quantidade em regides especificas do encéfalo. Ja as membranas
neuronais contém baixo nivel de lipideos poliinsaturados, o que as torna mais
suscetivel a peroxidacado lipidica. (FREENEY & STYS, 2005; GIBSON &
HUANG, 2005).

Terapias disponiveis para doencgas neurodegenerativas sao limitadas ao
tratamento sintomatico, o que nao altera a progressao da doenga (BODNER ef
al., 2006). A necessidade de tratamento destas patologias tem suscitado o
desenvolvimento de antagonistas do receptor de NMDA, mas o emprego clinico

nao tem demonstrado éxito devido aos graves efeitos colaterais, que incluem
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déficit motor, sedagdo e estados psicomiméticos, além de baixo indice
terapéutico (DIAS ef al,, 2007).

Na identificagdo de novos antagonistas do receptor de NMDA, o canal
ibnico deste receptor tem sido apontado como um alvo promissor, visto que
apresenta sitios distintos de interacdo que sao responsaveis por uma intensa
modulagao sinaptica causando alteracao no fluxo de ions sddio, potassio e
calcio. Atualmente quatro sitios do receptor sao considerados possiveis alvos
para ligantes enddgenos e exdgenos, um deles € o sitio de ligacdo de
antagonistas ndao competitivos que bloqueiam o canal (PAOLETTI & NEYTON,
2007).

Sabendo entdo que o estresse oxidativo tem papel importante no
processo das doencgas neurodegenerativas, os antagonistas de receptor NMDA
podem minimizar ou bloquear a morte dos neurdnios induzida pela ativagao
desses receptores e consequentemente da produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), sendo assim, uma medida terapéutica considerada como
neuroprotetora (DIAS ef al., 2007).

A acdo da Memantina (substancia ativa do medicamento de uso oral -
cloridrato de Memantina que é utilizado como um adjuvante no tratamento de
deméncias) pode ser descrita como um antagonista n&o-competitivo de
moderada afinidade de receptores NMDA, permitindo sua ativagao fisiolégica
durante os processos de formacdo da memodria, porém bloqueando a abertura

dos canais e sua ativagao patolégica. Em condicoes fisioldgicas, a Memantina
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bloqueia os receptores NMDA no estado de repouso e deslocada de seu sitio
de ligagdo em condigdes de ativagdo fisioldgica; em contrapartida, ndo se
desprende do receptor na vigéncia de ativagao patologica. Estas propriedades
conferem a memantina uma agao neuroprotetora contra a ativacao excitotoxica
de receptores de glutamato (DIAS ef a/., 2007).

Sabendo que o excesso de calcio no interior da célula desencadeia
eventos que levam ao aumento da producado de ROS, e que o aumento destes
causa danos na funcgao celular contribuindo para o processo de envelhecimento
e das doencgas neurodegenerativas, a Memantina tem sido amplamente
estudada /n vivo como antioxidante, tendo como mecanismo a diminui¢ao da
producdo de ROS pela inibicdo do influxo de Ca?* (ANDERSEN, 2004;
FRIGUET, 2006; FLOYD & HENSLEY, 2002).

Em nosso estudo, das concentragdes utilizadas (0,5; 1; 10 e 50 pM),
nenhuma delas apresentou efeito antioxidante ao ensaio de
quimioluminescéncia em culturas de células N-2A, ou seja, a produgcdo de ROS
das células tratadas com a Memantina nao diminuiu significativamente (p<0,05)
quando comparadas ao controle (células sem tratamento com Memantina), o
que difere dos estudos supra citados, entretanto estes foram realizados /n vivo.
Além disso, na maior concentracao (50 yuM) a Memantina apresentou um efeito
pré-oxidante, ou seja, as células tratadas com Memantina nesta concentracao
apresentaram um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na producéao

de ROS. Considerando que a Memantina age inibindo influxo de Ca2*, que por
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sua vez causa danos celulares, inclusive por aumento na producdo de ROS,
podemos sugerir que nesta concentragao ela ndo somente nao foi eficaz na
sua fungao de bloqueio temporario, (que reduziria a produ¢do de ROS) como
apresentou acdo pré-oxidante (aumentando a produgdo de ROS). Estes
resultados sugerem que a concentragdo da substédncia modifica a reagéo
celular causando um estresse oxidativo. Portanto, apesar de varios estudos /n
vivo mostrarem efeitos benéficos pela acado neuroprotetora da Memantina,
deve-se ter critério quanto a sua administragcdo visto que ela pode trazer
prejuizos no que se refere a aumentos de ROS em cultura celular de

neurdnios.

5.2 Viabilidade celular em nivel lisossomal pela incorporagdao de Vermelho
Neutro

O método empregado para essa avaliacao foi o teste de citotoxicidade
do Vermelho Neutro, corante vital que se acumula em células viaveis. Os
resultados dependem da viabilidade lisossomal das células ou fungcdo dessas.
A incorporacao do Vermelho Neutro por células viaveis pode ser modificada por
alteracdes na superficie celular ou na membrana lisossomal. De acordo com a
capacidade lisossomal de incorporar o corante é possivel distinguir células
viaveis das injuriadas ou mortas (MELO,1996). A avaliacao da incorporagao do

corante pelas células é feita através dos valores de absorbancia, sendo esses
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proporcionais a viabilidade das células e dos lisossomas. Assim, esse ensaio é
um indicador de danos provocados ao lisossoma.

Como os testes mostraram, para as trés substancias (Ebselen, Acido
Caféico e Memantina) em todas as concentragbes estudadas nao houve
diminuicao significativa (p<0,05) pelo teste de Mann-Whitney, da captacao do
corante Vermelho Neutro, indicando assim, que ambas nao apresentaram
potencial citotdéxico em nivel lisossomal (figuras 14, 15 e 16).

Podemos inferir que as substancias, nas concentragdes utilizadas, nao
interagiram de maneira lesiva com membranas celulares (inclusive lisossomais)
causando danos e/ou morte as mesmas, pois estudos anteriores ja relataram a
importante participagcdo dessa organela nos processos apoptoticos (ZHAO et
al, 2003). Tanto o Ebselen, o Acido Caféico, quanto a Memantina, nas
concentracdes utilizadas, ndo diminuiram a viabilidade das células N-2A em
nivel lisossomal, embora, o Ebselen na concentragao de 5 uM (figura 11, painel
A) e o Acido Caféico em todas as concentragdes (25, 50, 100, 200 e 500 uM)
(figura 12, painel A) apresentaram de modo significativo (p<0,05) acao
antioxidante, ou seja, ocorreu a reducao na producdo de ROS sem, no entanto,
causar danos e/ou morte celulares que seriam constatados pelo incorporagéo
do corante vital. Ja a memantina, apesar de, em todas as concentragdes
testadas, nao alterar a viabilidade lisossomal, na concentracdo de 50 uM, como
pode ser visto na figura 13 (painel A) apresentou um perfil pré-oxidante, quer

dizer, teve a capacidade de aumentar a producdo de ROS comparada ao
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controle sem, no entanto, causar qualquer prejuizo a célula no que se refere a

danos lisossomais.

5.3 Capacidade redutora mitocondrial pelo ensaio de MTT

O cérebro € um dos 6rgaos metabolicamente mais ativos, requerendo
duas vezes mais energia que o coragao em repouso. Este tecido representa
2% da massa corporal do homem adulto e consome em torno de 20% do total
de O2 disponivel para o organismo. A grande demanda por Oz deve-se ao alto
consumo de ATP pelos neurdnios, e tendo em vista que a fosforilacdo oxidativa
€ responsavel pela quase totalidade do ATP produzido no SNC, a regulagao da
respiragdo mitocondrial se torna essencial para o correto metabolismo
energético cerebral (BARBOSA ef al, 2006). Neste sentido, a disfungao
mitocondrial tem sido apontada como 0 mecanismo-chave na
neurodegeneracao induzida por estimulos agudos e cronicos (BARBOSA ef al.,
2006; LIN & BEAL, 2006).

As doencas neurodegenerativas crénicas podem ser definidas como um
grupo de desordens heterogéneas caracterizadas por um inicio insidioso, de
progressao lenta e com caracteristicas neuropatologicas fortemente associadas
a uma area especifica do cérebro (LIN & BEAL, 2006). Apesar da
heterogeneidade destas entidades a resposta adaptativa cronica aos diferentes
fatores geradores de estresse e que comprometem a homeostase celular,

parece estar relacionada com mudancas especificas na funcao mitocondrial.
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Uma complexa rede de sinalizacdo permite que a mitocéndria identifique as
mudangas do meio provocando uma alteragcao nas respostas bioenergéticas,
apoptoticas ou oxidativas. Estas alteragdes no funcionamento da mitocéndria
tém sido reconhecidas como um componente-chave ndo sé nesses processos
neurodegenerativos crénicos, como também no processo de envelhecimento,
neurotoxicidade aguda, incluindo as induzidas por agentes téxicos enddgenos
como o glutamato, nos acidentes cérebro-vasculares, isquemia ou trauma
(DIAS et al., 2007) e erros inatos do metabolismo (LATINI ef a/,, 2007).

Luft ef al. (1962) descreveram o primeiro caso clinico com disfungéo
mitocondrial, onde o defeito estava representado por um desacoplamento da
respiragcdo mitocondrial, o que significa que a transferéncia de elétrons através
da cadeia respiratéria ndo estava em sincronia com a sintese de ATP. Esta
primeira documentacao clinica permitiu abrir novos horizontes para melhor
entender os mecanismos de toxicidade envolvidos em processos
neurodegenerativos. Neste contexto, as principais consequéncias da disfuncao
mitocondrial parecem envolver inducao de estresse oxidativo, alteragao na
homeostase do calcio, apoptose e falha metabdlica. Historicamente, a maior
atencdo tem sido dada ao estudo da expressdao ou funcionamento dos
componentes da cadeia respiratéria. No entanto, o foco esta atualmente sendo
dirigido ao estudo dos efeitos do estresse oxidativo sobre a respiracao

mitocondrial.
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A disfungcdo desta organela ja foi demonstrada na fisiopatologia de
processos neurodegenerativos crénicos, por exemplo, nas doengas de
Parkinson, Hungtington e de Alzheimer ( LIN & BEAL, 2006).

Para mensurar a atividade das enzimas mitocondriais, utilizamos o (3-
(4,5 dimethyazol-2yi)-2,5 diphenyltetrazolium bromide), conhecido como metil-
tiazol-tetrazélio (MTT), que permite medir o metabolismo celular. Baseia-se na
reducdo deste sal por acdo das succinato-desidrogenases mitocondriais,
ocorrendo a formagao dos cristais de formazan, cuja produg¢ao € proporcional
ao nimero de células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983). E um ensaio
colorimétrico, onde o MTT, quando incubado com células vivas, tem seu
substrato quebrado transformando de um composto amarelo para um
composto violeta (formazan). A quantidade de cristais formados € diretamente
proporcional ao numero de células viaveis. Assim, quanto mais escura a
coloracdo, ao final da reacdao, maior € viabilidade celular e a atividade da

cadeia respiratéria (MOSMANN, 1983).

5.3.1 Ebselen

O composto Ebselen ja foi relatado como agente de protegdo neural
apresentando ainda efeito citoprotetor em modelos /n vitro (MULLER et al,
1984; SATHEESHKUMAR & MUGESH, 2011), mostrando também protecao
neuronal contra isquemia cerebral em trabalhos com humanos e animais

(SATOH, 2004; YOSHIZUMI, 2002). Os efeitos neuroprotetores do Ebselen
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foram demonstrados em modelos de toxicidade glutamatérgica (XU ef al,
2006) e neurotoxicidade por exposicdo ao metil mercurio (MeHg) (FARINA et
al., 2004).

Ha demonstracdes que a disfungdo mitocondrial associada ao estresse
oxidativo esta envolvida em processos toxicos induzidos pelo MeHg, e que o
uso de compostos de Se previne estas altera¢gdes neuroquimicas (GLASER ef
al., 2010).

Nosso trabalho mostra que o Ebselen, na concentragcdo de 5 pM
apresenta um significativo aumento (p<0,05) no poder redutor mitocondrial,
indicando que nesta concentracao ele atuou de maneira a aumentar reagoes
entre enzimas mitocondriais.

Sabendo que é alto o consumo de O: pelo tecido nervoso, que a
mitocondria é a organela responsavel pela respiracdo celular e
consequentemente pela alta producdo de ROS, podemos dizer de maneira
hipotética que o Ebselen atuou de forma a diminuir a produc¢ao de ROS (figura
11, painel A) como ja observado no ensaio de quimioluminescéncia deste
trabalho e em conformidade com estudos de Satoh ef a/ (2004), possivelmente
aumentando a acdo de enzimas redutoras presentes na mitocondria. Nas
demais concentragdes (0,5; 10 e 20 uM) o Ebselen se mostrou incapaz de
aumentar a atividade redutora mitocondrial.

Alteracdes no funcionamento desta organela tém papel importante nos

processos de envelhecimento e neurodegeneracao por induzir estresse
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oxidativo (MARTIN, 2010), portanto Ebselen pode ser considerado um
composto que protege células nervosas contra neurodegeneragao e efeitos

deletérios do envelhecimento.

5.3.2 Acido Caféico

Diversos estudos recentes tém revelado que além da atividade
antioxidante apresentada pelos polifendis, estes compostos uma vez presentes
em sistema bioldgicos, podem possuir outros mecanismos de ac¢do. Galati &
O’Brien (2004) relataram toxicidade mitocondrial associada a uma capacidade
dos polifendis em promover o colapso do potencial da membrana mitocondrial.
Ja Skibola (2000), descreve a habilidade de flavondides em inibir enzimas
associadas ao DNA, como por exemplo, a topoisomerase.

Apesar da toxicidade mitocondrial estar associada a uma atividade
anticarcinogénica (alteragcdes na permeabilizacdo da membrana mitocondrial
estdo relacionadas a promogéao de apoptose, sendo que a indugao da apoptose
por sua vez, suprime o desenvolvimento do cancer), os comportamentos acima
descritos abrem espacgo para uma melhor avaliagdo do potencial toxico dos
mesmos. Neste sentido, curiosamente compostos fendlicos podem ser ambos
antioxidantes ou pré-oxidantes, visto que podem trazer prejuizos a mitocéndria,
0 que sugere que uma dieta rica em flavondides e outros polifendis pode se

constituir tanto em um risco oxidativo quanto em beneficio (DECKER, 1997).
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Entretanto, como visto em nosso estudo de quimioluminescéncia com
AC (figura 12, painel A), o mesmo mostrou comportamento antioxidante,
havendo maior redu¢cdao de ROS quanto maior a concentragdo empregada,
embora, como citados acima, varios autores questionam a ac¢ao benéfica do
AC em nivel mitocondrial. Nosso trabalho mostrou que, em desencontro com o
que foi exposto pela literatura, o AC apresentou acao antioxidante
possivelmente por aumentar a atividade de enzimas mitocondriais nas
concentragdes de 25, 50, 100 e 200 pM, significativamente (p<0,05) em relagéo
ao controle (células n&o tratadas com AC), em células Neuro-2A (figura 18). Na
concentracdo de 500 uyM nao apresentou poder redutor mitocondrial, o que
poderia sugerir que nesta concentracdo o AC nao reage de maneira eficiente
com as enzimas mitocondriais, entretanto, sem causar prejuizos as células
(compartimento mitocondrial) como também estd em conformidade com os
nossos resultados da agdo do AC no teste de viabilidade pela incorporacéo do
Vermelho Neutro, onde o mesmo n&o diminuiu a viabilidade, inferindo entao

que nao foi lesivo em relagdo a membranas.

5.3.3 Memantina

Influxo de calcio mitocondrial € uma das causas mais comuns de danos
a essa organela pela geracdo de ROS. Os niveis aumentados de calcio
mitocondrial podem inibir o transporte de elétrons e a fosforilagdo oxidativa, ou

ainda ativar enzimas chave responsaveis pela geragcdao de ROS (KUMARAN &
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PRINCE, 2010). Este fendbmeno foi primeiramente caracterizado por Haworth &
Hunter, em 1979, onde os autores sugerem que o fato poderia ser resultado da
abertura de um poro na membrana mitocondrial externa.

O calcio esta envolvido em diversos processos celulares tais como:
liberacdo pré-sinaptica de neurotransmissores, ativagédo de enzimas, controle
da abertura de canais e regulagdo da expressao génica. Entretanto, em
condicbdes excessivas, o calcio pode promover morte celular por apoptose. O
aumento da concentracido de calcio citoplasmatico, sustentada por uma
abertura duradoura do canal de NMDA, deflagra o processo excitotéxico por
diferentes vias intracelulares que podem envolver a ativacdo de lipases e
proteases intracelulares, despolarizagdo da membrana da mitocéndria e
consequentemente aumento da geracao de radicais livres (BEAR ef al.,, 2006;
SEN et al.,, 2008).

Nosso trabalho foi verificar se células N-2A quando pré-tratadas com
Memantina nas concentracoes 0,5; 1; 10 e 50 yM apresentariam um aumento
no poder redutor mitocondrial. O fato se confirma como pode ser observado na
figura 19, onde nas concentracdes 0,5 e 1 yM houve um aumento significativo
(p<0,05) na ativagdo de enzimas mitocondriais, conferindo a Memantina agao
antioxidante nestas concentragoes, entretanto, nas concentragoes de 10 e 50
MM, apesar de haver uma tendéncia ao aumento, esta ndao se mostrou
significativa quando comparadas ao controle (células N-2A nao tratadas com

Memantina). Podemos sugerir entdo, que a Memantina nas concentragdes
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mais baixas possivelmente pode ter agido de maneira a diminuir o excesso de
influxo de calcio e consequentemente aumentando o poder redutor
mitocondrial.

Sabendo que o influxo de calcio através de canais voltagem-
dependentes ndo apresenta excitotoxicidade aos neurbnios, mas sim o influxo
deste ion através de receptores NMDA (ativados pelo excesso de glutamato),
podemos aludir que a Memantina atuou de maneira a impedir o influxo em
excesso de calcio através destes receptores (NMDA), bloqueando entdo, o
efeito nocivo deste ion ativado pelo excesso de glutamato, nas concentragdes
de 0,5 e 1 uM. Na concentracdo de 10 pM possivelmente ndo houve bloqueio
do influxo excessivo (visto que o poder redutor mitocondrial nao foi
estatisticamente maior que o do controle), e na maior concentragao utilizada no
estudo (50 pM), embora também n&o tenha apresentado um aumento no poder
redutor mitocondrial, mostrou uma agao pré-oxidante ao ensaio de
quimioluminescéncia (figura 13, painel A). Nesta concentracdo (50 uM) a
Memantina nao apresentou aumento nem diminuicdo do poder redutor

mitocondrial, embora tenha mostrado um aumento na produg¢ao de ROS.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que as substancias Memantina, Acido
Caféico e Ebselen, apesar de apresentarem aumento do poder redutor
mitocondrial, podem exercer, em culturas de células neuronais, tanto efeito
antioxidante quanto pré-oxidante, dependendo da concentragdo empregada.
Ressaltando que estas substancias devem ser utilizados com cautela, pois, em
alguns casos, podem trazer prejuizos causados pelo aumento na producgao de

ROS.



93

7 PERSPECTIVAS

Nosso trabalho abre um campo de estudo no sentido de verificarmos se
este efeito dual observado em substancias sabidamente antioxidantes é
proveniente de alteragbes metabodlicas. Neste contexto, temos como

perspectivas :

e Aprofundar nossos estudos em nivel molecular;

o Verificar se este efeito dual seria capaz de alterar o balanco anti e pro-
inflamatério;

e Verificar a participagdo dos canais de calcio no perfil antioxidante da
Memantina;

e Verificar se este efeito antioxidante de Acido Caféico envolveria a
participacdo de oxido nitrico, constatando uma atividade neuroprotetora

a esta molécula.
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