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SANTOS, Pietro Araujo dos. Efeito do 8-metoxipsoraleno (8-mop) na citotoxicidade da
rotenona sobre celulas do sistema nervoso central, um modelo de doenca de parkinson in
vitro.

62 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo
Moniz. Faculdade de Medicina, Salvador, 2015.

RESUMO

Doenca de Parkinson (DP) é caracterizada por uma perda seletiva e profunda dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta (SNpc) do mesencéfalo, acompanhada
pela espoliacdo de dopamina no corpo estriado. A maioria dos casos de DP apresenta etiologia
multifatorial, com a presenca de componentes genéticos e ambientais. Embora existam
diferentes causas possiveis, a patogénese da desordem parece convergir para mecanismos
relacionados a disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e mau enovelamento proteico. Um
modelo estabelecido na literatura para estudo desta doenga, tanto in vitro quanto in vivo é a
administracdo de rotenona, um pesticida derivado de plantas que inibe o complexo |
mitocondrial e favorece a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), levando a uma
espoliacdo de glutation reduzido (GSH) através do processo de detoxificacdo destes
compostos eletrofilicos, catalisados por glutation S-transferases (GSTs). Sendo assim, a busca
por novas substancias com atividade neuroprotetora é atualmente o foco de estudos, e
metabdlitos isolados de plantas podem ser fontes destas moléculas. Dessa forma, o 8-
metoxipsoraleno (8-MOP), uma furocumarina, foi testado como um possivel agente protetor
sobre a citotoxicidade causada pela rotenona em modelos in vitro de gliomas, considerando o
papel do glutation neste processo. O estudo adotou uma abordagem que associa técnicas
bioquimicas e de biologia celular. Ensaios de viabilidade celular foram realizados em células
de glioma murino (C6) e glioblastoma multiforme humano (U251) através da reducdo do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), e visualizacdo por
microscopia de contraste de fase. O tipo de morte celular provocada pela rotenona nas células
U251 foi realizado por marcacdo com anexina V e iodeto de propideo (IP), seguido por
quantificacdo por citometria de fluxo. A determinacdo do contetdo de GSH intracelular apds
tratamento com rotenona e 8-MOP foi visualizado por marcagdo com monoclorobimano
(MCB) nas linhagens C6 e U251. Os resultados demonstraram que a rotenona foi citotoxica
em ambas as linhagens, reduzindo a viabilidade e alterando a morfologia celular, enquanto
gue o 8-MOP ndo apresentou atividade citotoxica. Contudo, o tratamento com o 8-MOP néo
foi capaz de proteger as células contra os efeitos deletérios da rotenona. No estudo do tipo de
morte celular, a porcentagem de células marcadas com anexina V foi maior nos grupos
tratados com rotenona, demonstrando que a morte celular ocorre principalmente por apoptose.
A analise com MCB demonstrou que a rotenona espoliou GSH, porém o pré-tratamento com
8-MOP inibiu a espoliacdo. Embora o 8-MOP né&o tenha sido bem sucedido na prote¢do das
células, a manutengdo do contetdo de GSH corrobora com estudos prévios que descrevem
este composto como um potencial inibidor de GST, uma atividade farmacologica que deve ser
testada para confirmar a sua eficacia como agente terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE: Doenga de Parkinson; 8-Metoxipsoraleno; Glutation.



SANTOS, Pietro Araujo dos. Effect of methoxsalen (8-MOP) on the cytotoxicity of rotenone
on the central nervous system cells, an in vitro model of Parkinson's disease.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is characterized by a profound and selective loss of dopaminergic
neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) accompanied by midbrain dopamine
depletion in the striatum. Most cases of PD present multifactorial etiologies, with the presence
of genetic and environmental components. Although there are different possible causes, the
pathogenesis of the disorder seems to converge to mechanisms related to mitochondrial
dysfunction, oxidative stress and bad protein folding. An established model in the literature to
study this disease, both in vitro and in vivo is rotenone administration, a pesticide derived
from plants that inhibits the mitochondrial complex | and favors the generation of reactive
oxygen species (ROS), leading to reduced glutathione (GSH) depletion through the
detoxification process of this electrophilic compound catalyzed by glutathione S-transferases
(GSTs). Thus, the search for new substances with neuroprotective activity is currently the
focus of studies, and plant isolated metabolites can be sources of these molecules. Thus, 8-
methoxypsoralen (8-MOP), a furocoumarin, was tested as a potential protective agent on the
cytotoxicity caused by rotenone in glioma cells in vitro models, considering the role of
glutathione in the process. The study adopted an approach that combines biochemical and cell
biology techniques. Cell viability assays were performed in murine glioma cells (C6) and
human glioblastoma (U251) cells through the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), and visualization by phase contrast microscopy. The
type of cell death caused by rotenone in U251 cells was performed by staining with annexin V
and propidium iodide (PI) followed by flow cytometric quantitation. The determination of
intracellular GSH content after treatment with rotenone and 8-MOP was visualized by
staining with monochlorobimane (MCB) in the lineages U251 and C6. The results
demonstrated that rotenone was cytotoxic to both cell lineages, reducing the viability and
changing the cell morphology, whereas the 8-MOP did not show cytotoxic activity. However,
the treatment with 8-MOP was not able to protect cells against the deleterious effects of
rotenone. In the type of cell death studies, the percentage of cells stained with annexin V was
higher in the groups treated with rotenone, demonstrating that cell death occurs primarily by
apoptosis. The analysis with MCB has shown that rotenone depleted GSH, but pre-treatment
with 8-MOP inhibited the depletion. Although the 8-MOP has not been successful in
protecting cells, the maintenance of GSH content corroborates with previous studies that
describe this compound as a potential inhibitor of GST, a pharmacological activity that should
be tested to confirm its effectiveness as a therapeutic agent.

KEY-WORDS: Parkinson Disease; Methoxsalen; Glutathione.
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1. INTRODUCAO

Doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas por morte celular seletiva e excessiva
em diversas regides do encéfalo (THOMAS e BEAL, 2007), e sua incidéncia vem
aumentando proporcionalmente com o avanco da expectativa de vida da populacdo mundial
(WALLACE, 2005). Estas desordens estdo aumentando em dimens@es alarmantes em paises
industrializados, e apesar dos esforcos, 0 mecanismo molecular subjacente a morte celular
ainda ndo esta totalmente elucidado (SCHAPIRA e JENNER, 2011).

Dentre as doengas neurodegenerativas destaca-se a Doenca de Parkinson (DP),
desordem que foi descrita inicialmente em 1817 pelo médico inglés James Parkinson,
descricdo tdo rica e precisa em detalhes da doenca que hoje leva o seu nome. A enfermidade é
caracterizada pela presenca de movimentos involuntarios tremulantes, com reducéo da forca
muscular, tendéncia para a inclinacdo frontal do tronco e alteracdo da marcha, mantendo os
sentidos e o intelecto ndo afetados inicialmente. A evolucdo da doenca é posteriormente
caracterizada pelo aumento da intensidade dos tremores e a piora acentuada da marcha
(DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; FERNANDEZ, 2012; GUERRERO et al., 2013).

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum ap0s a doenca de
Alzheimer, e a sua prevaléncia em paises industrializados esta estimada em 0,3% da
populagéo geral, afetando mais de um milhdo de pessoas nos Estados Unidos (SAMII et al.,
2004; WALLACE, 2005). Sua incidéncia aumenta consideravelmente com a idade, de
20/100.000 aos 55 anos até 120/100.000 aos 70 anos de idade (SAMII et al., 2004).

A causa da doenca ainda é desconhecida, no entanto, parece que a maioria dos casos
de DP apresenta etiologias multifatoriais, com a presenca de componentes genéticos e
ambientais (SULZER, 2007). A DP esporadica ou idiopatica refere-se a grande maioria dos
casos diagnosticados que ndo possuem causa conhecida, porém varios fatores de risco ja
foram descritos, e uma importante associagdo é estabelecida entre a exposicdo ocupacional a
herbicidas e pesticidas com o desenvolvimento da doenga (ASCHERIO et al., 2006;
TANNER et al., 2011).

Apesar das diferentes causas possiveis, a patogénese da desordem parece convergir
para mecanismos relacionados a disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e mau
enovelamento proteico (GREENAMYRE e HASTINGS, 2004). Desta forma, um modelo
estabelecido na literatura para estudo da doencga, tanto in vitro quanto in vivo € a
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administracdo de rotenona, um pesticida derivado de plantas que tem como caracteristica
levar a morte celular por meio da inibicdo do complexo | mitocondrial e da geragdo de
espeécies reativas de oxigénio (ERO) (MOORE et al., 2005; RADAD et al., 2006; TANNER
etal., 2011).

Processos oxidativos sdo fatores relevantes na patogénese de varias doencas, incluindo
doencas neurodegenerativas como a DP, e a busca por novas substancias com atividade
neuroprotetora é atualmente o foco de estudos. Compostos isolados de fontes naturais, como
plantas, ndo raramente sdo dotados de importante atividade bioldgica e podem doar estruturas
base para a sintese de outros compostos. Plantas produtoras de metabdlitos sdo uma realidade
no bioma brasileiro, metabdlitos estes como flavonoides, alcaloides e cumarinas, entre as
quais estas ultimas representam uma ampla classe de substancias naturais provenientes da
fusdo do benzeno com o anel a-pirona (KOSTOVA, 2005; ARONSON, 2009). Aos derivados
cumarinicos sdo atribuidas inumeras propriedades terapéuticas (KOSTOVA, 2005; LEE et al.,
2011).

Diante do potencial proveito farmacol6gico de compostos naturais extraidos da
biodiversidade brasileira, tem-se um campo amplo e promissor para pesquisas que visem
explorar o potencial terapéutico desses compostos. Fica claro, portanto, a relevancia da

pesquisa na busca por novas moléculas com possiveis efeitos citoprotetores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCA DE PARKINSON

Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum apos a
doenca de Alzheimer, afligindo mais de 4 milhGes de pessoas ao redor do mundo (MARTIN
et al.,2011). Nos Estados Unidos, esta desordem afeta 1% dos individuos com mais de 60
anos de idade (FERNANDEZ, 2012), 60.000 mil novos casos sdo diagnosticados todo ano e
sua incidéncia € projetada para quadruplicar até 2040 (WALLACE, 2005).

A doenca € caracterizada por uma perda seletiva e profunda dos neurbnios
dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta (SNpc) do mesencéfalo (LEES et al.,
2009; BAE et al., 2011) acompanhada pela espoliagdo do neurotransmissor dopamina no
corpo estriado (caudado e putamen) e pela presenca de agregados proteicos
intracitoplasmaticos denominados corpos de Lewy, compostos por alfa-sinucleina e ubiquitina
nos neurdnios remanescentes (LEES et al., 2009; TANNER et al., 2011; FERNANDEZ,
2012). Essas inclusGes intracitoplasmaticas sdo consideradas as marcas citopatol6gicas da
doenca, porém, os chamados corpos de Lewy ndo estdo confinados apenas na substancia
nigra, podendo ser vistos em outras regides do sistema nervoso central (SNC) e periférico
(SNP) (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003; SAMII et al., 2004).

A DP ¢ caracterizada clinicamente por deficiéncias motoras, como o tremor de
repouso, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural, aléem de sintomas ndo motores
(BERRY et al., 2010; GUERRERO et al., 2013). As deficiéncias motoras comecam a
expressar-se quando 80% da dopamina estriatal ou 60/70% dos neurdnios dopaminérgicos da
substancia nigra foram perdidos (LANG e LOZANO, 1998; DAUER e PRZEDBORSKI,
2003; SAMII et al.,, 2004). Isto acarreta uma degeneragdo da via nigroestriada e
consequentemente déficits de dopamina nos ganglios da base (Figura 1) (BAE et al., 2011,
GUERRERO et al., 2013). Além disso, os individuos podem experimentar disfuncbes nédo
motoras, como distarbios olfativos e do sono, fadiga, dor, apatia, depressdao e psicose (DE
LAU e BRETELER, 2006; THOMAS e BEAL, 2007; FERNANDEZ, 2012).
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A. Normal B. DP

Rt VIR
NIGROESTRIATAL

Figura 1. (A) Representacdo esquematica da via nigroestriada normal. Os neurdnios
dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta (SNpc) se projetam para o estriado (ntcleos
putamem e caudado). (B) Representacdo esquematica da mesma via afetada pela Doenca de
Parkinson (DP). As setas mostram a acentuada perda de neurénios dopaminérgicos que se projetam
para o putamem e caudado (linha vermelha tracejada e fina). Modificado a partir de DAUER e
PRZEDBORSKI, 2003.

A DP esporadica ou idiopatica refere-se a grande maioria dos casos diagnosticados, e
sua etiologia é complexa e ainda ndo totalmente esclarecida. Atualmente, considera-se que
seja 0 resultado de multiplos fatores, incluindo envelhecimento natural, susceptibilidade
genética e exposicdo a fatores ambientais (SULZER, 2007). Embora a incidéncia aumente
com a idade, ndo é plausivel aceitar que a causa seja apenas um reflexo do processo de
envelhecimento natural (SAMII et al., 2004).

Fatores genéticos contribuem para o desenvolvimento da doenga, porém mais de 90%
dos casos da doenca ndo tem uma causa genética identificada (MARTIN et al., 2011). Apesar
da maior parte das pessoas com DP n&o apresentarem historia familiar, alguns genes foram
identificados e caracterizados por desempenhar um papel importante no desenvolvimento de
DP familiar, genes como o SNCA, PRKN, SLC20A2, DJ-1 e PINK 1 (NUYTEMANS et al.,
2010; WIDER et al., 2010; MARTIN et al., 2011).
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Fatores ambientais também estdo entre os provaveis componentes da etiologia da
doenga, e importantes associagdes foram estabelecidas entre a exposicdo ocupacional a
herbicidas e pesticidas com o desenvolvimento da DP (ASCHERIO et al., 2006; TANNER et
al., 2011). Esses eventos parecem convergir para mecanismos relacionados a disfuncéo
mitocondrial e estresse oxidativo, no qual sdo formadas em excesso diferentes espécies
reativas de oxigénio (ERO), causando danos as organelas e a macromoléculas (SCHAPIRA,
2010; TAMILSELVAM et al., 2013; PARK et al., 2014; HOSAMANI et al., 2014).

Estudos post-mortem apresentaram evidéncias tanto de danos oxidativos quanto de
uma inibicdo na atividade do complexo | da cadeia transportadora de elétrons de neurdnios da
substancia nigra em casos de DP (SHIMOHAMA et al., 2003; THAKUR e NEHRU, 2014).
Essa inibicdo favorece o aumento da producdo de radicais livres, mais especificamente de
ERO e consequentemente seus efeitos deletérios para as células (PARK et al., 2014,
THAKUR e NEHRU, 2014).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um elétron ndo pareado em um
orbital externo (LANGSTON et al., 1987) e a energia criada por essa configuracdo instavel é
liberada através de reacbes com moléculas adjacentes, muitas das quais sdo componentes
essenciais das membranas e nucleos celulares (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1986). Os
radicais livres possuem como caracteristica desencadear reacfes em cadeia, nos quais as
moléculas que interagem com eles também sdo convertidas em radicais livres, propagando
assim uma cadeia de danos moleculares (ROBBINS et al., 2010).

Dentre os radicais livres, destacam-se algumas ERO, que s&o radicais derivados do
oxigénio e que vem sendo o foco de muitos estudos (PATEL e CHU, 2011; YANG et al.,
2014; PARK et al., 2014). As ERO sao produzidas nas células através de reacdes de reducao-
oxidacdo que ocorrem durante processos metabdlicos normais (BERG et al., 2008; ROBBINS
et al., 2010). A mitocéndria € considerada o principal local da producdo de ERO enddgeno,
derivado principalmente do Complexo I, através da reducdo parcial dos mononucleotideos de
flavina (FMN) associadas a0 NADH e também da reducdo parcial da ubiquinona nos
Complexos | e 1l (BERG et al., 2008; NELSON e COX, 2014). Como o oxigénio molecular é
o receptor final dessas reagdes, sdo geradas pequenas quantidades de espécies intermediarias
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parcialmente reduzidas, como o radical superdxido (O, ), o peroxido de hidrogénio (H,0,) e 0
radical hidroxil (O'H) (ROBBINS et al., 2010).

Normalmente as ERO sdo decompostas e eliminadas pelos sistemas de defesa celular,
mantendo-se assim presentes transitoriamente e em baixos niveis sem causar danos as células.
Quando a sua producdo aumenta ou quando os sistemas de defesa sdo ineficientes para a
remocao, o resultado é um excesso de ERO que leva a uma condi¢do denominada de estresse
oxidativo (THAKUR e NEHRU, 2014; NELSON e COX, 2014), podendo ocorrer o
rompimento de membranas lipidicas e a oxidacdo de proteinas citoplasmaticas
(BUTTERFIELD et al., 2010; HOSAMANI et al., 2014).

O cérebro € particularmente vulnerdvel ao estresse oxidativo, devido a um alto
consumo de oxigénio, elevados niveis de acidos graxos poli-insaturados e relativamente
baixos niveis de moléculas antioxidantes (ROBB e CONNOR, 2002). O dano oxidativo ao
cérebro é uma consequéncia de inimeros eventos que levam a um aumento na producdo de
ERO (CABEZAS et al., 2013; HOSAMANI et al., 2014).

Muitos elementos correlacionam o estresse oxidativo com o desenvolvimento de
processos patologicos e, consequentemente, doencas neurodegenerativas como a DP
(SCHAPIRA e JENNER, 2011; PARK et al., 2014), em que evidéncias associam 0
desenvolvimento da desordem com um desequilibrio no Complexo | mitocondrial, producéo
de ERO e alteragdo da fungdo da organela (PATEL e CHU 2011; TAMILSELVAM et al.,
2013).

2.3 COMPLEXO | MITOCONDRIAL E ROTENONA

O complexo | é um dos componentes da cadeia transportadora de elétrons, possui
atividade oxirredutase e induz a translocacdo de protons da matriz para 0 espaco
intermembranas da mitocondria. Esse complexo contribui para estabelecer o gradiente
eletroquimico utilizado para a geragdo de ATP, e para a formacéo do potencial de membrana
mitocondrial (NELSON e COX, 2014). Estudos demonstraram seu papel no desenvolvimento
de doencas neurodegenerativas, seja devido a mutacOes especificas ou por ter sido
reconhecido como alvo para algumas toxinas exogenas que afetam a sua funcédo
(HOGLINGER et al., 2005; SCHAPIRA, 2010). Existem toxinas capazes de inibir o
complexo | que frequentemente penetram na barreira hematoencefalica através de

20



transportadores especificos e tém o potencial de se acumular no cérebro (DICK, 2007;
BROWN, 2007), outras, como a rotenona, ndo necessitam de transportadores devido a alta
lipofilicidade (FIGURA 2) (BETARBET et al., 2000). Estes inibidores, apos agirem sobre o
Complexo |, favorecem a geracdo de ERO (PERFEITO et al., 2014), exaustdo de ATP e
influencia na sinalizacdo de morte de astrécitos e neurdnios (DICK, 2007; CABEZAS et al.,
2013; PARK et al., 2014).

A rotenona é uma das substancias neurotoxicas mais utilizadas como modelo de
estresse oxidativo e DP (TAMILSELVAM et al., 2013; PARK et al., 2014; THAKUR e
NEHRU, 2014), sendo responsavel por induzir alteracbes comportamentais, bioquimicas e
anatdmicas semelhantes & doenca (BETARBET et al., 2000; LIU et al., 2003). E um
isoflavonoide produzido nas folhas, caules e raizes de plantas tropicais dos géneros Derris,
Lonchocarpus e Tephrosia, sendo muito utilizado como pesticida e inseticida (PATEL, 2011).
Dessa forma, muitos estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a exposi¢do prolongada a
pesticidas, como a rotenona, seja um fator de risco para o desenvolvimento de DP em
populacdes humanas (LIU et al., 2003; TANNER et al., 2011).

Alguns estudos utilizaram a rotenona em modelos animais para avaliar seus efeitos no
SNC, e os resultados demonstraram que a administracdo sistémica e continua da droga em
camundongos e ratos reportou as caracteristicas da DP, como defeitos no complexo |
mitocondrial, degeneracdo seletiva do sistema dopaminérgico nigroestriado, ativacdo glial,
formacao de inclusdes citoplasmaticas em neur6nios e desordens do movimento (BETARBET
et al., 2000; LIU et al., 2003; HOGLINGER et al., 2005; PAN-MONTOQJO et al., 2010).

Evidéncias apontam também que a morte de neurdnios dopaminérgicos associados
com a rotenona poderia ser dependente de processos inflamatérios devido a ativacdo glial
(OGAWA et al., 2005; THAKUR e NEHRU, 2014), além do que, o aumento da morte
neuronal estaria relacionado diretamente com a presenca de disfungdes nos astrocitos
(HAMBY e SOFRONIEW, 2010; SARAFIAN et al., 2010; BARRETO et al., 2011).
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Figura 2. Estrutura quimica da rotenona.
FONTE: http://gnint.sbqg.org.br acessado em 25/08/2014 as 14:35 h.

Os astrocitos sdo as células mais comuns no cérebro dos mamiferos, e sdo essenciais
para diversos processos existentes no sistema nervoso, como facilitacdo da conexao
neurovascular, desenvolvimento e conservacdo das caracteristicas da barreira
hematoencefalica, atracdo de células através da liberacdo de quimiocinas, captacdo do
glutamato e producédo de enzimas antioxidantes (HAMBY e SOFRONIEW, 2010; PARPURA
etal., 2011; CABEZAS et al., 2013).

Em determinadas situacGes, como em uma lesdo cerebral, estas caracteristicas
marcantes dos astrécitos podem ser perdidas, e a consequéncia desta disfuncdo € impactada
diretamente sobre os neurbnios, levando a condi¢Bes patoldgicas (KIMELBERG e
NEDERGAARD, 2010). Em condi¢cGes normais ou patologicas, 0os astrocitos tém como
caracteristica auxiliar os neurénios (BARRETO et al., 2011), e mesmo servindo como suporte
para estes durante um dano cerebral, lesdes intensas tambeém podem levar a uma disfuncéo do
astrocito, acarretando no aumento da morte neuronal (WERNER e ENGELHARD, 2007,
HSIEH et al., 2014).

Os astrocitos respondem a diversas formas de insultos cerebrais por um processo
conhecido como gliose reativa, que envolve tanto alteragdes moleculares quanto
morfologicas. Estas alteragdes podem ser benéficas para os neurdnios, seja fornecendo
substratos para 0 metabolismo, captando o glutamato ou fornecendo protecéo contra o estresse
oxidativo pela producdo de enzimas antioxidantes como o superoxido dismutase (SOD;
EC 1.15.1.1) e a catalase (CAT; E.C. 1.11.1.6), e o tripeptideo glutation reduzido (GSH)

22


http://qnint.sbq.org.br/
http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
http://enzyme.expasy.org/EC/1.15.1.1

(KANG e HEBERT, 2011; KARIMI-ABDOLREZAEE e BILLAKANTI, 2012). Toxinas
ambientais, especialmente pesticidas como a rotenona, podem induzir astrogliose
acompanhada por disfuncdo mitocondrial e consequente prejuizo as células neuronais
(THAKUR e NEHRU, 2014).

Os astrocitos produzem numerosas moléculas antioxidantes, como o GSH,
proporcionando maior protecdo para os neurdnios (BARRETO et al., 2011). Porém, essa
protecdo astrocitéria € limitada, possivelmente devido a eventos que levam a uma espoliacdo
do contetdo de GSH e consequentemente alteracGes deletérias também nos neurdnios
(CHINTA e ANDERSEN, 2008).

2.4 GLUTATION REDUZIDO (GSH)

GSH ¢ o composto antioxidante mais importante no cérebro, servindo como substrato
para peroxidases e sendo essencial para manter outras moléculas antioxidantes na forma
reduzida (SIMS et al., 2004). Em células eucarioticas, 0 GSH é encontrado no citoplasma e
nas mitocbndrias, sendo que a concentracdo deste € muito superior no compartimento
citosdlico, correspondendo a 85% ou mais do total de GSH (MEISTER, 1995). Foi
demonstrado que o co-cultivo de neurdnios e astrocitos favoreceu para que estes neurénios
exibissem elevados niveis de GSH em comparacdo com neurdnios cultivados isoladamente
(SLEMMER et al., 2008; GIORDANO et al., 2009). Além disso, a total espoliacdo de GSH
em neurdnios e astrocitos in vitro promoveu disfuncdo e morte celular (CHEN e SWANSON,
2003; RIZZARDINI et al., 2003), comprovando que os astrocitos auxiliam nas defesas
antioxidantes dos neur6nios, importantes para a sobrevivéncia de ambos, defesas estas que
sdo promovidas pelo auxilio de enzimas antioxidantes, como a Glutation Peroxidase (GPx;
EC 1.11.1.9), a Glutation Redutase (GR; EC 1.8.1.7) e as Glutation S-transferases (GSTs; EC
2.5.1.18) (BOARD e MENON, 2013; NELSON e COX, 2014).

As GSTs sdo enzimas que apresentam multiplas funcGes, estando envolvidas nos
sistemas antioxidantes celulares e no metabolismo de fase Il. Sdo responsaveis pela
detoxificacdo e protecdo de macromoléculas da acdo de compostos eletrofilicos diversos,
incluindo as ERO (BAEZ et al., 1997; BOARD e MENON, 2013). O papel antioxidante se
deve a capacidade da enzima de favorecer a conjugacdo entre os radicais livres e 0 GSH,
enquanto que a acdo detoxificante acontece quando a conjugacao ocorre entre uma molécula
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exogena parcialmente hidrofobica e 0 GSH, a fim de aumentar a hidrossolubilidade e facilitar
a eliminacdo (HAYESHI et al., 2007; GOTO et al., 2009). Essas reacdes de conjugacéo
consomem GSH, ndo havendo a reciclagem do mesmo, 0 que ndo acontece no sistema
antioxidante constituido pelas enzimas GPx, que reduz o peroxido de hidrogénio a agua as
custas da oxidacdo de GSH, e a GR que reduz o GSSG, forma oxidada do glutation, em uma
reacdo dependente de NADPH (NELSON e COX, 2014).

Pesquisas que buscam uma protecdo do SNC a partir da manutencdo dos niveis de
glutation ndo sdo recentes (LIMA et al., 2008; TAMILSELVAM et al., 2013), e uma das
estratégias é a busca por inibidores de GSTs, o que favoreceria a ndo espoliacdo de GSH apds

a conjugacdo deste com uma molécula hidrofébica via participacao dessas enzimas.

2.5 8-METOXIPSORALENO (8-MOP): POSSIVEL PAPEL NEUROPROTETOR

Em virtude das maltiplas fungdes dos astrdcitos, inclusive o seu papel neuroprotetor
pela presenca de GSH durante o processo de estresse oxidativo, estudos tém buscado
identificar moléculas especificas que possam exercer protecdo também nestas células
(OUYANG et al., 2006; SAFI et al., 2012).

Desta forma, destacam-se as cumarinas, que constituem uma grande classe de
heterociclicos de oxigénio, encontradas em fungos e bactérias, mas principalmente em
plantas, oriundas da fusdo do benzeno com o anel a-pirona (KOSTOVA, 2005; ARONSON,
2009). As cumarinas sao classificadas em cumarinas simples, piranocumarinas, dicumarinas,
fenilcumarinas e furanocumarinas (WU et al., 2009). Aos derivados cumarinicos sdo
atribuidas inUmeras atividades, incluindo atividade anti-inflamat6ria, antialérgica,
hepatoprotetora, antitrombotica, antioxidante, antiviral (KOSTOVA, 2005; ARONSON,
2009), antitumoral e quimiossensibilizante (DE OLIVEIRA et al., 2014).

O psoraleno, pertencente a classe das cumarinas, € constituido pelo nucleo cumarinico
com o anel furano, e seus derivados (furanocumarinas) também sdo alvo de pesquisas
(SCAFFIDI et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2014). O 8-metoxipsoraleno (8-MOP) é um
desses derivados ja com aplicacdo clinica com uso topico e oral no tratamento de doencas de
pele como eczema e psoriase (FIGURA 3). E utilizado associado a radiacdo ultravioleta tipo
A em um tratamento conhecido como terapia PUVA, no qual é constituido pela administragdo
oral de derivados de psoraleno com posterior ativagdo destes por meio de irradiagéo
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ultravioleta diretamente na pele (INZINGER et al., 2011; SAPAM et al., 2012). Este método
garante maior atividade do farmaco nas células da pele, embora a ocorréncia de efeitos
adversos ndo esteja descartada (CAO et al., 2008; INZINGER et al., 2011).

Figura 3. Estrutura quimica do 8-MOP.
FONTE: http://gnint.sbq.org.br acessado em27/08/2014 as 09:33 h.

Evidéncias apontam que muitos derivados cumarinicos apresentam atividades
terapéuticas mesmo na auséncia de irradiacdo (MA et al., 2012; LIU et al., 2012), e uma
destas atividades é a possivel inibicdo de GST mediante tratamento com o 8-MOP (DE
OLIVEIRA et al., 2014), demonstrando que ainda ha o que se explorar em relacdo ao
potencial terapéutico desses compostos. Estudos in vitro realizados em nosso laboratério e
ainda ndo publicados, utilizando o 8-MOP, apontaram esse composto como uma molécula
promissora para o desenvolvimento de novas drogas com potencial efeito citoprotetor,
justificando assim, a continuidade dos estudos in vitro com o 8-MOP que buscaram

evidenciar seu possivel efeito protetor, assim como os mecanismos celulares subjacentes.

2.6 UTILIZACAO DE CELULAS COMO MODELOS EXPERIMENTAIS

A cultura celular consiste na manutencdo e multiplicagcdo in vitro de células, e essa
metodologia possibilita a analise do metabolismo e do comportamento celular. E possivel
conhecer 0s mecanismos envolvidos na regulagdo, sintese e destino de produtos celulares,
além da influéncia de agentes externos na biologia destas (LUISI et al., 2004).
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Os modelos experimentais in vitro séo excelentes ferramentas para estudar de forma
minuciosa alguns achados observados em modelos in vivo, sendo que o desenvolvimento de
técnicas de cultivo de células humanas muito tem contribuido para a elucidagédo de diversos
mecanismos celulares (LIMA et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2014; PARK et al., 2014).
Os modelos utilizando culturas celulares possuem a vantagem da realizacdo de estudos em
nivel molecular, bem como permitem diminuir a influéncia de variaveis presentes, como
condicdes ambientais, além da facilidade de manter tipos celulares atraves da criopreservacao
(O’BRIEN et al., 2000).

O desenvolvimento de linhagens celulares imortalizadas por volta de 1950 permitiu a
aplicacdo rotineira de culturas celulares nos laboratorios de pesquisas bioldgicas e o
desenvolvimento de sistemas de monitoramento de toxicidade induzida quimicamente.
Técnicas celulares como ferramentas para a bioquimica toxicol6gica podem ser usadas para
substituir testes em animais com alguns desfechos bem validados. Além disso, as linhagens
celulares humanas imortalizadas podem ser utilizadas para comparar os efeitos toxicos de
determinadas substancias em tecidos alvo (DE OLIVEIRA et al., 2010).

Esta técnica de prospeccdo representa uma alternativa a pressdo imposta pela
sociedade e por comités de ética contra o uso indiscriminado de animais em pesquisas
cientificas, embora apresente algumas desvantagens. Por exemplo, a cultura celular é ineficaz
em reproduzir fielmente as corretas condi¢des do tecido neural in vivo; as interacOes entre
neurdnios e células da glia como em condic@es in vivo também séo dificeis de reproduzir; e 0s
efeitos de compostos neurotoxicos podem variar a depender das espécies utilizadas (STACEY
e VIVIANI, 2001).

As linhagens celulares de gliomas tém sido utilizadas extensivamente como um
modelo in vitro para o estudo de processos bioldgicos caracteristicos das células da glia, além
de fornecer resultados importantes ha varios anos sobre os mecanismos de morte celular
induzida por agentes, mecanismos envolvidos em doencas neurodegenerativas (DE
OLIVEIRA et al., 2010; MIAO et al., 2014), bem como servir como modelo para o
desenvolvimento de novas drogas (DE OLIVEIRA, 2014).

Dentre as linhagens celulares de gliomas, destacam-se as células C6 (glioma murino) e

U251 (glioblastoma multiforme humano), utilizadas ha décadas como modelos experimentais
para o desenvolvimento de pesquisas direcionadas as células da glia. Ambas sdo linhagens de
astrécitos pouco diferenciados, que apresentam uma morfologia predominantemente
fusiforme, uma elevada capacidade para sintese de compostos intra e extracelulares, nos quais
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alguns sdo fundamentais para a rapida proliferacdo, além disso, possuem a particularidade de
serem incapazes de entrar no estado GO do ciclo celular (DIETRICH et al., 1982;
GILDERSLEEVE et al., 1989).

A utilizagdo destas linhagens pode ser justificada pela facilidade na reprodutibilidade
dos experimentos, visto que estas células apresentam um réapido crescimento, além do que
estas expressam importantes componentes celulares, por exemplo, moléculas antioxidantes,
servindo como uma opcdo plausivel para modelos in vitro que buscam estudar determinadas
acOes caracteristicas das células da glia (SWARNKAR et al., 2012; MIAO et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar in vitro o possivel efeito protetor do 8-MOP sobre a citotoxicidade causada

pela rotenona nas células do SNC, considerando o papel do glutation neste processo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Avaliar a citotoxicidade da rotenona e 8-MOP através da morfologia e de teste de

viabilidade celular;

Investigar o tipo de morte celular induzida pela rotenona através de citometria de

fluxo;

Avaliar a presenca de GSH celular diante do tratamento com rotenona através de

microscopia de fluorescéncia;

Avaliar o possivel efeito citoprotetor do 8-MOP diante do tratamento com rotenona

através de teste de viabilidade celular.

Caso seja identificada espoliacdo de glutation diante do tratamento com rotenona,
investigar se 0 8-MOP ¢é capaz de reverter esse processo através de microscopia de

fluorescéncia.
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4. METODOLOGIA

4.1 MODELOS DE ESTUDO E SUMARIO METODOLOGICO

A fim de se alcangar os objetivos propostos, 0 modelo experimental in vitro foi
dividido em dois grupos, um visando estudar a atividade citotoxica da rotenona e o outro
visando o estudo do potencial efeito protetor do 8-MOP.

O primeiro grupo de experimentos consistiu na avaliacdo dos efeitos citotoxicos do
tratamento de células em cultura com a rotenona. Para isso foram utilizadas duas linhagens
celulares, uma de glioma murino (C6) e outra de glioblastoma multiforme humano (U251).
Foram avaliados: (1) citotoxicidade através do método de reducdo do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) em diferentes concentragdes, (2) as
interferéncias na morfologia celular por microscopia de contraste de fase, (3) o tipo de morte
celular por marcacdo com anexina V e iodeto de propidio (IP) por citometria de fluxo e (4) o
GSH intracelular por microscopia de fluorescéncia apds marcacdo com monoclorobimano
(MCB).

O segundo grupo consistiu na avaliacdo dos efeitos protetores do 8-MOP em
concentragfes subtdxicas contra a citotoxicidade induzida pelo tratamento com a rotenona.
Foram avaliados: (1) citotoxicidade pelo teste do MTT em diferentes concentracGes, (2) as
interferéncias na morfologia celular por microscopia de contraste de fase e (3) o GSH

intracelular por microscopia de fluorescéncia ap6s marcacdo com MCB.
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4.2 METODOLOGIA DETALHADA

4.2.1 Cultura de células

Células da linhagem C6 e U251 foram cultivadas em placas de Petri de 10 cm de
diametro, em meio de cultura DMEM (Cultilab, Campinas, Brasil) suplementado com acido
piravico (ImM) (Acros Organics, New Jersey, U.S.A), L-(+)-glutamina (2mM) e NaHCO;3
(44mM) (Sigma Aldrich, St. Louis, U.S.A), 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil), penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco, Paisley,
Scotland), em atmosfera imida com 5% de CO, a 37°C. O meio de cultura foi renovado a
cada dois dias. Para os testes, as células foram enzimaticamente descoladas das placas com
tripsina (Sigma Aldrich, St. Louis, U.S.A) a 0,05% em tampdo fosfato de s6dio com EDTA
(LGC Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil) a 20% e semeadas a uma densidade de 3,1 x 10*
célulasicm?em placas de 96 pocos ou de 35 mm de diametro. Todas as células, estocadas em
nitrogénio liquido até o momento do lancamento em placa, foram usadas no maximo até a
décima passagem, as que atingiram passagens superiores foram descartadas a fim de garantir
a homogeneidade e maxima reprodutibilidade dos resultados.

4.2.2 Teste de exclusdo do corante azul de Tripan

O corante azul de Tripan (Sigma Aldrich, St. Louis, U.S.A) foi utilizado a fim de
distinguir células vidveis das ndo viaveis (estas ultimas se coram de azul na presenca do
corante por apresentarem lesbes na membrana plasmatica). As células foram cultivadas em
placas de Petri de 10 cm de diametro até alcancarem uma confluéncia correspondente a 80%
da area da placa, posteriormente, 0 meio de cultura foi coletado, as células foram lavadas trés
vezes com PBS (Tampéo Fosfato de Sddio a 0,01 M) a um volume de 3mL por lavagem e
estas foram enzimaticamente descoladas das placas com tripsina. Entdo as células foram
centrifugadas, juntamente com o sobrenadante, a 1000 g por 3 minutos. O sedimento foi
ressuspendido em volume conhecido de meio de cultura e posteriormente diluido juntamente
com o corante para a realizacdo da técnica. A contagem foi realizada com auxilio de uma
Cémara de Neubauer seguindo instrugdes do fabricante (BOECO - Germany).
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4.2.3 Avaliagéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi mensurada através do método de reducdo do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (Sigma Aldrich, St. Louis, U.S.A). O
teste baseia-se na capacidade das células viaveis de metabolizar, atraves das desidrogenases
mitocondriais, 0 MTT de coloragdo amarela, em um produto (formazan) de coloracdo
purpirea (MOSMANN, 1983). A técnica foi realizada em placas de 96 pocos. As células
foram lancadas com densidade de 3,1 x 10* células/cm® nas placas e ap6s 24 horas do
plagueamento, submetidas aos tratamentos de interesse por tempo determinado. Depois do
tempo de tratamento o meio de cultura foi trocado e 0 MTT foi adicionado em cada poco (0,5
mg/mL). Apos duas horas de incubacdo, o MTT foi retirado e as células foram lisadas pela
adicdo de 100 pL de duodecil sulfato de sodio (SDS) a 20% (p/v) em dimetilformamida a
50% (v/v) em pH 4,7 ajustado pela adi¢do de &cido cloridrico e cloreto de sédio (1M) (Sigma
Aldrich, St. Louis, U.S.A). Para quantificacdo da viabilidade, a placa foi submetida a
espectrofotometria e a absorbancia medida em um comprimento de onda de 595 nm, usando
um leitor de microplacas (THERMO PLATE, modelo TP-reader). Um poco vazio foi usado
como branco, e o valor de absorbancia deste foi descontado de todos os outros. Todos os
experimentos constaram de um grupo controle em que as células foram tratadas apenas com
os veiculos das substancias testadas. Altos valores de absorbancia, indicando presenca de
formazan, foram relacionados positivamente a elevada viabilidade. Os dados foram expressos
relativamente como percentual do controle, cuja média ou mediana correspondeu a 100% de
viabilidade. Os resultados foram submetidos as analises estatisticas adequadas, incluindo

calculo de CEsg por regressao ndo linear.

4.2.4 Anélise morfoldgica por microscopia de contraste de fase

Todas as culturas foram visualizadas e registradas, em um aumento de 40x, através de
microscopia de contraste de fase utilizando um microscopio invertido Eclipse TS100 (Nikon,
Japdo), sendo também avaliada a densidade e morfologia celular. Imagens foram adquiridas
através de camera digital de alta resolugdo (SONY Cyber-shot10.1 megapixels) acoplada ao
microscopio. Uma régua micrométrica com marcas a cada 10um (Olympus, Japdo) foi
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fotografada sob as mesmas condi¢des das amostras para confec¢do da barra de escala das
fotomicrografias.

4.2.5 Avaliacéo do tipo de morte celular por citometria de fluxo

As células foram semeadas a uma densidade de 3,1 x 10* células/cm? nas placas de
Petri (35 mm de diametro) e tratadas com rotenona (Sigma Aldrich, St. Louis, U.S.A) nas
concentragdes de 3, 6 e 30 nM por 72 horas. Apds o tratamento, as células foram lavadas com
PBS e enzimaticamente descoladas por tripsina e centrifugadas (1000 g por 5 minutos)
juntamente com o sobrenadante. Apos a centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em
500 pL de solugdo com 2% de albumina do soro bovino (BSA) em PBS gelado e incubadas
em temperatura ambiente por 30 minutos. Ap6s os 30 minutos as células foram centrifugadas
novamente, ressuspendidas em um tampdo de ligacdo com anexina V conjugada ao
fluorocromo fluoresceina (FITC) e iodeto de propidio (IP) (Sigma Aldrich, St. Louis, U.S.A)
de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. A anexina V é uma proteina com
propriedades de ligacdo a fosfatidilserina. Em células normais a fosfatidilserina esta
localizada na regido interna da membrana plasmatica. Durante o processo de apoptose a
fosfatidilserina é translocada para a regido externa da membrana, ficando exposta a
marcadores celulares como a anexina V. Entretanto, recomenda-se a utilizagdo do IP, que
marca as células necrosadas ou em estagio tardio de apoptose, permitindo a diferenciacdo dos
dois processos. Células em apoptose tardia mostram ligacdo da anexina V com a
fosfatidilserina e, com a evolucdo do processo, apresentam dano a membrana permitindo a
entrada do IP, resultando em uma dupla marcacdo. As células ndo-apoptéticas ndo sdo
marcadas nem por anexina V, nem por IP. Foram adquiridos 10.000 eventos pelo citdmetro de
fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, U.S.A.) nos detectores FL-1(530/30nm)
para anexina-V e FL-2 (585/42nm) para IP. A compensagdo eletronica de interferéncia dos
filtros e as andlises dos resultados foram feitas com auxilio do software Summit V4.3
(DAKO).
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4.2.6 Visualizacao da presenca de GSH por microscopia de fluorescéncia

A avaliacdo de GSH intracelular foi realizada através da reacdo com o
monoclorobimano (MCB) (Sigma Aldrich, St. Louis, U.S.A), reagente que atravessa
livremente a membrana plasmatica integra e sofre conjugacdo com GSH catalisada por
diversas isoformas de GST, resultando em um conjugado fluorescente azul quando excitado
com luz ultravioleta. Para o teste, as células foram semeadas a uma densidade de 3,1 x 10*
célulasicm® nas placas de Petri (35 mm de diametro). Apés os tratamentos por tempos
estipulados, as células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas com 400 pL de meio
contendo 1mM de MCB durante 30 minutos no escuro. Apos o periodo de incubacédo, as
células foram novamente lavadas com PBS e cobertas com laminulas usando glicerina 50 %
como liquido de montagem. As placas foram observadas em um aumento de 40x em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 51 - URA2, San Jose, U.S.A., Faixa de excitacdo:
330-385 nm; faixa de emisséo: 420 nm) e as imagens capturadas com uma camera Olympus
BX-2 adaptada ao microscépio com dez milissegundos de exposicdo. A intensidade da
fluorescéncia é proporcional a quantidade de GSH presente. Para melhor qualidade da
resolucdo de imagem, todas as fotomicrografias foram ajustadas para obter 100% de brilho

através do programa Windows Live para fotografias.

4.2.7 Andlise estatistica dos dados

Todos os dados gerados receberam tratamento estatistico adequado, sendo expressos
como media e erro médio padrdo, ou mediana e percentis (25 e 75%). A escolha da medida de
tendéncia central e das medidas de dispersao foi feita de acordo com a distribui¢do dos dados
em um histograma de frequéncia. Como o numero amostral ndo foi superior a 20 em nenhum
dos testes, a distribuicdo foi considerada normal se satisfizesse as seguintes condigdes:
apresentar assimetria no intervalo entre -1 e +1 e curtose no intervalo entre -2 e +2; e
considerada ndo normal se satisfizesse as seguintes condi¢Ges: ndo passar em qualquer dos
testes de normalidade (teste de Shapiro-Wilk ou teste de D Agostino e Pearson) ou apresentar
assimetria ou curtose fora dos intervalos citados.

Para conjuntos de dados representados por média (portanto, com distribui¢cdo normal),
testes estatisticos paramétricos foram usados nas comparacGes entre grupos tratados e
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controles, enquanto testes ndo paramétricos foram usados para aqueles representados por
mediana (com distribuicdo ndo-normal). O teste usado para cada analise esta especificado na
apresentacdo dos resultados; os mais utilizados foram os paramétricos t de Student ndo
pareado para analise binaria, One-Way ANOVA (seguido do teste de Dunnett) para multipla
comparagao com apenas um parametro variavel e os ndo paramétricos de Mann-Whitney para
andlise binaria ou de Kruskal-Wallis (seguido do teste de Dunn’s) para maltipla comparacéo.
O software GraphPadPrism, versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego California, EUA) foi utilizado para todas as analises. Regressdes ndo lineares, como a
utilizada para célculo da CEsp, foram feitas utilizando-se modelos de equagdes da biblioteca
do programa e s6 foram consideradas para efeito de calculos quando o coeficiente de
determinacéo (R?) foi superior a 0,9. Os valores calculados dos parametros de melhor ajuste
foram plausiveis em relagcdo aos dados experimentais e seus intervalos de confianca de 95%
foram estreitos. Os valores de p adotados como estatisticamente significativos nas analises

foram aqueles inferiores a 0,05.
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5. RESULTADOS

PARTE I: EFEITOS DO TRATAMENTO COM ROTENONA

Testes prévios realizados em nosso laboratorio avaliaram a acdo da rotenona, em
diferentes concentrac@es e diferentes periodos de tempo sobre células C6. Essa avaliacdo foi
realizada, inicialmente, através da medida de viabilidade celular através do teste do MTT,
bem como pela observagdo do aspecto morfoldgico das células por microscopia de contraste
de fase. Os resultados apontaram que a rotenona apresentou agdo citotoxica na linhagem
estudada, apresentando atividade dose-dependente (Figura 4). A equacdo que representa a
curva de dose-resposta, construida a partir de regressdes ndo lineares com os dados
experimentais e que € utilizada para o célculo do valor do CEs esté representada abaixo.

V= 14,32 + {77,96 J[1+10 @87 L9CL10}(R? = 0.9606)

No qual, V corresponde a viabilidade celular relativa em comparacdo com o controle e C é o
logaritmo da concentracdo de rotenona. O valor da CEs, correspondente a mediana dos

valores encontrados foi de 3,5 nM (Variacdo: 0,4 — 4,2 nM).
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Figura 4. Viabilidade celular (avaliada pelo teste do MTT) de células da linhagem C6 ap0s
tratamento com rotenona em concentracfes crescentes. Curva de viabilidade em células C6 em
funcdo da concentragdo de rotenona apds 48 horas de tratamento. Foram realizados trés experimentos
independentes, com n = 8 para cada concentragao.
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Na linhagem U251 néo foi alcancada a CEsp na faixa de concentracdo testada, sendo
determinada a menor concentracdo estatisticamente diferente do grupo controle, ou seja, a
concentracdo minima citotoxica (CMC). Esta concentracdo corresponde ao valor de 6nM
durante o periodo de tratamento por 72 horas, valor presente nos trés experimentos

independentes, com n = 8 para cada concentracdo (Figura 5).
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Figura 5. Viabilidade celular (avaliada pelo teste do MTT) de células da linhagem U251 apdés
tratamento com rotenona em concentragdes crescentes. Estudo da viabilidade de células U251 ap6s
72 horas de tratamento com rotenona. Figura representa o experimento com valor mediano. Os dados
apresentaram distribuicdo normal e foram analisados estatisticamente pelo teste one-way ANOVA,
seguido do teste de Dunnett para multiplas comparacdes. * P < 0,05 para comparacdo com DMSO
0,5%.

Atraves da visualizagdo por microscopia de contraste de fase foi possivel observar, nas
celulas da linhagem C6, um fenotipo fusiforme e uma intima distribuigéo espacial das células
em condicdes controle (DMSO 0,5%) (Figura 6A). Quando tratadas com rotenona, as células
apresentaram aparéncia de glia reativa, sendo notdvel a perda da morfologia

predominantemente fusiforme, bem como a diminui¢do do nimero de células (Figura 6B).
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C6

U251

Para as células da linhagem U251, aquelas em condi¢des controle (DMSO 0,5%)
também apresentaram um fendtipo fusiforme, com extremidades alongadas e afiladas (Figura
6C). Por outro lado, as células tratadas com rotenona apresentaram aparéncia fibrilar, com
retracdo do citoplasma e formacéo de processos filamentosos, sugerindo reatividade ao agente
(Figura 6D). Foram notéaveis as modificacGes na distribuicdo e conexdo das células com as
circunvizinhas, saindo de um padrdo mais bem organizado para outro mais aleatério e com

maior espaco entre elas.

Figura 6. Alterac6es na morfologia celular provocadas pelo tratamento com rotenona. Células
C6 com DMSO 0,5% (A) e tratadas com rotenona 3,5 nM por 48 horas (B). Células U251 com DMSO
0,5% (C) e tratadas com rotenona 6nM por 72 horas (D). As setas brancas representam células com
retracdo do citoplasma e formacéo de processos filamentosos.
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[odeto de Propideo

Diante do efeito citotoxico e das alteragdes morfoldgicas induzidas pela rotenona nas
células em estudo, buscou-se elucidar o tipo de morte celular provocado pela droga. O teste
utilizado nesta etapa foi o de dupla marcacdo com anexina V e IP. A quantificacdo por
citometria de fluxo demonstrou que as células U251 tratadas com rotenona apresentaram uma
diminuicdo na porcentagem de células viaveis ndo marcadas quando comparadas com células
do grupo controle (Figura 7). A porcentagem de células marcadas com anexina V (células
apoptoticas) foi maior nos grupos tratados com rotenona que em celulas do grupo controle, no
qual na concentracdo de 6 nM, 18,1% das células estavam em apoptose, enquanto que no
grupo controle (DMSO 0,5%) apenas 9,8% se encontravam em processo apoptético. Ja a
porcentagem de células em necrose ndo divergiu estatisticamente entre os grupos tratados
com concentragdes crescentes da droga, demonstrando assim, que a morte celular ocorre

principalmente por apoptose (Tabela 1).
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Figura 7. Avaliacdo do tipo de morte celular ap6s tratamento com rotenona. Células U251
cultivadas por 72 horas apenas com meio de cultura (A); células com DMSO 0,5% (72 horas) (B);
células tratadas com rotenona 3nM (C), 6 nM (D) e 30 nM (72 horas) (E). Quadrantes: inferior
esquerdo - células vivas ndo marcadas; inferior direito - células marcadas apenas com anexina V
(apoptose inicial); superior esquerdo — células marcadas apenas com IP (necrose); superior direito —

duplamente marcadas (apoptose tardia).
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Tabela 1. Percentual de células da linhagem U251 marcadas com anexina V e IP apds
tratamento com rotenona. Os dados representam a mediana e 0s percentis 25 e 75% de um

experimento realizado em triplicata.

U251
Meio DMSO 0,5% ROT 3nM ROT 6nM ROT 30 nM
Viaveis 85,9 83,7 75,5 76,8 76,9
(84,7 -92) (83,3-84,7) (743-76,4) (75,7-78,2) (76,6—78,1)
Apoptose 1,8 3,6 6,4 6,6 6,3
Inicial (1,2-2,4) (2,1-4,2) (6,4-9,5) (4,1-6,7) (4,6-6,4)
Apoptose 6 6,2 12,5 11,5 12,6
Tardia (2,9 -8,6) (6,1-6,7) (11,8-13,1) (9,6-12,7) (11,9-13,5)
Necrose 4,8 5,3 4,6 4,5 4
(3,7-5,7) (4,9-5,8) (3,1-6,1) (4-8,2) (3-6,1)

A partir dos resultados demonstrando o efeito citotoxico da rotenona nas células em
estudo, foi realizado o teste com o MCB para avaliar o conteddo de GSH intracelular,
partindo-se da premissa que se a rotenona for conjugada com GSH por acdo de qualquer
isoforma de GST, a célula sera espoliada de GSH, processo em que ndo ocorre a reciclagem
deste.

Os resultados apresentados através de microscopia de fluorescéncia demonstraram que
ndo houve reducdo do conteudo de GSH intracelular com DMSO 0,5% (Figuras 8D e 9D),
mas houve uma espoliacdo acentuada apos tratamento com BSO, agente que conhecidamente
espolia GSH (controle positivo da técnica), e rotenona nas concentracfes e tempos
determinados (Figuras 8E e F; 9E e F). A andlise por microscopia em contraste de fase
demonstrou a presenca de células viaveis e morfologicamente normais nos grupos controle
(Figuras 8A e B; 9A e B), porém, nos grupos tratados com rotenona houve a presenca de
espacos vazios entre as células, e estas apresentaram a aparéncia de glia reativa, com retracdo
do citoplasma e formacéo de processos filamentosos como anteriormente descrito (Figuras 8C
e 9C).
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Figura 8. Deteccdo de GSH em células C6 apds tratamento com rotenona. Analise por
microscopia de contraste de fase das células com DMSO 0,5% por 48 horas (A) e BSO (1mM) por 24
horas (B); células tratadas com rotenona (3,5 nM) por 48 horas (C). Analise por microscopia de
fluorescéncia das células com DMSO 0,5% por 48 horas (D); tratamento com BSO (1mM) por 24
horas (E); tratamento por 48 horas com rotenona 3,5 nM (F). As imagens referentes a microscopia de
contraste de fase e de fluorescéncia foram representativas de diferentes campos da placa. Estudo

realizado através de trés experimentos independentes em triplicata.
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Figura 9. Deteccdo de GSH em células U251 ap6s tratamento com rotenona. Analise por
microscopia de contraste de fase das células com DMSO 0,5% por 72 horas (A) e BSO (1mM) por 24
horas (B); células tratadas com rotenona (6 nM) por 72 horas (C). Analise por microscopia de
fluorescéncia das células com DMSO 0,5% por 72 horas (D); tratamento com BSO (1mM) por 24
horas (E); tratamento por 72 horas com rotenona 6nM (F). As imagens referentes a microscopia de
contraste de fase e de fluorescéncia foram representativas de diferentes campos da placa. Estudo

realizado através de trés experimentos independentes em triplicata.

41



PARTE II: EFEITOS DO TRATAMENTO COM 8-MOP

Este segundo bloco de experimentos consistiu em avaliar o efeito citotoxico do 8-
MOP em diferentes concentracdes, utilizando o tempo correspondente a determinacdo da
CEs da rotenona nas células da linhagem C6, e da determinacdo da concentracdo minima
citotoxica encontrada nas células da linhagem U251.

Essa avaliacdo foi realizada atraves da medida de viabilidade celular através do teste
do MTT, bem como pela observacdo do aspecto morfoldgico das células por microscopia de
contraste de fase. Os resultados demonstraram que apenas a concentracdo de 200 uM de 8-
MOP promoveu uma diminuicdo da viabilidade celular de forma estatisticamente significante
em relacdo ao grupo controle com DMSO 0,5%, fato este que se repetiu nas duas linhagens
testadas (Figura 10A e B). Desta forma, a concentracdo de 200 uM de 8-MOP foi excluida
dos testes seguintes que buscaram determinar acao protetora.
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Figura 10. Viabilidade celular apos tratamento com 8-MOP em concentragdes crescentes. Estudo
da viabilidade de células C6 (48 horas) (A) e U251 (72 horas) (B) em funcdo da concentracdo de 8-
MOP. Figuras representativas da média ou mediana de trés experimentos realizados em triplicata para
cada linhagem. Os dados apresentaram distribuicdo normal e foram analisados estatisticamente pelo
teste one-way ANOVA, seguido do teste de Dunnett para multiplas comparac@es. * P < 0,05 para

comparagdo com DMSO 0,5%.
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Com base nos resultados de toxicidade, buscou-se estabelecer se o0 8-MOP exercia
efeito protetor contra a citotoxicidade induzida pelo tratamento com rotenona. Para tal
propdsito, o 8-MOP foi adicionado nas concentraces de 1 a 100 uM simultaneamente ao
meio contendo rotenona nas concentracdes de 3,5 nM para as células da linhagem C6, ou 6
nM para as células da linhagem U251, e a viabilidade celular foi avaliada através do teste de
MTT.

Os resultados de viabilidade mitocondrial evidenciaram que o tratamento com 8-MOP
em concentracOes crescentes, simultaneo ao tratamento com rotenona, ndo protegeu as células
de ambas as linhagens contra os efeitos deletérios induzidos pelo pesticida. Diferengas
estatisticamente significativas ndo foram alcangadas entre os grupos tratados com rotenona e

8-MOP em relacédo aqueles tratados apenas com rotenona (Figura 11A e B).
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Figura 11. Viabilidade celular ap6s tratamento simultaneo com 8-MOP e rotenona. As células C6
(48 horas) (A) e U251 (72 horas) (B) foram tratadas simultaneamente com rotenona e concentracoes
crescentes de 8-MOP. Figuras representativas da média ou mediana de trés experimentos realizados
em triplicata para cada linhagem. Os dados apresentaram distribuigdo normal, portanto foi utilizado o
teste de one-way ANOVA, seguido do teste de Newman-Keuls para multiplas comparagdes entre 0s

grupos tratados apenas com rotenona daqueles tratados com rotenona e 8-MOP.
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Algumas pesquisas demonstraram que em determinadas situagdes compostos
derivados de produtos naturais necessitaram de tratamentos prévios para alcancar efeitos
protetores diante de agentes toxicos (GOES, 2013; PARK et al., 2014). Dessa forma, Visto
que o tratamento simultdneo de 8-MOP ndo obteve éxito no aspecto protetor contra a
rotenona, optou-se pela realizacdo de um pré-tratamento por 1 hora utilizando o 8-MOP em

concentragdes reduzidas.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos tratados apenas com rotenona daqueles pré-tratados com 8-MOP, ou seja, 0
pré-tratamento com 8-MOP em concentracGes reduzidas também ndo protegeu as células de

ambas as linhagens contra os efeitos deletérios induzidos pelo pesticida (Figura 12A e B).
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Figura 12. Viabilidade celular ap6s pré-tratamento com 8-MOP. As células C6 (A) e U251 (B)
foram pré-tratadas por 1 hora com concentracdes crescentes de 8-MOP (0,06 uM — 6 uM), e entao
tratadas simultaneamente com rotenona e concentragfes crescentes de 8-MOP por 48 (C6) e 72
(U251) horas. Figuras representativas da média ou mediana de trés experimentos realizados em
triplicata para cada linhagem. Na Figura (A), os dados apresentaram distribuicdo normal e foram
analisados estatisticamente pelo teste one-way ANOVA, seguido do teste de Newman-Keuls para
multiplas comparacGes. Na Figura (B), os dados apresentaram distribuicdo ndo normal e foram
analisados estatisticamente pelo teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s para multiplas
comparagdes. Os testes acima citados foram utilizados nas comparacBes entre 0s grupos tratados

apenas com rotenona daqueles tratados com rotenona mais 8-MOP.
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Como até entdo os resultados demonstraram que o 8-MOP néo foi eficaz em proteger,
a nivel mitocondrial, as linhagens celulares contra a citotoxicidade induzida pela rotenona, foi
adotado o modelo experimental que buscou verificar a presenca de GSH intracelular apds um
pré-tratamento por 1 hora utilizando o 8-MOP na maior concentracdo utilizada no
experimento anterior, ou seja, a concentracdo de 6 pM.

Os resultados apresentados através de microscopia de fluorescéncia demonstraram que
ndo houve reducdo do conteudo de GSH intracelular com DMSO 0,5% (Figuras 13E e 14E),
mas houve uma espoliagcdo acentuada apés tratamento com BSO e rotenona (Figuras 13F e G;
14F e G), porém apds o pré-tratamento com 8-MOP o contetdo de GSH foi mantido (Figuras
13H e 14H). A analise por microscopia em contraste de fase demonstrou a presenca de células
viaveis e morfologicamente normais nos grupos controle (Figuras 13A e B; 14A e B), as
células tratadas apenas com rotenona apresentaram a aparéncia de glia reativa, com retracao
do citoplasma e formacgéo de processos filamentosos (figuras 13C e 14C), enquanto que as
células pré-tratadas com 8-MOP apresentavam-se morfologicamente semelhantes as células
ndo tratadas (Figuras 13D e 14D).

45



Figura 13. Deteccdo de GSH em células C6 apds tratamento com 8-MOP e rotenona. Analise por
microscopia de contraste de fase das células com DMSO 0,5% por 48 horas (A) e BSO (1mM) por 24
horas (B); células tratadas com rotenona (3,5 nM) por 48 horas (C); células pré-tratadas com 8-MOP
(D). Analise por microscopia de fluorescéncia das células com DMSO 0,5% por 48 horas (E);
tratamento com BSO (1mM) por 24 horas (F); tratamento por 48 horas com rotenona 3,5 nM (G); pré-
tratamento com 8-MOP por 1 hora (H). As imagens referentes a microscopia de contraste de fase e de

fluorescéncia foram representativas de diferentes campos da placa. Estudo realizado em triplicata.
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Figura 14. Deteccdo de GSH em células U251 apds tratamento com 8-MOP e rotenona. Analise
por microscopia de contraste de fase das células com DMSO 0,5% por 72 horas (A) e BSO (1mM) por
24 horas (B); células tratadas com rotenona (6 nM) por 72 horas (C); células pré-tratadas com 8-MOP
(D). Andlise por microscopia de fluorescéncia das células com DMSO 0,5% por 72 horas (E);
tratamento com BSO (1mM) por 24 horas (F); tratamento por 72 horas com rotenona 6nM (G); pré-
tratamento com 8-MOP por 1 hora (H). As imagens referentes a microscopia de contraste de fase e de

fluorescéncia foram representativas de diferentes campos da placa. Estudo realizado em triplicata.
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6. DISCUSSAO

Evidéncias sugerem que a exposicdo a toxinas ambientais, tais como pesticidas,
podem ser fatores de risco subjacentes ao desenvolvimento de muitas doencas
neurodegenerativas, incluindo a DP (ASCHERIO et al., 2006; TANNER et al., 2011), e a
rotenona, um pesticida derivado de plantas foi relatado constantemente estar associado com o
desenvolvimento da DP em populacbes humanas (LIU et al., 2003). Atendo-se para a
temaética da toxicidade, estudos in vitro demonstraram que a rotenona é toxica para células do
SNC (SWARNKAR et al., 2012; THAKUR e NEHRU, 2014; PARK et al., 2014), fen6meno
que foi observado neste estudo e pode ser correlacionado com a diminuicdo da viabilidade
celular.

A avaliacdo da viabilidade celular pelo teste do MTT demonstrou que a rotenona
apresentou um efeito citotdxico sobre as células estudadas, efeito este que foi dose
dependente. Além disso, alteracGes na morfologia celular também sédo indicios de toxicidade
de um agente, dessa forma, as celulas tratadas com rotenona apresentaram aparéncia de glia
reativa, com retracdo do citoplasma e formacdo de processos filamentosos, fugindo de um
padrdo fenotipico fusiforme encontrado nas células ndo tratadas por esta droga.

A citotoxicidade induzida pela rotenona esta relacionada diretamente com um aumento
na producdo de ERO e a uma faléncia na producdo de ATP, devido a particularidade de ser
um inibidor da cadeia respiratoria mitocondrial (DICK, 2007; SWARNKAR et al., 2012;
TAMILSELVAM et al., 2013).

A cadeia respiratoria € um complexo multienzimatico formado por quatro subunidades
presentes na membrana interna mitocondrial, que tem a fungdo de carrear elétrons a partir de
aceptores iniciais para o aceptor final, o oxigénio molecular (O,), favorecendo neste processo
a formagcéo de agua e a transferéncia de prétons (H*) da matriz mitocondrial para o espago
intermembranas, gerando um potencial eletroquimico e conservando temporariamente
energia. Quando os prétons fluem a favor de seu gradiente eletroquimico, a energia se faz
disponivel para realizar trabalho, impulsionando a sintese de ATP (NICHOLLS e BUDD,
2000; NELSON e COX, 2014).

Diante dessas informagdes, mais que um inibidor geral da cadeia respiratoria
mitocondrial, a rotenona demonstrou ser um inibidor especifico do primeiro complexo
multienzimatico, o Complexo I, também chamado de NADH-desidrogenase (EC 1.6.5.3)
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(THAKUR e NEHRU, 2014). Este complexo recebe dois elétrons do carreador NADH, e
internamente estes elétrons sdo transferidos para outros carreadores, incialmente para
flavoproteinas contendo um nucleotideo de flavina (FMN) e posteriormente para proteinas
ferro-enxofre (Fe-S) até alcancar a ubiquinona, que transportara os elétrons para o Complexo
11 (NICHOLLS e BUDD, 2000). Sendo assim, a rotenona age por inibir a transferéncia de
elétrons do centro Fe-S & ubiquinona, impedindo o carreamento correto dos elétrons ao
aceptor final e a formacéo do gradiente eletroquimico, favorecendo um prejuizo na sintese de
ATP e contribuindo para 0 aumento da producdo de ERO (CABEZAS et al., 2013; NELSON
e COX, 2014).

J& estd bem descrito na literatura que a rotenona provoca disfungcdo mitocondrial e
estresse oxidativo, e estes contribuem para gerar danos celulares, e de fato, podem provocar
alteracdes moleculares e bioquimicas que culminam em morte celular, especificamente morte
celular por apoptose (PERFEITO et al., 2014; PARK et al., 2014). Este processo € um tipo de
morte caracterizada por retracdo celular, vacuolizacdo citoplasmatica, fragmentacdo nuclear,
condensacdo e marginalizacdo da cromatina, formacéo de corpos apoptéticos e externalizagdo
da fosfatidilserina. Eventos bioquimicos importantes neste processo ainda incluem a ativacéo
de membros de uma familia de cisteina proteases (caspases), principalmente a caspase
iniciadora 9 e a executora 3, além da fragmentacdo de proteinas e do DNA, eliminando
células que foram lesadas de modo irreparavel (ROBBINS et al., 2010; TAMILSELVAM et
al., 2013).

Para confirmar as informac0es citadas na literatura especializada, testes por citometria
de fluxo foram executados a fim de caracterizar o tipo de morte celular gerado pela rotenona.
Dentre as formas de identificar o tipo de morte, a marcacdo da fosfatidilserina com anexina V
¢ comumente aceita para a determinacdo de células apoptdticas. Por outro lado, a perda da
integridade da membrana plasmética tem sido extensivamente avaliada através do uso do IP
(LAW et al., 2007; DE OLIVEIRA et al, 2010; GOES, 2013).

Os resultados deste estudo estdo de acordo com a literatura, uma vez (que,
evidenciaram que a maior parte das células que apresentaram dano foram marcadas com
anexina V, demonstrando um aumento no percentual de células apoptdéticas promovido pelo
tratamento com a rotenona, ao passo que ndo houve uma variagdo significativa na
porcentagem das células em necrose, sugerindo assim que a morte celular ocorre
principalmente por apoptose (PERFEITO et al., 2014; PARK et al., 2014).
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Importante ressaltar também que as células em apoptose tardia foram marcadas
concomitante com anexina V e IP, acontecimento este que pode ser explicado pelo fato de que
nos ultimos estagios da apoptose a membrana plasmatica pode se tornar permeavel aos solutos
normalmente retidos, e formas de morte celular com caracteristicas de apoptose bem como de

necrose ndo sdo incomuns apds estimulos ofensivos (ROBBINS et al., 2010).

Diante desse cenario de toxicidade e inducdo de morte celular induzida pela rotenona,
buscou-se averiguar a relagdo do GSH com estes eventos, visto que 0 mesmo é um tripeptideo
que possui diversas fungdes, incluindo acdo antioxidante e detoxificacdo de xenobidticos,
onde serve de substrato para as enzimas glutation S-transferases e glutation peroxidase, que
catalisam as reacOes de detoxificacdo (SIMS et al., 2004; GOTO et al., 2009; BOARD e
MENON, 2013).

Uma vez conjugada com enzimas glutation-S-transferases, esses conjugados (GSH-
xenobidticos) sdo reconhecidos e eliminados por bombas de efluxo de drogas, principalmente
a MRP 1 (multi-drug resistance protein), ocorrendo o consumo de GSH e ndo havendo a
reciclagem do mesmo (DEPEILLE et al., 2005). Ja no sistema antioxidante constituido pela
enzima glutation peroxidase, o peréxido de hidrogénio € reduzido a 4gua a custa da oxidagédo
de GSH, porém a GR reduz novamente 0 GSSG em GSH em uma reacdo dependente de
NADPH (NELSON e COX, 2014).

Evidéncias na literatura mostraram que a diminuicdo de GSH seria um dos eventos
caracteristicos de morte celular por apoptose, pois quando ha uma diminui¢do nos niveis de
GSH a producéo de energia é afetada, favorecendo a célula sofrer apoptose (SLATER et al.,
1995). Logo um importante fator para a morte celular por apoptose é a espoliacdo de GSH, e
esta reducdo foi constatada apOs tratamentos com a rotenona, resultados estes que
corroboraram com a literatura (TAMILSELVAM et al., 2013; THAKUR e NEHRU, 2014b).

Neste estudo, observou-se uma diminui¢do na intensidade de fluorescéncia do MCB
nas celulas tratadas com BSO e rotenona quando comparadas com células com DMSO a
0,5%. Em relacdo ao BSO, este € extensivamente utilizado para induzir a espoliacdo de GSH,
uma vez que inibe a y-glutamilcisteina sintetase (EC 6.3.2.2), enzima importante para a
sintese de glutation (GRIFFITH e MEISTER, 1979), e comprovando a sua eficécia, ele
induziu espoliacdo de GSH em astrécitos (GABRYEL e MALECKI, 2006) e glioblastoma
humano (DE OLIVEIRA et al, 2010; GOES, 2013).

Como foi citado anteriormente, as células tratadas com rotenona apresentaram a

aparéncia de glia reativa, sugerindo reatividade ao agente, e uma redugédo da intensidade de
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fluorescéncia, ou seja, um consumo de GSH se comparadas com as células do controle
negativo (DMSO 0,5%), e estes resultados demonstram que a morte celular apds o tratamento
com este pesticida pode estar relacionada a um mecanismo de espoliacdo de GSH
(TAMILSELVAM et al., 2013; THAKUR e NEHRU, 2014b).

N&o sdo recentes as pesquisas que buscam uma protecdo do SNC a partir de produtos
naturais, e neste contexto, a manutencao dos niveis de glutation ganha visibilidade cada dia
mais (LIMA et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2010; TAMILSELVAM et al., 2013). Uma
das estratégias mais plausiveis é a busca por inibidores efetivos de GSTs, o que favoreceria a
ndo espoliacdo de GSH apds a conjugacdo deste com uma molécula hidrofobica via

participacdo dessas enzimas.

Diante desse cenadrio em que se mostra necessaria a busca por alternativas no
tratamento baseado em GST, este trabalho avaliou o 8-MOP, um composto de estrutura
relativamente simples, e que ja foi visto ser um promissor inibidor de GST, principalmente a
isoforma wt, mais frequente em gliomas (SAL et al., 2010; DE OLIVEIRA et al., 2014). Os
resultados dos testes de viabilidade celular demonstraram que o 8-MOP néo foi citotoxico nas
concentragdes utilizadas, porém a sua utilizacdo ndo protegeu as células, a nivel mitocondrial,
dos efeitos nocivos da rotenona. Mais interessante que este efeito, foi o fato do pre-tratamento
por 1 hora com o 8-MOP, antes do tratamento com a rotenona favorecer a manutencdo do
GSH intracelular apds testes com o MCB, demonstrando que mesmo ndo desempenhando um
eficaz papel protetor, 0 mesmo se mostrou um inibidor efetivo de GST, possivelmente da

isoforma r.

DE OLIVEIRA et al (2014) demonstraram que o 8-MOP age no sitio ativo da enzima,
ocupando especificamente o sitio H (de ligagdo a substratos hidrofébicos), ao passo que deixa
livre o sitio para ligacdo do GSH (sitio G), mas apesar disso, ndo € um substrato, pois ndo

sofre conjugacdo com GSH.

Para os testes relacionados as GSTs, foi utilizado o agente MCB, ja anteriormente
descrito, que é substrato de diversas isoformas de GST (EKLUND et al., 2002), apresentando
fluorescéncia quando conjugado com o GSH. Portanto a fluorescéncia observada reflete néo
apenas o conteudo citoplasmatico de GSH, mas também a atividade das GSTs (UBLACKER
etal., 1991).

Moléculas com comprovada acgdo inibitoria das GSTs normalmente compartilham
caracteristicas como peso molecular relativamente baixo e moderada hidrofobicidade, como é
o0 exemplo do 6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-iltio) hexanol(NBDHEX) e a vitamina E, cujo
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nacleo apresenta certa semelhanca com o ndcleo cumarinico (RICCI et al., 2005).Tais
caracteristicas estdo presentes também no 8-MOP, além de uma simplicidade estrutural,
proporcionando maior facilidade em atravessar membranas biolégicas e uma sintese mais
acessivel. Outro ponto importante em relacdo ao 8-MOP ¢é a possibilidade de execucdo de
testes em humanos em curto prazo, uma vez que ja existem ensaios clinicos com essa droga,
ainda que para outras finalidades terapéuticas (BERROETA et al., 2010).

Os inibidores de GSTs podem ainda ter outras serventias, como sensibilizacdo a
quimioterapia, implicacdes na resposta ao estresse oxidativo, ou até mesmo na melhoria da
abordagem terapéutica de doengas infecciosas (MAHAJAN e ATKINS, 2005). As GSTs
podem ainda ter importante papel na etiologia de doengas, incluindo doencas
neurodegenerativas, esclerose multipla e asma (BAEZ et al., 1997; MAPP et al., 2002; TEW
e TOWNSEND, 2011), além de também estarem envolvidas na biossintese de metabolitos
importantes do &cido araquidénico, tais como prostaglandinas e leucotrienos, mediadores
inflamatorios, de forma que a modulacdo desta enzima poderia ainda ser Util no controle dos
niveis dessas substancias (BLADEREN e OMMEN, 1991).

Esforcos terapéuticos que visem a remocgdo ou a prevencdo da formacdo de radicais
livres podem ser benéficos em doencas neurodegenerativas, e em relacdo a este ponto,
produtos naturais sdo atrativas possibilidades de estruturas quimicas que exibem potente
atividade bioldgica com perfis farmacoldgicos desejaveis. Ficou evidente que o 8-MOP
favoreceu uma manutengdo do GSH ap6s o tratamento com rotenona, e este fato pode ser
explicado pela inibicdo de GST. Contudo, estudos complementares serdo necessarios para
esclarecer se a manutencdo do GSH, através da inibicdo de GST, pode realmente ser um fator

pontual no tratamento de doengas neurodegenerativas.
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7. CONCLUSOES

Este estudo buscou compreender os mecanismos de toxicidade da rotenona sobre
células do SNC, e se 0 8-MOP, uma furocumarina, possuia algum efeito protetor frente a esse
agente toxico. Os resultados permitiram concluir que:

- A rotenona apresentou toxicidade nas células testadas, sendo responsavel pela
inducdo de alteracdes morfoldgicas, em que as células apresentaram aparéncia de glia reativa,
com retracdo do citoplasma e formacédo de processos filamentosos; diminuigéo da viabilidade
celular através do teste do MTT; morte celular por apoptose, evidenciada pela marca¢do com
anexina V e espoliacdo de GSH intracelular através da marcagdo com o MCB.

- O 8-MOP nao demonstrou ser toxico nas concentracdes testadas, porém, nao foi
capaz de proteger as células, a nivel mitocondrial, dos efeitos deletérios proporcionados pela
rotenona. Contudo, um achado importante foi a manutencdo de GSH intracelular apds o pré-
tratamento com 8-MOP e subsequente tratamento com rotenona, fato este, de potencial
relevancia terapéutica.

Este efeito foi encontrado em modelos experimentais que ndo incluem irradiacdo com
luz ultravioleta, como normalmente é realizado, e 0 amplo conhecimento que se vem obtendo,
ndo apenas do 8-MOP, mas também de outros derivados de psoraleno, deixa esse composto

muito mais proximo de testes que venham a confirmar sua eficacia como agente terapéutico.
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