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Figura 15: Efeito dos tratamentos no cértex cerebral e hipocampo sobre a atividade
da CAT em camundongos tratados com AICls. Os dados séo representados como
meédia + E.P.M. para o N amostral de 8 animais por grupo. A analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey. € p =0,0012
quando comparado ao grupo controle; fp = 0,0064, 9 p = 0,0001 e " p = 0,0002 quando
comparado ao grupo AlCls, para as atividades da CAT no hipocampo. .................... 48

Figura 16: Frequéncia de neurdnios necroticos no cértex cerebral e hipocampo. Os
dados sao representados como média + E.P.M. para o N amostral de 5 animais por
grupo. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo
pos-teste de Tukey. 2 p = 0,0001 quando comparado ao grupo controle; ® p = 0,0001,
¢p =0,0001 e 9p =0,0001 quando comparado ao grupo AICls, para frequéncia de
células necréticas no cortex cerebral. © p = 0,0041 quando comparado ao grupo
controle; fp = 0,0334, 9 p = 0,0387 e " p = 0,0003 quando comparado ao grupo AlCs,
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Figura 17: Cortes histologicos do cortex cerebral na regido CAL1 e do hipocampo.
Método de coloragcdo com tionina acética. As setas indicam neurdnios em
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RESUMO

O acumulo crénico de aluminio (Al) no sistema nervoso central contribui para a
progressdo de doencas neurolégicas e neurodegenerativas. Em particular, o Al
promove dano oxidativo, morte neuronal e declinio funcional, resultando em déficits
de cognicado, alteracbes na memoria e comportamento. Nesse sentido, o uso de
antioxidantes naturais pode ser uma estratégia para atenuar a neurotoxicidade do Al.
A crisina € um composto fendlico natural encontrado em alimentos como mel,
maracuja e propolis com propriedades antioxidantes e anti-inflamatoérias. Os efeitos
protetores da crisina contra a neurotoxicidade induzida pela exposi¢do cronica ao
cloreto de aluminio (AICIs - 100 mg/kg, v.0.) foram avaliados em camundongos
tratados com AIClz por noventa dias consecutivos e, a partir do quadragésimo sexto
dia, os animais receberam crisina (10, 30 e 100 mg/kg, p.o.). A crisina reduziu o
comprometimento cognitivo induzido por AICIs no teste de esquiva passiva e
normalizou as atividades da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase no hipocampo.
Sua acao antioxidante foi demonstrada pela diminuicdo do estresse oxidativo,
evidenciados pelos niveis de peroxidacao lipidica, pela carbonilacdo de proteinas e
pela atividade das enzimas catalase e superéxido dismutase, tanto no cértex cerebral
guanto no hipocampo. Além disso, a frequéncia das células necréticas nessas
mesmas regides cerebrais também foram normalizadas pelo tratamento com a crisina.
Esses resultados demonstram que a crisina é capaz de diminuir os efeitos
neurotdxicos associados a exposicao crénica de Al, sendo um potencial composto

presente em alimentos que podem ser utilizados para o beneficio da saude mental.

Palavras-Chave: Aluminio; neurotoxicidade; estresse oxidativo; antioxidante; crisina.
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ABSTRACT

Chronic aluminium (Al) metal accumulation contributes to the progression of several
neurological and neurodegenerative diseases. In particular, Al promotes oxidative
damage, neuronal death, and functional decline resulting in deficits in cognition,
memory and behavior. In this regard, the use of natural antioxidants can be a strategy
to prevent the neurotoxicity of Al. Chrysin is a natural phenolic compound found in
foods such as honey, passion fruit, and propolis and with antioxidant and anti-
inflammatory properties. Here, we evaluated the chrysin neuroprotective effects
against the neurotoxicity induced by chronic exposure to aluminium chloride (AICI3), in
mice (100 mg/kg, p.o.). The experimental protocol consisted of the treatment of mice
with AICIs for ninety consecutive days, being the chrysin administration (10, 30. 100
mg/kg, p.o.) started on the forty-sixth day of the Al intake. Chrysin reduced the
cognitive impairment induced by AICIz in the step-down passive avoidance task,
normalizing the hippocampus acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase
activities. Along with this, chrysin decreased oxidative damage observed in the
parameters of the lipid peroxidation, protein carbonylation, catalase and superoxide
dismutase activities in the brain cortex and hippocampus . Furthermore, necrotic cells
frequency was also decreased by chrysin in the same brain regions. These results
highlighted that chrysin is able to reduce the neurotoxic effects associated with Al
chronic exposure, being a potential compound present in foods that can be used for

the benefit of mental health.

Keywords: Aluminium; neurotoxicity; oxidative stress; antioxidant; Chrysin.
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IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA SOCIEDADE

O aluminio € um metal abundantemente encontrado na crosta terrestre, sendo
utilizado em induastrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas e, assim sendo, ha a
facilidade de exposicao para os seres humanos. O acumulo desse metal nos sistemas
bioldgicos, promove efeitos indesejados, como a inibicdo de enzimas importantes do
sistema antioxidante e o0 aumento dos niveis de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio, que culminam no aumento do estresse oxidativo. Consequentemente, ocorre
a neurotoxicidade e o surgimento de doencas neurologicas e neurodegenerativas,
com comprometimento cognitivo e alteracdes comportamentais.

Atualmente, as doencas neurologicas e neurodegenerativas ndo possuem
cura, sendo que os tratamentos utilizados séo para conter o avanco da doenca e tratar
0s sintomas existentes. Diante dessa condicdo, € necessaria a busca por novas
terapias e tratamentos visando a cura e também melhorar a qualidade de vida dos
pacientes com essas doencas. Entre as estratégias para alcancar esses objetivos,
esta o uso de produtos naturais e nutracéuticos (alimentos ou parte do alimento que
promove efeitos farmacolégicos). Tendo em vista que a crisina € um composto
antioxidante presente em diversos produtos naturais (maracuja, cogumelos, propolis
e mel), o objetivo deste estudo foi avaliar os potenciais efeitos protetores da crisina
contra a neurotoxicidade induzida pelo aluminio.

Os resultados mostraram que a crisina reduziu os efeitos neurotoxicos
induzidos pelo aluminio restaurando a perda de memoria e os marcadores de estresse
oxidativo. Esses dados corroboram para o potencial uso da crisina como suplemento
alimentar visando a seu efeito protetor contra a neurotoxicidade e o possivel

surgimento de doencas neurodegenerativas.
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1. Introducao
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1.1. Aluminio e seus aspectos

O aluminio (Al) € um metal amplamente distribuido no meio ambiente, por isso
torna-se facilmente encontrado na superficie terrestre (aproximadamente 8,5%) nos
estados de silicatos, 6xidos e hidréxidos, podendo também interagir com outros
elementos formando matéria organica [1,2]. O Al & amplamente utilizado nas
induUstrias de materiais (acessorios e objetos), alimenticios, farmacéuticos e de tinturas
(Figura 1) [2,3,4].
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Figura 1: Exemplificacdo dos materiais e objetos que sao fabricados a base de aluminio: panelas,
colheres, embalagens para alimentos liquidos e sélidos e embalagens para medicamentos.

Ao longo do tempo, houve o aumento da aplicacdo do Al na manufatura,
agricultura e avancos tecnolégicos, levando ao aumento a exposicéo deste metal para
0s animais e seres humanos [4]. Como todos 0s metais, 0 Al possui a capacidade de
se acumular em tecidos biolégicos e de promover distlrbios quando expostos a
grandes quantidades [5]. De acordo com a Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos (AESA), a ingestdo semanal de Al, toleravel para humanos é de até 1 mg/kg
de peso corporal, em um adulto de 60 kg. No entanto, para alguns individuos, essa
ingestdo é excedida, como resultado da exposi¢ao alimentar diaria, onde a ingestéao
de Al pode ser estimada entre 1,6—-13 mg (0,2-1,5 mg/kg de peso corporal / semana)
[1,5,6].

Os efeitos toxicos do Al ocorrem pelo seu acumulo ao longo do tempo, varias
fontes contribuem para a exposi¢cdo do Al em humanos, como areas industriais (0,04

— 1,4 mg/m3/dia), na 4gua natural, onde em diferentes cidades ao redor do mundo
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relataram concentracdes altas (0,4 — 2,7 mg/L), em alimentos (3 — 11 mg/kg/dia),
medicamentos como antiacido (104 — 208 mg de Al por comprimido) e aspirina (10 —
20 mg de Al por comprimido) e em cosméticos (10,98 - 694,5 mg/kg) [8,9].

O aluminio acumula-se em tecidos que constituem o sistema nervoso central
(SNC) ao atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), essa rota foi definida como
a principal via de captacao do Al cerebral, uma vez que o Al atravessa a BHE por ser
uma molécula de baixo peso molecular [10]. Além disso, a chegada do Al ao cérebro
pode acontecer através da mediacdo pelo receptor transferrina, um importante
transportador de ferro, pode ser mediado também pelos transportadores de acido
monocarboxilico e pelos transportadores de glutamato Independente de sédio [10].

E bem descrito que o actmulo de Al leva a diversos efeitos em mecanismos
celulares, dentre eles a alteragdo na transcricdo e expressao génica, inibicdo e
inducdo enzimatica e alteracdes nas producles energéticas e nas conformacgdes de
proteinas [2,5,11]. Essas mudancas podem promover atrofia, displasia, degeneracao,
necrose e apoptose celular [11,12,13].

A toxicidade causada pelo aluminio esta associada a diversas doencas e
condicBes, como: lesdes pulmonares, canceres, anormalidades ésseas, toxicidade
nos sistemas renais, reprodutores, imunologicos e metabdlicos, transtornos mentais e
doencas neurodegenerativas (DNs) [14,15,16,17].

Com relatado anteriormente o Al atravessa a BHE, onde acumula-se facilmente
neste tecido, promovendo alteracbes a nivel de SNC [5,18]. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as alteracbes promovidas pelo Al estédo
diretamente associadas a transtornos como espectro autista e esquizofrenia, além das
DNs como esclerose multipla, doenca de Parkinson (DP) e Alzheimer (DA)
[5,19,20,21,22,23].

1.2. Aluminio e as DNs

A neurotoxicidade promovida pelo Al no SNC tem sido correlacionada a varios
mecanismos, tanto de doencas quanto de processos neuropatoldégicos como, por
exemplo, o aumento do acumulo e formagéo da a-sinucleina e das placas amiloides,
a sinalizacao pro-inflamatoria, a desregulacéo do sistema imune, degeneragéo neural

e alteracbes na expressdo génica essenciais para o funcionamento do SNC
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[10,20,24]. Essas alteragBes neuroquimicas e genéticas estdo diretamente ligadas a
alteracdes comportamentais, cognitivas e de memoria [21,25].

Atualmente € bem descrito que proteinas como a a-sinucleina, B-amiloide e
Tau sao as principais vias da fisiopatologia da DP (a-sinucleina) e da DA (B-amiloide
e proteina Tau). As mesmas tém suas expressdes aumentadas e suas estruturas
modificadas pelo Al, formando placas e emaranhados fibrilares mais facilmente.
Assim, a neurotoxicidade por Al estd associada tanto ao inicio, quanto a velocidade
de progresséao dessas doencas (Figura 2) [21, 26,27,28].

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor do sistema colinérgico importante
para a formacédo e manutencdo da memaria atuando, principalmente, nas regides do
cortex cerebral e hipocampo. O Al promove alteracdes significantes neste sistema: I)
Diminui a liberacdo de ACh [31]; Il) promove o aumento da atividade enzimatica da
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE), enzimas responsaveis pela
degradacdo de ACh [32]; Ill) Diminui a expressao da enzima colina acetiltransferase
(ChAT), enzima responséavel por promover a sintese de ACh (Figura 2) [33]. Todas
essas modificagBes citadas acima promovem prejuizo cognitivo e perda de memaria
[29,30].
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Figura 2: Diferentes vias de atuacdo do Al, promovendo disfun¢gdes no sistema colinérgico,
aumentando a expressdo de proteinas importantes para o acometimento e progressdo de DNs e
alteracao do estado redox, aumentando a producédo de RLs e EROs que levam a LPO e ao estresse
oxidativo.



O Al também possui a capacidade de interacdo com os fosfolipidios de
membrana, mudando propriedades fisicas, tais como, fluidez lipidica e potencial de
superficie [34,35], peroxidacéo lipidica (LPO, do inglés lipid peroxidation), através do
aumento da producéo de radicais livres (RLs) e espécies reativas de oxigénio (EROS),
bem como a aceleracéo do precesso de LPO induzida por ferro, aumentando os niveis
de malondialdeido (MDA), a principal espécie reativa, que sdo formadas durante o
processo de LPO (Figura 2) [26,36,37].

Dentre as vias aos quais 0 Al estd associado as DNs, ha o estresse oxidativo,
sobrecarregando a atividade das enzimas do sistema antioxidante que responsaveis
por manter o equilibrio entre a producdo e metabolizacdo dos RLs e EROs [38,39]. O
Al também promove disfuncdo mitocondrial, alterando a producdo energética e
aumentando a producéo dos RLs e das EROs [40].

1.3. Radicais livres e estresse oxidativo

Os RLs sao quaisquer espécies, atomos, ions e moléculas quimicas, que
possuam elétrons em numero impar ou desemparelhado e a principal fonte de
formac&o nos sistemas bioldgicos € o oxigénio (O2) [41]. E bem estabelecido que o O2
€ importante para as vias de metabolismo celular e producao energética [42]. Durante
0 metabolismo do Oz, ocorre a producdo de agentes altamente reativos com potencial
de causar danos significativos aos tecidos biolégicos [43,44].

As EROs possuem um papel fundamental e importante em processos
fisioldgicos e fisiopatoldgicos dos seres vivos. Das diversas vias pelas quais as EROs
e 0os RLs podem ser formados, as principais ocorrem na mitocondria (consumindo
aproximadamente 90% do O2 usado pelo corpo humano) e durante a respiracéo
celular e producédo energética, no qual o Oz é reduzido em vérias etapas até produzir
agua (Hz20). Essas reducdes formam RLs, destacando-se o anion superoxido (0O2°-) e
o radical hidroxila (°OH) e as EROs como H20: [45,46,47].

A mitocOndria produz energia através da cadeia transportadora de elétrons e,
como supracitado, é onde ocorre a maior formacao dos RLs e EROs [48,49]. H& seis
principais reagfes que ocorrem durante a producdo energética: 1) reducédo do O:
através da adicdo de 4 elétrons (e) e 4 ions de hidrogénio (H*), formando assim 2

moléculas de H20 e liberacdo de energia; 2) Adicdo de 1 e- a uma molécula de Oq,
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formando o radical O2°-; 3) Dismutagdo do O2°-, durante o processo recebe ions de
H* formando H20z2; 4) Reacgéo de Fenton, quando ocorre a reagéo entre o0 H202 com
ions ferro (Fe2*) ou cobre (Cu*), formando o radical hidroxila (OHs), para esse radical
ndo ha sistema enzimatico de defesa; 5) Reacéo de Haber-Weiss, onde o Fe?* ou Cu*
catalisam a reacédo entre H202 e O2'-, gerando o OHe; 6) A reacgdo entre o0 O2™- e 0
oxido nitrico (NO) gerando peroxinitrito (ONOO"), ambos NO e ONOO" sdo espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) (Figura 3) [50,51,52,53,54].

Como descrito anteriormente, os RLs, EROs e ERNs s&o importantes para o
funcionamento fisioldgico dos sistemas e, quando ocorre o aumento e acumulo dessas
moléculas, tem-se 0 estresse oxidativo [43]. O mesmo estd associado a diversas
fisiopatologias (DNs, cancer, diabetes, hipertensdo, obesidade, doencas crbnicas de
rins e figado, entre outras) [55,56,57,58,59].

Essas moléculas sdo formadas continuamente e, para impedir que ocorra o
acumulo e dano, temos os sistemas antioxidantes enzimaticos e o ndo-enzimaticos.
Ambos atuam direta ouindiretamente nas moléculas de RLs, EROs e ERNS,
estabilizando-as e mantendo o equilibrio entre a sua producéo e a eliminagéo [60].

ﬂ) O,+ 4e + 4H" —> 2H,0 + energia \

2) O,+e e A

3) 20,+2H* =—3> H,0,

4) Fe?*/Cu* + H,O, = QOH*+ OH" + Fe3*/Cu2*
Fe*/Cu",

5) H202+ 02 —> OH'+ OH"+ 02
\§ 0;+NO" —> ONOO Y,

Figura 3: Formacdo mitocondrial de radicais livres via cadeia transportadora de elétrons.
Exemplificacdo das reac¢des que formam radicais livres (RLs) e espécies reativas de oxigénio (EROSs)
durante a cadeia transportadora de elétrons. Adaptado de Barbosa et al., 2010.
1.4. Sistema antioxidante enzimatico e ndo-enziméatico

O sistema de defesas antioxidantes se constitui em dois: 0 enzimético e 0 néo-
enzimatico. No primeiro, temos as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), sendo estas a primeira linha de defesa contra

0s RLs e as EROs [61]. A enzima SOD, através da dismutagdo, converte dois O2°-
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com a adigéo de dois H* formando H202.0 funcionamento da SOD é essencial, uma
vez que o O2°- € mais reativo quando comparado ao H202. Ja a CAT desempenha um
papel importante na eliminacdo do H202, pela catalise de duas moléculas de H202 em
uma molécula de Oz + e duas moléculas de H20. Da mesma forma, a GPx funciona
como mecanismo de defesa, convertendo duas moléculas de glutationa reduzida
(GSH) a glutationa oxidada (GSSH), removendo o H202 e formando H20 (Figura 4)
[61,62,63].

A atuacao dessas enzimas reduz de forma indireta a formagé&o do radical OHe,
este é considerado o mais propicio em produzir danos oxidativos, devido seu maior
potencial reativo, para esse radical, ndo ha sistema enzimatico de defesa, tornando-o

um principal agente causador de dano [62,64,65].
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Figura 4: Exemplificacao do sistema enzimatico antioxidante. Na imagem mostramos 0s mecanismos
das enzimas SOD, CAT e GPx. Exemplifica-se a importancia na reducdo dos RLs e ROS. Adaptado
de Gonzaélez et al., 2003.

O sistema de defesa ndo-enzimatico inclui os compostos antioxidantes
produzidos pelo organismo (bilirrubina, horménios sexuais, melatonina, cisteina,
coenzima Q, acido urico, entre outros) e os que sédo adquiridos principalmente pela
alimentacao (produtos naturais e nutracéuticos). Dentre eles, estdo as vitaminas - 0
acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (precursor de

vitamina A); carotenoides - licopeno, luteina e zeaxantina; minerais - selénio,

24



magneésio e zinco; flavonoides - quercetina, resveratrol, naringenina, crisina, entre
outros [61,66,67,68].

1.5. Nutracéuticos

O conceito de nutracéutico € um hibrido entre “nutricao” e “farmacéutico”
estabelecido no ano de 1989 pelo fundador e presidente da fundacédo de Medicina e
Inovacao Stephen L. DeFelice [69]. A Associacdo Europeia de Nutracéuticos (AEN)
define os nutracéuticos como “produtos que, além de promover componentes
nutricionais, ainda proporcionam beneficios médicos e de saude, incluindo a
prevencao e o tratamento de doencas” [70].

Recentemente, uma alteracdo deste conceito foi proposta para “fitocomplexos
derivados de alimentos de origem vegetal ou metabdlitos secundérios derivados de
alimentos de origem animal, concentrados e administrados ou ndo em forma
farmacéutica mais adequada. S&o capazes de fornecer efeitos benéficos a saude,
incluindo prevencdo e/ou tratamento de uma doenga”. Os nutracéuticos sao
representados principalmente por fitoquimicos, vitaminas, minerais, aminoécidos e
probidticos [70,71,72].

Conceitos sobre alimentos convencionais, funcionais e suplementos
alimentares precisam ser elucidados e diferenciados, para compreender melhor cada
uma das atividades dos nutracéuticos.

Alimentos convencionais sdo fundamentais para 0s seres vivos, contém
componentes essenciais para o funcionamento dos organismos, como producdo de
energia, fornecimento de nutrientes, suporte de atividades metabdlicas, crescimento
e manutencdo do corpo, mantendo assim os sistemas saudaveis [73,74]

Ja os alimentos funcionais sdo aqueles que podem ser fortificados (adicao de
maior conteddo de nutrientes), enriquecidos (incorporacdo de novos nutrientes),
alterados (substituicdo de nutrientes existentes, por novos com funcdes benéficas) e
aprimorados (alteragcdo na composicédo de nutrientes por alteragcbes nos alimentos
crus), modificacbes essas com o fim de aumentar os efeitos benéficos dos alimentos
[73,74].

Consumido de forma complementar, o uso dos suplementos alimentares tém

como objetivo garantir a ingestdo de componentes especificos, tais como vitaminas e
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minerais, durante um determinado periodo de tempo. Como os medicamentos, 0S
suplementos alimentares assumem as formas farmacéuticas (pilulas, comprimidos e
capsulas), sendo essa uma diferenga marcante com os alimentos funcionais [73,75]

E o ultimo conceito, necessario para compreensao de nutracéuticos € o termo
medicamento: onde sdo produtos que demonstraram cientificamente, em doses
recomendadas, modificar as fun¢des fisiologicas, por conter uma 'substancia ativa' ou
uma mistura de substancias que exercem uma acao farmacoldgica, com a finalidade
de restaurar, corrigir ou modificar funcdes fisiologicas [73,75].

Como discutido anteriormente, a nutricdo tem um papel importante na
manutencdo e equilibrio de micro e macronutrientes e os produtos farmacéuticos séao
usados para tratar sintomas e/ou curar doencgas. Logo 0s nutracéuticos promovem a

nutricdo além de prevenir ou tratar doengas agudas e cronicas (figura 5) [76].

Prevencio de Doencas Tratamento de Doencas

imento Alimento
vencional Funcional

S AT A Suplemento
SAUDE Nutragéutico Alimentih DOENCA

Farmacéutico

Nutricao

- >

Figura 5: Exemplificac@o da interface entre o alimento convencional e funcional com o suplemento
alimentar e medicamentos e sua relacdo com os nutracéuticos. Adaptado de Diaz et al., 2019.

De maneira geral, vém sendo evidenciados os beneficios do uso dos
nutracéuticos para a prevencdo e/ou tratamento de doencas crbnicas como
obesidade, céanceres, artrite, diabetes, hipertensdo e DNs como a DP e a DA
[77,78,79,80,81]. Dentre as atividades biologicas realizadas pelos nutracéuticos,
estdo atividades anti-inflamatoérias, anticancerigenas, antiapoptoticas e, a principal

delas, a atividade antioxidante [81,82].
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1.6. Crisina

Dentre o0s nutracéuticos estudados atualmente, temos a crisina (5,7-
dihidroxiflavona), que é um fitoquimico da classe dos flavonoides, sendo um dos mais
importantes bioativos e facilmente encontrada nas folhas, flores e frutos da Passiflora
sp. (maracuja), algumas espécies de cogumelos, no propolis e principalmente no mel
(figura 6) [83,84,85].

HO O

OH O

Figura 6: Estrutura quimica da crisina (5,7-dihidroxiflavona). Férmula quimica: CisH1004. Peso
molecular: 254,24 g/mol. Retirado de Mani e Natesan, 2018.

Diversos estudos mostraram que em diferentes tipos de propolis e mel é
possivel encontrar grandes quantidades de crisina e que a mesma possui a
caracteristica de atravessar a BHE, sugerindo assim que o uso deste flavonoide pode
apresentar efeitos a nivel de SNC [85,86,87].

Dentre os efeitos bioldgicos da crisina, estudados até 0 momento, demonstram
atividades antimicrobianas, anticancerigenas, antiapoptoticas, anti-inflamatérias e
antioxidantes [86,88,89,90]. Estudos em modelos animais, utilizando crisina,
demonstraram que o uso deste nutraceltico, tiveram efeitos promissores para o
tratamento de doencas cardiovasculares como hipertensédo arterial e pulmonar,
arteriosclerose e diabetes, onde esses efeitos foram associados a sua atuacao nas
atividades antiapoptoticas, anti-inflamatorias e antioxidantes [91,92,93].

Estudos demonstraram que a crisina foi capaz de diminuir os niveis de LPO e
morte celular na regido CA1l do hipocampo e restaurar os efeitos da ansiedade e
depressdo em modelo experimental animal [87]. Também reverteu os efeitos

negativos promovidos pelo modelo de isquemia e reperfusdo em ratos, sendo essa
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melhora relacionada aos efeitos antiapoptoticos, anti-inflamatérios e antioxidantes
[94].

A crisina também protegeu contra a neurotoxicidade induzida por 6-
hidroxidopamina (modelo animal para a DP), através do aumento de expressdo da
transcricdo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), o mesmo é um
dos responsaveis pela expressdo genica da CAT, SOD e outros genes do sistema
antioxidante [95]. Em outro estudo utilizando o modelo de DP induzido por 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), mostrou-se que o pré-tratamento com a crisina
impediu a inibicdo das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPX induzida pelo MPTP,
bem como diminuicdo do estresse oxidativo evidenciada pelos menores niveis da LPO
[96].

Mesmo com todos os efeitos neuroprotetores evidenciados pela crisina, e todas
suas atuacfes em vias biolégicas importantes relacionadas com a progressao e
tratamento da neurotoxicidade induzida por diversos xenobidticos, ainda ndo ha
estudos mostrando os efeitos benéficos da crisina contra a neurotoxicidade induzida
pelo Al.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos protetores in vivo e ex vivo da crisina contra

neurotoxicidade induzida por AICIs em camundongos Swiss machos.

2.2. Objetivos especificos
Avaliar os efeitos da crisina sobre:
1) Comportamento:

e Atividade exploratéria e locomotora.

o Déficit cognitivo causado pela neurotoxicidade induzida pelo AlCls.

2) Parametros bioquimicos (cértex cerebral e hipocampo):

e Atividade das enzimas colinesterasicas;

e Marcadores de estresse oxidativo: lipoperoxidacao lipidica, proteinas

carboniladas, atividades das enzimas catalase e superéxido

dismutase.
3) Histomorfologia (cortex cerebral e hipocampo):

e Frequéncia de neurdnios necraticos.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Drogas e reagentes

AICls, crisina (figura 6), acido tricloroacético (TCA), acido tiobarbiturico (TBA),
H202, acetiltiocolina (ATCh), butiriltiocolina (BTCh), acido 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB), malondialdeido (MDA), bitartarato de epinefrina, 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), dodecilsulfato de sodio (SDS), eosina, hematoxilina e
albumina sérica (BSA) foram obtidos da Sigma Chemical® (St. Louis, MO, EUA). O
alcool n-butilico foi obtido através do Synth®; a glicina foi obtida através do Vetec®; o
azul de comassie foi obtido através da Amresco; o Fosfato monossodico - NaH2POa4 e
Fosfato dissodico - Na2HPO4 foram obtidos através da Cromoline®. Todos 0s outros
produtos quimicos foram obtidos em grau analitico ou de fornecedores comerciais

padrao.

3.2. Experimentos in vivo

3.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos de 9 semanas de idade,
pesando em média 40 g cada. Foram fornecidos pelo biotério central da Universidade
Federal de Goias (UFG) e mantidos em condi¢cdes controladas, com temperatura de
23 + 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas, com agua e racao ad libitum. Todos os
protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da UFG sob o numero de protocolo CEUA/UFG n° 053/2016.

3.2.2. Protocolo experimental
Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais (N
amostral entre 14 - 16):
e Grupo controle;
e Grupo com cloreto de aluminio 100 mg/kg (AICI3);
e Grupos crisina 10 mg/kg (Crisina 10);
e Grupo crisina 30 mg/kg (Crisina 30);
e Grupo crisina 100 mg/kg (Crisina 100).
O grupo controle recebeu agua destilada (Veiculo do AICl3), enquanto os

demais grupos receberam AIClz na dose de 100 mg/kg por 90 dias consecutivos
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(tratamento 1). A partir do 46° dia, os grupos controle e AICIs passaram a receber
também solucdo salina normal (Veiculo da crisina - pH 7,4 ajustado) enquanto os
outros trés grupos foram administrados as doses de 10, 30 e 100 mg/kg de crisina,
até o 90° dia (tratamento 2). Todos os tratamentos foram administrados diariamente
por gavagem em um volume de 10 uL / 10 g (figura 7).

As doses de crisina foram selecionadas com base nos trabalhos de Sarkaki et
al. [97] e He et al. [98]. A dose de aluminio e a quantidade de dias do tratamento foram

escolhidos com base em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa [99,100].

Tratamento 1 Testes Comportamentais

I

Eutanasia e

1° Tratamento com Cloreto de Aluminio 90° 91° 92° 93¢ Coleta dos
| (100 mg/kg) | Tecidos
I Agua ! Crisina I 1

1° (0,1 mL/ 10g) 46° (10, 30 or 100 mg/kg) 90°
ou
Salina 0,9%
(Controle e AlClL;)

A 4 v A J

Campo Chaminé Esquiva Analises

Tratamento 2 . ; .
Aberto Passiva Bioquimicas

Figura 7: Exemplificag&o do delineamento experimental para os tratamentos dos animais. A esquerda
esta representado o tratamento 1, onde todos os grupos recebem do 1° ao 90° dia, AlClz (100 mg/kg)
com excec¢do do grupo controle que recebe agua destilada, e o tratamento 2, onde a partir do 46° os
grupos controle e AICIs recebem solucdo salina normal e o restante dos grupos receberam as
respectivas doses de crisina 10, 30 e 100 mg/kg. A direita estdo organizados os testes comportamentais
e coleta de material para testes bioquimicos.

Ao final dos testes comportamentais, as quantidades de animais por grupo
foram subdivididas para os ensaios bioguimicos (n = 8) e as andlises histopatolégica

e morfométrica (n = 5).

3.3. Testes comportamentais

3.3.1. Teste de campo aberto (CA)
Para o teste de CA, os animais foram individualmente colocados ao centro do
aparato do campo, que possui diametro de 37 cm no total. O centro € dividido em oito

guadrantes de area igual formando trés circulos concéntricos. A atividade exploratoria
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e locomotora dos animais foram observadas e gravadas por 5 minutos, a partir da
quantificacdo do total de vezes em que 0s animais atravessaram 0s quadrantes com
as 4 patas [101] (figura 8).

3.3.2. Teste de chaminé (CM)

Para a avaliacdo do teste de CM, os animais foram colocados dentro de um
tubo cilindrico transparente (3 cm de diametro e 30 cm de comprimento) disposto
horizontalmente em relacéo a bancada e, ao chegarem a extremidade oposta, ergueu-
se o tubo, reposicionando-o verticalmente e formando uma chaminé, com o animal na
base da mesma. O teste avaliou 0 tempo que 0s animais levaram para subir em
marcha ré, até atingir uma linha previamente demarcada, dentro do tempo maximo de
30 s. Com isso, é possivel quantificar sua capacidade locomotora, além de

complementar os resultados do teste de campo aberto [102] (figura 8).

3.3.3. Teste de esquiva passiva (EP)

Para a avaliacdo de memoaria de longo prazo foi utilizado o comportamento de
esquiva passiva, baseado no reforco negativo. O aparato consiste em uma caixa (30
x 20 x 20 cm) composta por trés paredes de aco inoxidavel e uma de acrilico. Dentro
dele ha duas éareas, a base ou plataforma de seguranca (8,0 x 1,5 x 20 cm) na
extremidade direita (suspensa), e a outra area de grade (22 x 20 cm), consistindo em
uma série de barras de aco inoxidavel, separadas de 1 em 1 cm, e conectadas a um
gerador elétrico.

Primeiramente os animais passaram pelo treinamento, onde cada camundongo
foi colocado na plataforma de seguranca, e registrado a quantidade de tempo em que
eles permaneceram na plataforma, até o momento em que eles desciam colocando
as quatro patas na grade, quando um choque de 0,5 mA foi aplicado pelo
experimentador, em aproximadamente 5 s, os animais foram removidos do aparato.
Apos 24 h do treinamento, os animais foram novamente colocados na plataforma de
seguranca e o tempo de laténcia ao descer para a area de grade foi registrado. Nesta
etapa, os animais ndo foram submetidos ao choque enquanto permaneciam na area

da grade. Para a sesséo teste, os animais foram avaliados pelo tempo maximo de 5
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min, ao término eram retirados e para seu tempo de laténcia foram considerados os 5
min [103] (figura 8).

3.4. Experimentos ex vivo

3.4.1. Coleta e preparacéao do tecido

No dia seguinte ao termino dos testes comportamentais, 0s animais foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
administrada intraperitonealmente. Os animais foram eutanasiados, os cérebros
coletados e dissecados, reservando-se o cortex cerebral e o hipocampo. Logo apos,
o material biol6gico coletado foi colocado em nitrogénio liquido para preservar sua
integridade até o processamento de todas as amostras.

Posteriormente, os tecidos foram imersos em tampao fosfato de potassio (pH
7,4, ajustado), na proporcao de 1:6 (p/v) e homogeneizados em equipamento para
este fim (Homo mix®). As amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 15 min em
temperatura de 4°C; tanto o sobrenadante (S1) quanto o homogeneizado total (HT)
foram coletados e armazenados em freezer a -80°C, até a realizacdo das dosagens

bioquimicas.

3.5. Testes bioquimicos

3.5.1. Atividades das colinesterases (ChEs)

A quantificacdo das atividades da acetilcolinesterase e da butirilcolinesterase
foi realizada através do método de Ellman et al. 1969 [104]. Essa metodologia
constitui-se na avaliacdo colorimétrica da taxa de producdo do &nion 5-tio-2-
nitrobenzdico que possui cor amarela, que € produzido proporcionalmente as
concentracfes de acetiltiocolina (ATCh) ou da butiriltilicolina (BTCh) que sé@o analogas
a ACh e BCh [105,106].

A enzimas AChE e BChE hidrolizam as moléculas de ATCh e BTCh em acetato
e tiocolina. A tiocolina, por sua vez, reage com o 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoato (DTNB)
resultando na produc¢ao do 5-tio-2-nitrobenzoato, detectado espectrofotometricamente
a 412 nm.
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Para a realizacdo do teste, as amostras de S1 do cértex e hipocampo foram
diluidas em tampéo fosfato (pH 7,4) na proporcéo de 1:50. Logo, foram incubados
com 1,8 uL de DTNB (0,3 mM) e 1,5 puL de ATCh (10 mM) ou BTCh (10 mM) em um
volume final de 200 pL da amostra diluida. As leituras das absorbancias das amostras
foram realizadas durante um periodo de 10 min, com leituras em intervalos de 1 min.
Os dados foram expressos em pmol de ATCh/min/mg de proteina e pmol de

BTCh/min/mg de proteinas.

3.5.2. Niveis de peroxidacéo lipidica (LPO)

Para avaliar os niveis de peroxidacdo lipidica no cértex e hipocampo, foi
utilizada a metodologia de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) como
descrito por Ohkawa et al. (1979) e Tsikas (2016) [107,108], com algumas adaptacoes.
Os niveis de peroxidagao lipidica aumentam proporcionalmente com o dos RL e
EROs, levando a formacéo de MDA, que € quantificado nesta metodologia [109,110].
Para a reacao foram adicionadas as frag6es S1 das amostras, o acido tiobarbittrico
(TBA) a 0,8% (p/v), o &cido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v) e o dodecil sulfato de
sédio (SDS) a 8% (p/v). A mistura foi aquecida a 95 °C por 60 minutos. Em meio acido
e aquecido, o MDA presente na amostra se liga ao TBA formando um cromogénio de
cor rosa. ApOs o0 aquecimento, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 5
min. O sobrenadante foi pipetado na placa e lido em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 532 nm. O resultado obtido foi expresso em equivalente de

MDA em nmol/mg de proteina.

3.5.3. Niveis de proteinas carboniladas (PC)

As proteinas carboniladas sé@o proteinas com estruturas modificadas devido a
adicdo de um grupo carbonil principalmente pela via da oxidacdo de residuos de
aminoéacidos, evocada pelo aumento dos RLs e EROs [111]. Os niveis de proteinas
carboniladas foram medidos seguindo os métodos descrito por Levine et al. (1990) e
Colombo et al. (2015) [112,113], com modificacdes.

As fragdes HT foram incubadas com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) preparado
com uma solucédo de HCl a 2 M. A mistura foi mantida no escuro por 1 h, sendo agitada

em vortex a cada 15 min. Apos a incubacao inicial, foi adicionado o tampéao de
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desnaturacao (SDS, 10%) e homogeneizado por 10 s e, subsequente a adicdo de
etanol e hexano (1:1 v/ v), cada amostra foi agitada em vortice por 40 s e centrifugada
a 4000 RPM por 10 min. O sobrenadante foi descartado, o sedimento lavado com
etanol e acetato de etila (1:1 v/v) e ressuspenso em tampéo de desnaturagdo. A
amostra foi agitada em vortice por 5 min e pipetada em placa para a leitura em
espectrofotometro, na absorbancia de 370 nm. Os resultados foram expressos em

nmol de proteinas carboniladas / mg de proteina.

3.5.4. Atividades da enzima superoxido dismutase (SOD)

A SOD atua convertendo o radical O2" em H20:2 reduzindo os danos
promovidos por ele [114]. Para avaliar a atividade enzimética da SOD, foi utilizada a
metodologia descrita por Miao et al., (2009) e Misra e Fridovich (1979) [114,115], com
modificacdes. A técnica € baseada na formacdo do adenocromo, proveniente da
inibicdo da reacdo do O2~ com a adrenalina. A SOD presente na amostra, compete
pelo 02~ com o sistema de deteccdo. Para a reacdo, utilizou-se as fracdes de S1 do
cortex e do hipocampo, ao qual foi adicionado o tamp&o de glicina (50 mM, pH 10,0).
Posteriormente, foi adicionado a solucéo de bitartarato de adrenalina (60 mM, pH 2,0)
dando-se inicio a reacdo de cinética enzimatica por 10 min, realizando-se leituras em
espectrofotdbmetro com intervalos de 1 min, no comprimento de onda de 480 nm. O

resultado foi expresso em unidades (U) de SOD / mg de proteinas.

3.5.5. Atividade da enzima catalase (CAT)

A CAT atua convertendo o H202em H20 e O2 [116]. Para determinacdo da sua
atividade foi utilizada a metodologia descrita por Aebi (1978) [117], com modificagdes.
Foram adicionados na placa de leitura o tampéo fosfato (50 mM, pH 7,0) e a fragcao
S1 das amostras de cértex ou hipocampo. Por fim, foi adicionado a reacéo o H202 (86
mM). A decomposicdo do H202 é diretamente proporcional a atividade da CAT
presente nas amostras, a qual € mensurada em espectrofotbmetro por 5 min com
leituras em intervalo de 15 em 15 s, no comprimento de onda de 240 nm. Os

resultados foram expressos em U de CAT / mg de proteina.

3.5.6. Determinacéo da quantidade de proteinas
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O conteudo total de proteinas presentes nas fragcbes S1 e HT foram
Bradford (1976) [118],
modificagdes. Foi utilizada uma curva padrdo de albumina bovina sérica (BSA, do

guantificadas através do método descrito por com

inglés bovine serum albumin) para determinar a quantidade de proteinas presente nas

amostras.
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Figura 8: Exemplificacido do protocolo experimental para os experimentos comportamentais. O
teste de chaminé realizado no 90° dia, o teste de campo aberto no 91° dia e o teste de esquiva
passiva no 92° e 93°. Juntamente com a sequencia das analises bioquimicas, histopatolégicas e
morfométricas, realizadas ex vivo.

3.6. Andlises histopatolégicas e morfométricas

Cértex cerebral e hipocampo foram fixados por imersdo em paraformaldeido
4% (tamponado em fosfato 0,1 M pH 7,2) por 24h. Os tecidos foram desidratados em
uma série crescente de concentracdes de etanol, clarificados em xilol, embebidos em
paraplast (Histosec®, Merck, Darmstadt, Alemanha) e seccionados a 5 ym em um
microtomo (Leica® RM2155, Nussloch, Alemanha). As seccdes foram coradas por
tionina acética e analisadas no microscépio Zeiss Axioscope Al (Zeiss®, Alemanha).
Andlises morfométricas foram realizadas para quantificar a neurodegeneragdo em
termos de porcentagem (%) de neurdnios eosinofilicos (células semelhantes a
necrose) no cortex cerebral e hipocampo (area CA1l). Para isto, 30 fotomicrografias
foram obtidas (6 campos/animal, n=5 animais/grupo). A porcentagem de neurdénios

necréticos foi obtida em relagdo ao numero total de neurénios por fotomicrografia.
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Todas as analises foram realizadas manualmente por duplo cego, usando o programa

Image Pro-Plus v. 6.1 (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, USA).

3.7. Andlise estatistica e apresentacdo dos dados

Os dados foram expressos como médias + erro padrao das médias (EPM). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguidos
pelos pos-testes de Newman-Keuls ou Dunnett, para comparacao entre 3 grupos ou
mais. As diferencas foram consideradas significativas quando p <= 0,05. A andlise
estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad Software,

San Diego, CA, verséao 8.0).
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4. Resultados
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4.1. Resultados dos testes in vivo

4.1.1. Testes comportamentais

4.1.2. Testes de Campo aberto (CA) e Chaminé (CM)

O desempenho dos camundongos nos testes de CA e CM estao apresentados
na Tabela 1. Para ambos os testes, ndo foram observadas diferencas nas atividades
locomotoras espontanea (p > 0,05) ou exploratéria (p > 0,05), indicando que nenhum

dos tratamentos promoveram alteracdes nas atividades locomotoras dos animais.

Tabela 1: Atividades exploratéria e locomotora

Campo aberto (num) Chaminé (s)
Grupos Cruzamentos Escalada
Controle 102.0 £5.30 13.92 +2.08
AICl3 110.8 £ 11.51 15.70 £ 3.05
Crisina 10 109.6 £ 19.21 16.16 + 1.69
Crisina 30 115.4 £ 23.35 16.44 + 2.08
Crisina 100 107.8 £ 12.97 15.14 + 2.25

Tabela 1: Atividades exploratdria e locomotora dos camundongos submetidos aos testes de CA e CM.
Dados estdo expressos em média + E.P.M. para o N amostral entre 14 -16 animais por grupo. N&o
foram encontradas diferencas entre os grupos (p > 0,05) para ambos os testes.

4.1.3. Teste de Esquiva Passiva (EP)

O resultado do desempenho dos animais no teste de EP é apresentado na
Figura 9. Para a fase de treino ndo houveram diferencas entre os grupos (p = 0,7843).
Vinte e quatro horas ap0s a sesséao treino, o0s resultados mostraram que 0s animais
do grupo AIClz apresentaram um menor tempo de laténcia.

A analise estatistica mostrou diferenca significativa entre os grupos (p = 0,001)
na sessao teste. As comparacdes pos-teste revelaram que o grupo AICls apresentou
menor tempo de laténcia de transferéncia (~87%), quando comparado ao grupo
controle. O tratamento com crisina em todas as doses testadas (10, 30 e 100 mg / kg)

reduziu esse comprometimento (p = 0,031, p = 0,037 e p = 0,032, respectivamente).
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Todas as doses de crisina testadas ndo apresentaram diferencas quando comparadas

entre si (p > 0,05).
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Figura 9: Efeitos dos tratamentos sobre o prejuizo de meméria induzido pelo AICIs, no teste de esquiva
passiva. Dados sao apresentados como a média + E.P.M. para o N amostral de 14 a 16 animais por
grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. 2 p < 0.05
guando comparado ao grupo controle; ® p = 0.0310 quando comparado ao grupo AlICls. ¢ p = 0.0370
guando comparado ao grupo AICls. ¢ p = 0.0320 quando comparado ao grupo AlCls.

4.2. Resultados ex vivo

4.2.1. Testes bioquimicos

4.2.2. Atividades das colinesterases (ChEs)

A atividade da AChE no cortex cerebral e no hipocampo sédo apresentadas na
Figura 10. As anadlises estatisticas para a atividade da AChE no cértex cerebral ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos. Diferentemente, no hipocampo
houveram diferencas entre os grupos (p = 0,001). As comparacdes do poés-teste
revelaram que o AIClz aumentou (~ 38%) a atividade da AChE no hipocampo, quando
comparado ao grupo controle (p < 0,05). Os tratamentos com crisina em todas as

doses estudadas reduziu este aumento quando comparado ao grupo AICls (p <0,05),
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e ndo apresentaram diferencas com o grupo controle (p > 0,05). Nao houveram

diferencas estatisticas quando comparado entre as doses de crisina.
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Figura 10: Efeito dos tratamentos no cértex cerebral e no hipocampo sobre a atividade da AChE em
camundongos tratados com AICIs. Os dados estdo representados como a média + E.P.M. para o n
amostral de 8 animais por grupo. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida do
teste de Tukey. ¢ p = 0,0013 quando comparado ao grupo controle; " p = 0,0118, 9 p =0,0187 e" p =
0,0215 quando comparado ao grupo AICls para a atividade da AChE no hipocampo.

A atividade da BChE no cortex cerebral e no hipocampo sé@o apresentadas na
Figura 11. A analise estatistica no cortex cerebral ndo mostrou diferenca significativa
entre 0s grupos, entretanto, no hipocampo mostrou diferenca significativa entre os
grupos (p = 0,001). As comparacgfes do pds-teste revelaram que o AICls aumentou (~
31%) a atividade da BChE no hipocampo quando comparado ao grupo controle (p <
0,05). O tratamento com crisina em todas as doses testadas evitou este aumento
quando comparado ao grupo AICls (p < 0,05), e ndo apresentaram diferencas com o
grupo controle (p > 0,05). Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre as doses

testadas.

43



Cortex cerebral === Hipocampo

20

B e
o o 151
h
o o
5 E f 7
% E I "
s 101 g I 1
o0
e
S
m o 5
£
=
O.
T T T T T
AICI; - + + + +
Crisina 10 — — + — -
Crisina 30 - — - + -
Crisina 100 - - - — +

Figura 11: Efeito dos tratamentos no cortex cerebral e no hipocampo sobre a atividade da BChE em
camundongos tratados com AICIlz. Os dados estdo representados como a média + E.P.M. para o n
amostral de 8 animais por grupo. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguida do
teste de Tukey; € p <0,0002, quando comparado ao grupo controle. fp = 0,0111,9p =0,0115e M p =
0,0194 quando comparado ao grupo AICls para a atividade da BChE no hipocampo.

4.2.3. Niveis de Lipoperoxidacao lipidica (LPO)

Os niveis de LPO do cortex cerebral e hipocampo séo apresentados na Figura
12. A andlise estatistica dos niveis de LPO no cértex cerebral mostrou diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,002). As comparacdes do pos-teste revelaram que
0 AICIs aumentou (~ 97%) os niveis de LPO no cortex cerebral quando comparado ao
grupo controle (p < 0,05). O tratamento com crisina em todas as doses testadas evitou
este aumento quando comparado ao grupo AICI3 (p < 0,05), e ndo apresentaram
diferencas com o grupo controle (p > 0,05).

Para os niveis de LPO no hipocampo, a estatistica mostrou diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,0001). As comparacdes do poés-teste revelaram
gue o AICI3 aumentou (~ 48%) os niveis de LPO no hipocampo quando comparado ao
grupo controle (p < 0,05). O tratamento com crisina em todas as doses testadas evitou
este aumento quando comparado ao grupo AICI3 (p < 0,05), e ndo apresentaram
diferencas com o grupo controle (p > 0,05). Nao houveram diferencas estatisticas

guando comparado entre as doses de crisina.
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Figura 12: Efeito dos tratamentos no coértex cerebral e hipocampo sobre os niveis de LPO em
camundongos tratados com AICls. Os dados séo representados como média + E.P.M. para N amostral
de 8 animais por grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo
pés-teste de Tukey. 2 p <= 0,0001 quando comparado ao grupo controle, ® p <=0,001,¢p=0,032e9p
= 0,010 quando comparado ao grupo AlClz, para os niveis de MDA no cértex cerebral; ¢ p = 0,0005
guando comparado ao grupo controle; f p = 0,0002, 9 p = 0,0001 e " p = 0,0001 quando comparado ao
grupo AlICls, para os niveis de MDA no hipocampo.

4.2.4. Niveis de proteinas carboniladas (PC)

Os niveis de PC do cortex cerebral e hipocampo sdo apresentados na Figura
13. A andlise estatistica dos niveis de PC no cortex cerebral mostrou diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,0167). As comparacdes do pds-teste revelaram
que o AICIz aumentou (~ 31%) os niveis de PC no cértex cerebral quando comparado
ao grupo controle (p < 0,05). O tratamento com crisina ndo conseguiu prevenir este
aumento no cértex cerebral.

A andlise estatistica dos niveis de PC do hipocampo mostrou diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,004). As comparac¢fes pos-teste revelaram que o
AICls aumentou (~ 36%) os niveis de PC do hipocampo quando comparado ao grupo
controle (p < 0,05). O tratamento com crisina, em todas as doses testadas, evitou este
aumento no hipocampo quando comparado ao grupo AICIs (p < 0,05), e néo
apresentaram diferencas com o grupo controle (p > 0,05). Além disso, ndo houveram

diferencas estatisticas entre os tratamentos com crisina (p > 0,05).
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Figura 13: Efeito dos tratamento no cOrtex cerebral e hipocampo sobre os niveis de PC em
camundongos tratados com AIClz. Os dados séo representados como meédia + E.P.M. para N amostral
de 8 animais por grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo
pos-teste de Tukey. 2p = 0,0001 quando comparado ao grupo controle para os niveis de CP no cértex
cerebral; ¢ p = 0,0153 quando comparado ao grupo controle; f p = 0,001, 9 p = 0,027 e " p = 0,021
guando comparado ao grupo AlCls, para os niveis de PC do hipocampo.

4.2.5. Atividades da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD no cértex cerebral e no hipocampo sédo apresentadas na
Figura 14. A analise estatistica das atividades da SOD no cértex cerebral mostrou
diferenca significativa entre os grupos (p = 0,0001). As comparacdes poés-teste
revelaram que o AICI3 aumentou (~ 70%) a atividade da SOD no cortex cerebral
guando comparado ao grupo de controle (p < 0,05). Os tratamentos com crisina em
todas as doses estudadas reduziram esse aumento quando comparado ao grupo AICls
(p < 0,05), e ndo apresentaram diferencas entre o grupo controle (p > 0,05). Além
disso, ndo houveram diferencas estatisticas entre as doses (p > 0,05).

A analise estatistica da atividade da SOD no hipocampo mostrou diferenca
significativa entre os grupos (p = 0,0001). As comparacdes do pos-teste revelaram
gue o AlCls inibiu (~ 28%) da atividade da SOD no hipocampo quando comparado ao
grupo controle (p < 0,05). Os tratamentos com a crisina em todas as doses estudadas

atenuaram esta inibicio quando comparado ao grupo AICIs (p < 0,05), e nédo
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apresentaram diferencas com o grupo controle (p > 0,05). Aléem disso, ndo foram

encontradas diferencas entre as doses crisina utilizadas (p > 0,05).
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Figura 14: Efeito dos tratamentos no cOrtex cerebral e hipocampo sobre a atividade da SOD em
camundongos tratados com AIClz. Os dados séo representados como média + E.P.M. para o N amostral
de 8 animais por grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo
pés-teste de Tukey. 2 p = 0,0001, quando comparado ao grupo controle; ® p = 0,0014, ¢p = 0,0385 e ¢
p = 0,0395, quando comparado ao grupo AICls, para as atividades da SOD no cortex cerebral; ¢ p =
0,0015 quando comparado ao grupo controle; f p = 0,0084, 9 p = 0,0001 e " p = 0,0001 guando
comparado ao grupo AlCls, para as atividades da SOD no hipocampo.

4.2.6. Atividades da enzima catalase (CAT)

A atividade da CAT no cértex cerebral e hipocampo séo apresentadas na Figura
15. A andlise estatistica da atividade da CAT no cortex cerebral ndo mostrou nenhuma
diferenca entre os grupos (p > 0,05). A analise estatistica da atividade da CAT no
hipocampo mostrou diferenca significativa entre os grupos (p = 0,0001). As
comparacdes do pés-teste revelaram que o AlICIs inibiu (~ 30%) a atividade da CAT
no hipocampo quando comparada ao grupo controle. O tratamento com crisina em
todas as doses testadas diminuiu esta inibicdo quando comparado ao grupo AIClIs (p
< 0,05), e ndo apresentaram diferencas entre o grupo controle (p > 0,05). Além disso,

ndo houveram diferencas estatisticas entre as doses de crisina estudadas (p > 0,05).
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Figura 15: Efeito dos tratamentos no cértex cerebral e hipocampo sobre a atividade da CAT em
camundongos tratados com AICls. Os dados séo representados como média + E.P.M. para o N amostral
de 8 animais por grupo. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo
pés-teste de Tukey. € p = 0,0012 quando comparado ao grupo controle; fp = 0,0064, 9 p=0,0001 e " p
= 0,0002 quando comparado ao grupo AICls, para as atividades da CAT no hipocampo.

4.3. Analises histopatolégicas e morfométricas

A andlise histopatolégica mostrou que a exposicdo ao AICIs induziu danos
tecidos do cortex cerebral e do hipocampo, causando um aumento na incidéncia de
necrose neuronal. Morfologicamente, todos os tratamentos com crisina diminuiram a
ocorréncia de neurbnios com o fenotipo de necrose eosinofilica (Figura 17). As
porcentagens (%) da frequéncia das células necréticas no coértex cerebral e no
hipocampo sdo apresentadas na Figura 16. A analise estatistica da frequéncia de
células necroticas no cortex cerebral mostrou diferenca significativa entre os grupos
(p = 0,001). As comparacfes do pos-teste revelaram que o AICI3 aumentou (~ 230%)
a frequéncia de células necroéticas do cértex cerebral quando comparado ao grupo
controle. O tratamento com crisina em todas as doses testadas evitou este aumento.
A analise estatistica da frequéncia de células necréticas no hipocampo CA1 mostrou
diferenca significativa entre os grupos (p = 0,002). As comparagfes do poOs-teste

revelaram que o AICIs aumentou (~ 120%) a frequéncia de células necréticas no
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hipocampo quando comparado ao grupo controle. Todos os tratamentos com crisina

evitaram este aumento.

Cortex cerebral

204

151

10

1
Frequéncia (%)

Células necrot

—o

== Hipocampo

e c
51 Ifflgfh
I
LR

AICl, -
Crisina 10 -
Crisina 30 -
Crisina 100 -

+

T
+
+

+

+

+

+

Figura 16: Frequéncia de neurdnios necroticos no coOrtex cerebral e hipocampo. Os dados s&o
representados como média + E.P.M. para o N amostral de 5 animais por grupo. A andlise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey. 2 p = 0,0001 quando
comparado ao grupo controle; ® p = 0,0001, ¢ p = 0,0001 e ¢ p = 0,0001 quando comparado ao grupo
AIClIs, para frequéncia de células necréticas no cortex cerebral. ¢ p = 0,0041 quando comparado ao
grupo controle; f p = 0,0334, 9 p = 0,0387 e " p = 0,0003 quando comparado ao grupo AlCi, para

frequéncia de células necréticas no hipocampo.

49



Hipocampo
(area CA1)

Cortex cerebral

Controle

AlCI,

10

30 Crisina

ISINa

isina 100 Cr

Cr

Figura 17: Cortes histologicos do cortex cerebral na regido CA1 e do hipocampo. Método de coloragdo
com tionina acética. As setas indicam neurénios em degeneracdo com aparéncia de necrose. Esses
neurbnios se coram intensamente em roxo escuro e mostram degeneracdo nuclear e citoplasma
atréfico. Todos os tratamentos com crisina promoveram uma redu¢do nos neurdnios degenerativos
tanto no cortex cerebral quanto no hipocampo.
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5. Discussao
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No presente estudo, foram demonstrados os efeitos protetores da crisina contra
a neurotoxicidade induzida pelo AlCls em camundongos Swiss. Os resultados indicam
que a administracdo oral diaria de crisina durante quarenta e cinco dias consecutivos
reduziu o comprometimento da memoria provocados pelo AICIs. Além disso, a
suplementacao de crisina também normalizou as atividades da AChE e da BChE no
hipocampo, reduziu os niveis de carbonilacdo de proteinas no hipocampo e em ambos
tecidos a crisina foi capaz de proteger contra a lipoperoxidagéo lipidica e a morte
celular.

E bem conhecido que em doencas neurodegenerativas, como a DA, podem
estar presentes danos nas regifes sensoriais e motoras do SNC [119]. Este tipo de
deficiéncia pode induzir resultados falsos quando testes comportamentais de memoria
séo realizados. Para excluir esse fator dos resultados obtidos no estudo, avaliou-se
também a atividade locomotora dos animais. O desempenho obtido nos testes de CA
e CM mostraram que o tratamento com AICls ndo afetou a atividade motora dos
animais. Assim, descarta-se a hipétese de interferéncia do comprometimento motor
na avaliagdo comportamental da memoria. Além disso, nenhum efeito do tratamento
com AICls foi observado na fase de aquisicdo no teste de EP. No entanto, o AICl3
afetou a memaria ndo espacial de longo prazo, conforme observado pela diminui¢éo
do tempo de laténcia na plataforma durante a fase de retencéo, efeito esse que o
tratamento com crisina preveniu nas trés doses testadas, mostrando assim seu efeito
protetor sobre 0 comprometimento cognitivo da memoria induzido pelo AICls.

A reducdo de atividade da ACh cerebral € marcada comumente pela diminui¢éo
da atividade da ChAT [120], pelo aumento da atividade da AChE [121,122] e pela
perda de neurénios colinérgicos em partes do cérebro, sendo uma das causas mais
comuns da deméncia na DA [123]. Aqui, o AICIz aumentou a atividade da AChE no
hipocampo, o que poderia levar ao aumento da hidrolise da ACh e interferir na
consolidacdo da memodria, conforme observado no teste de EP. Em um estudo anterior
do grupo a que este estudo esta vinculado, demonstrou-se que o AICIs induz o
aumento na atividade da AChE no cérebro de camundongos ap6s noventa dias de
tratamento [99]. No entanto, neste estudo, nenhuma alteragdo foi observada na
atividade da AChE no cortex cerebral, sendo assim, € plausivel sugerir que o aumento

da atividade da AChE no cérebro esta diretamente ligado a estrutura do hipocampo.
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Outra enzima responsavel pela hidrolise da ACh em um cérebro saudavel é a
BChE. Da mesma forma, a atividade da BChE no hipocampo aumentou nos animais
tratados apenas com AICls. E bem conhecido que a atividade aumentada da BChE
cerebral € uma caracteristica notavel da DA e esta associada ao desenvolvimento de
placas neuriticas corticais no hipocampo na DA [124]. Semelhante aos resultados
obtidos com a AChE, foi observado o aumento da atividade da BChE induzido pelo
AICl3 somente no hipocampo, sendo que esta atividade também foi restabelecida pelo
tratamento com a crisina nas trés doses utilizadas.

O uso de flavonoides como inibidores das colinesterases (ChEs) como uma
terapia alternativa para o tratamento de certos distarbios, como miastenia gravis,
deméncia por corpos de Lewy e DA tem sido descrito [125]. Além disso, Balkis et al.
(2015) [126] mostraram que a crisina inibiu a atividade da AChE in vitro em enguias
elétricas, enquanto Taslimi et al. (2017) [127] também em testes in vitro mostrou que
a crisina inibiu a atividade de isoformas humanas da AChE e da BChE. No presente
estudo, o tratamento com crisina por quarenta e cinco dias consecutivos restaurou as
atividades das ChEs do hipocampo aos niveis normais, estando associado com a
melhor performace realizada pelos animais, como foi observado durante a fase de
retencado no teste de EP. Este efeito, pode estar associado a preservacao da memoria
pela crisina observada no teste de EP.

Esta bem estabelecido que o Al induz estresse oxidativo, promove a formacao
de EROs e eleva a LPO em diferentes tecidos, o que pode levar a danos na membrana
[128]. Os resultados aqui obtidos, mostraram que a exposi¢do ao AlCI3 induziu LPO
e, assim sendo, evidenciando que o tecido cerebral sofreu danos oxidativos, tanto no
cortex cerebral como no hipocampo. Satisfatoriamente, o tratamento com crisina
evitou esse aumento, mostrando que este composto apresenta propriedades
antioxidantes que sao capazes de inibir a LPO cerebral induzida pelo AICls.

Na literatura, tem-se descrito que varios flavonoides, incluindo a crisina,
promovem a acéo antioxidante na proximidade das liga¢des duplas dos fosfolipideos
da membrana celular [129,130] sendo, portanto, ja esperado que a crisina inibisse a
lipoperoxidacao devido as suas propriedades antioxidantes previamente relatadas.

Junto com a elevagao da LPO, a formacdo de ROS promove a oxidagao de

proteinas, levando a formacao de uma variedade de espécies de carbonilas. Aqui, 0s
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animais expostos ao AICls3 apresentaram niveis elevados de PC em ambas as
estruturas cerebrais quando comparado ao controle, indicando que a toxicidade do Al
leva a oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados e modificacdes de proteinas. O
tratamento com crisina evitou essas modificagcdes proteicas, uma vez que a
carbonilacdo de proteinas € uma das modificacbes oxidativas irreversiveis mais
prejudiciais e por um processo nao enzimatico [131]. Podemos atribuir esse efeito as
propriedades antioxidantes da crisina regulando o estresse oxidativo no SNC. Desta
forma e conhecendo os papéis fisiopatoldgicos das proteinas carboniladas, é possivel
sugerir que compostos que protegem contra a carbonilacéo de proteinas podem ter
significado clinico.

A SOD e a CAT desempenham um papel importante no sistema de defesa
antioxidante, combatendo a producgdo de ROS e o estresse oxidativo [132].

Neste estudo, foi observado que o AICI3 administrado por 90 dias promoveu
uma inibicdo das atividades de CAT e SOD no hipocampo e aumentou a atividade de
SOD no cértex de camundongos adultos. Os efeitos ambiguos promovidos pelo AICI3
nas atividades das enzimas em diferentes regibes do cérebro sdo descritos na
literatura, onde diferentes atividades s&o associadas ao tipo de protocolo
experimental, através de diferentes condi¢cdes, como a dose de Al, tempo de
tratamento, espécie e idade dos animais [133,134,135,136,137,138]. Diante dessa
observacéo, atribui-se que esse aumento da SOD é uma resposta adaptativa do
cortex frontal envolvendo o aumento do estresse oxidativo, conforme relatado na
literatura [139] e que esta mesma adaptacdo ndao ocorre no hipocampo. Apesar da
razao pela qual o Al afetou diferencialmente as atividades enzimaticas entre o cortex
e o0 hipocampo ndo ser ainda bem esclarecida, € notério que a crisina foi capaz de
restabelecer as atividades tanto da SOD como da catalase nas regides modificadas
pelo AICIs, corroborando com as evidéncias de que a crisina € um agente com
potencial efeito neuroprotetor.

Al € um agente neurotéxico que leva a doencas neurodegenerativas, devido a
aumento da producédo de EROs e dos niveis de LPO [140]. O aumento de EROs e,
consequentemente, do estresse celular agudo, pode resultar em morte celular por
necrose [141]. O tratamento com AIClz induziu necrose no coértex cerebral e no

hipocampo, confirmados através dos testes histologicos onde observou-se que 0s
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camundongos tratados com AICls mostraram alteragbes focais degenerativas e
desorganizacao do tecido em comparacdo com o0s animais do grupo controle. Esses
eventos morfologicos de agressao celular foram evitados pelo tratamento com crisina,
confirmando as propriedades neuroprotetoras do composto.

Neurbnios em éareas especificas do cérebro, incluindo cortex cerebral e
hipocampo, sédo conhecidos por desempenhar um papel importante nos processos de
aprendizagem e memoria [141,142]. Os resultados histolégicos mostraram que o AlCl3
induziu alteracdes focais e degenerativas juntamente com o aumento do niumero de
células necroticas, ocasionando a deficiéncia de memdéria e aprendizagem observada
nos camundongos. Essa evidéncia corrobora que a metodologia utilizada neste estudo
foi bem conduzida, em conformidade com a literatura e, portanto, assegurando a
confiabilidade dos dados obtidos [143].

Em particular, todas as doses (10, 30 e 100 mg/kg) utilizadas de crisina,
promoveram efeitos antioxidantes e neuroprotetores em ambas as regiées do cérebro.
No entanto, a dose de 10 mg/kg de crisina, exibiu 0 mesmo potencial antioxidante e
neuroprotetor a nivel de SNC, uma vez que nao foram encontradas diferencas entre
as doses de crisina utilizadas. Essa evidéncia sugere que 0s processos de
cruzamento da BHE podem se tornar saturados, limitando o aumento dos niveis de
crisina no cérebro. Apds a administracdo oral em camundongos, a crisina é altamente
biotransformada pelo figado, formando os metabdlitos conjugados crisina-7-sulfato e
crisina-7-glicuronideo [144]. Apesar de esses conjugados aparecerem em
concentracfes mais altas na circulacdo do que a crisina, eles provavelmente néo
contribuem para os efeitos a nivel de SNC, pois ambos ndo cruzam a BHE conforme
previsto em estudos in silico [145,146]. Essas evidéncias, portanto, apéiam que a
crisina possui uma predominante a¢do no cérebro. E provavel que o aumento da dose
de crisina também aumente seus metabdlitos que limitam a disponibilidade de crisina
na circulacdo que pode atravessar a BHE, explicando os mesmos efeitos
neuroprotetores registrados entre 10 e 100 mg/kg.

Sendo assim, o presente estudo mostrou que o AICls leva ao comprometimento
cognitivo de camundongos apo6s 90 dias de tratamento, devido ao aumento da
atividade das ChEs no hipocampo, local em que desempenham um importante papel

na aprendizagem e na memoaria de longo prazo. Esse prejuizo cognitivo também pode
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ser atribuido ao desequilibrio oxidativo observado em ambos cortéx cerebral e
hipocampo. Por fim, de forma bem evidenciada, o tratamento com a crisina protegeu
contra essas disfun¢des neurotdxicas, normalizando as atividades das colinesterases
e dos marcadores de estresse oxidativo (LPO, PC, CAT e SOD) e, assim sendo,

diminuindo a morte celular e o comprometimento cognitivo dos camundongos.
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6. Conclusao
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Neste estudo foi demonstrado que tratamento com crisina atenuou o
comprometimento cognitivo induzido pela exposicéo cronica ao AlCls, restaurando o
sistema colinérgico cerebral e o desequilibrio oxidativo. Esses achados reforcam os
beneficios a saude da crisina, indicando-a como uma possivel nova estratégia para
atuar contra as doencas neuroldgicas e neurodegenerativas, e apoiando também ao
seu potencial uso como suplemento alimentar para a manutencdo de um cérebro

saudavel.
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