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As doenças neurodegenerativas são patologias com grandes impactos sociais e econômicos. Os 

distúrbios cerebrais são condições patológicas os quais a cirurgia corretiva não pode ser 

amplamente utilizada, devido a isso os tratamentos são baseados em medicamentos que apenas 

aliviam os sintomas. Vários estudos observacionais e epidemiológicos sugerem que uma dieta 

rica em flavonoides melhora a função cognitiva e previne distúrbios neurodegenerativos em 

humanos. A crisina faz parte da classe flavona dos flavonoides e pode ser encontrada 

naturalmente no mel, própolis e várias espécies de plantas como a Passiflora coerulea. Em 

geral, a crisina exibe várias atividades biológicas e efeitos farmacológicos, incluindo atividades 

antioxidantes, anti-inflamatórias, anticancerígenas, antivirais e neuroprotetora. Neste contexto 

a doença de Parkinson (DP) é um distúrbio neurodegenerativo progressivo que afeta pessoas 

idosas em todo o mundo. A DP é uma doença neurodegenerativa caracterizada pela progressiva 

degeneração do sistema nigrostriatal e perda substancial de neurônios da substancia negra parte 

compacta (SNc), além da depleção de dopamina (DA). A esclerose múltipla (EM) é uma doença 

inflamatória crônica, desmielinizante, que resulta em distúrbios neurodegenerativos no sistema 

nervoso central (SNC). A EM é considerada uma das mais intrigantes doenças neurológicas em 

virtude de seu caráter autoimune, crônico, e frequentemente acomete adultos jovens. Neste 

trabalho o modelo de DP utilizado foi o da neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) o qual 

tem sido usado desde o final da década de 70. A neurotoxina hidroxilada análoga da DA, quando 

administrada diretamente no corpo estriado de animais destrói seletivamente os neurônios 

nigrostriatais dopaminérgicos. Neste estudo nós demonstramos um efeito protetor da crisina na 

dose de 10 mg/kg (intra gástrica – i.g) contra alterações comportamentais e cognitivas, aumento 

dos marcadores enzimáticos e não enzimáticos de estresse oxidativo e da neuroinflamação. 

Além disso, a crisina protegeu contra redução nos níveis de DA e seus metabólitos.  

Experimentalmente o modelo animal mais usado para o estudo da EM é o modelo denominado 

encefalomielite autoimune experimental (EAE) um modelo animal de doença do SNC, o qual 

é induzido por imunização com antígenos derivados de mielina, usada em laboratório para a 

investigação da EM por se assemelhar a essa condição em diversos aspectos. Neste modelo a 

crisina na dose de 20 mg/kg (i.g) conseguiu reduzir a perda de peso causado pelo modelo EAE 

bem como diminuir os sinais clínicos do modelo. A crisina inibiu a atividade da histona 

deacetilase (HDCA) bem como da glicogênio sintase kinase-3β (GSK-3β), reduziu os níveis 

das citocinas pró inflamatórias, além de regular as histonas acetiltransferases 3 e 4 (HAT3, 
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HAT4). O presente trabalho demonstrou o efeito protetor da crisina frente a dois modelos de 

doenças neurodegenerativas, expondo a crisina como um importante alvo para mais estudos. 

Espera-se que futuramente a crisina venha a ser um auxiliar no tratamento à EM e a DP. 

 

Palavras-chave: Neurodegeneração, neuroproteção, neuroinflamação, nutracêutico 
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Neurodegenerative diseases are in particular pathologies with major social and economic 

impacts. Brain disorders are pathological conditions in which corrective surgery cannot be 

widely used, because of this, the treatments are based on medications that only relieve the 

symptoms. Several observational and epidemiological studies suggest that a diet rich in 

flavonoids improves cognitive function and prevents neurodegenerative disorders in humans. 

Chrysin is part of the flavone class of flavonoids and can be found naturally in honey, propolis 

and various plant species such as Passiflora coerulea. Chrysin generally exhibits various 

biological activities and pharmacological effects, including antioxidant, anti-inflammatory, 

anticancer, antiviral and neuroprotective activities.In this context, Parkinson's disease (PD) is a 

progressive neurodegenerative disorder commonly affecting elderly people worldwide. The PD 

is a neurodegenerative disorder characterized by progressive degeneration of the nigrostriatal 

dopaminergic pathway with substantial loss of substantia nigra pars compacta (SNpc) neurons 

and depletion of dopamine (DA). Multiple sclerosis (MS) is the most common chronic 

inflammatory demyelinating neurodegenerative disease of the central nervous system (CNS). 

The MS is considered one of the most intriguing neurological diseases by virtue of its 

autoimmune, chronic character, frequency and tendency to approach young adults. In this study, 

the PD model used was the 6-Hydroxydopamine (6-OHDA), which has been used since the late 

70s, hydroxylated DA analogue neurotoxin, when administered directly to the striatum of 

animals selectively destroys nigrostriatal dopaminergic neurons. We found a protective effect 

of chrysin at dose 10 mg/kg (intra gastric - i.g) on behavioral and cognitive alterations, 

increased enzymatic and non-enzymatic markers of oxidative stress and neuroinflammation. In 

addition, chrysin protected against changes in striatal dopamine (DA), 3,4 

dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovanillic acid (HVA) levels. Experimentally the 

most commonly used animal model for the study of MS is the model denominated experimental 

autoimmune encephalomyelitis (EAE), an animal model of CNS disease, which is induced by 

immunization with myelin-derived antigens, used in the laboratory for the investigation of MS 

because it resembles this condition in several aspects. In this model chrysin at dose 20 mg/kg 

(i.g)  reduced weight loss and attenuated clinical signs by model. Moreover, chrysin blunted the 

EAE-induced increase in histone deacetylase (HDCA) activity, glycogen synthase kinase-3β 

(GSK-3β) levels and proinflammatory cytokine levels as well as in the EAE-induced decrease 

in histone acetyltransferases 3 and 4 (HAT3, HAT4). The current work demonstrated the 
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protective effect of chrysin against two models of neurodegenerative diseases, exposing chrysin 

as an important target for further studies. Expected that in the future the chrysin become a 

combat aid the MS and PD. 

 

 

Keywords: Neurodegeneration, neuroprotection, neuroinflammation, nutraceutical 
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APRESENTAÇÃO 

 

Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de dois artigos 

científicos já publicados e estão em sua integra na seção “PRODUÇÃO CIENTÍFICA”. As 

seções Introdução, Materiais e Métodos, Discussão, Conclusão e Referências Bibliográficas 

encontram-se nos artigos e representam a íntegra deste estudo. Os itens DISCUSSÃO E 

CONCLUSÕES, encontram-se no final desta tese e apresentam interpretações e comentários 

gerais sobre os artigos científicos neste trabalho. As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

referem-se somente às citações que aparecem itens INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta tese. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Flavonoides 

Flavonoides são compostos polifenólicos derivados de plantas e naturalmente presentes 

em frutas, grãos, legumes, raízes, cascas, flores, caules, chá e no vinho (Zeinali et al., 2017). 

Estão presentes na dieta humana rica em vegetais e frutas são considerados micronutrientes 

(Benavente-García et al., 1999). Estima-se que a ingestão de flavonoides na dieta humana varia 

entre 50 e 800 mg por dia ou mais, se os suplementos alimentares forem administrados e 

considerados (Pietta, 2000). 

Já foram descobertos mais de 6.000 flavonoides os quais são divididos em 6 principais 

classes (Benavente-García et al., 1999). Os flavonoides compõem uma ampla classe de 

substâncias de origem natural, cuja síntese não ocorre na espécie humana. Os flavonoides são 

derivados da reação de condensação do ácido cinâmico com grupos malonil-CoA e a sua 

classificação é relativa ao nível de oxidação verificado em suas estruturas químicas (Lopes et 

al., 2003). 

Nas plantas, os flavonoides fornecem proteção contra agentes externos (radiação UV, 

parasitas e vírus), regulam enzimas envolvidas no metabolismo celular e possuem propriedades 

antioxidantes (Manach et al., 2004). A estrutura química dos flavonoides (Fig. 1) está baseada 

no núcleo flavilium, o qual é composto de três anéis fenólicos. O primeiro anel é composto por 

um benzeno o qual é condensado com o sexto carbono do terceiro anel, que na posição 2 carrega 

um grupo fenila como substituinte. O terceiro anel é um pirano heterocíclico, denominado de 

núcleo flavana (Peterson & Dwyer, 1998).  

Os flavonoides são o maior grupo de metabólitos secundários de plantas, possuem 

diversas atividades biológicas benéficas para a saúde humana. Cada vez mais pesquisas sobre 

os flavonoides tem ocorrido devido sua ação em diversos mecanismos fisiológicos e um grande 

número de vias de sinalização as quais estão envolvidas em diversas doenças (Pietta, 2000). 
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Figura 1. Estrutura química geral dos flavonoides. 

 

Fonte: Mani et al., 2018. 

 

1.1.1. Flavonoides e doenças neurodegenerativas 

 As doenças neurodegenerativas são condições patologicas graves, as quais em muitos 

casos não possuem tratamentos eficazes como no caso da doença de Alzheimer (AD), a DP, a 

EM, a doença de Huntington (DH) e esclerose lateral amiotrófica (ELA) (Cheyuo et al., 2019). 

Os principais eventos moleculares e celulares que causam a neurodegeneração são o estresse 

oxidativo, a deposição de agregados protéicos, a neuroinflamação, o comprometimento da 

função mitocondrial e a apoptose (Hoglund & Salter, 2013). Os polifenóis podem ser 

considerados compostos com potencial neuroprotetor devido a sua capacidade de influenciar e 

modular estes processos celulares chaves implicados na neurodegeneração. Os flavonoides são 

particularmente a classe de polifenóis de maior interessante, o mais abundante subgrupo de 

polifenóis, amplamente presente na alimentação humana através de alimentos e bebidas 

(Solanki et ., 2015; Vauzour et al., 2008).  

Estudos sobre a atividade antioxidante de flavonoides sugerem a relação da presença de 

hidroxilas na bioatividade destes compostos (Pushpavalli e al., 2010). Mais especificamente, a 

capacidade antioxidante de um flavonoide geralmente está relacionada com a sua hidroxilação 

(Pushpavalli e al., 2010). Além disso vários estudos sugerem um potencial papel neuroprotetor 

e antiinflamatório dos flavonoides (Spagnuolo et al., 2018). Nosso grupo já demonstrou que o 

flavonoide hesperidina apresenta efeito antidepressivo dependente da inibição da via L-

arginina-NO (Donato et al., 2015), e também protege contra a neurotoxicidade induzida pela 6-

OHDA em camundongos idosos (Antunes et al., 2014). Outro flavonoide amplamente estudado 

em nosso laboratório é a crisina, que possui efeitos antidepressivos, antioxidantes, anti-

inflamatórios, antiapoptóticos e neuroprotetores (Borges et al., 2015, Souza et al., 2015, Goes 

et al., 2018, Del Fabbro et al., 2019). 
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1.2 Crisina 

Neste contexto o flavonoide crisina (5,7-dihidroxiflavona) (C15H10O4) o qual possui 

uma estrutura química comum, consistindo de dois anéis fundidos, A e C, e um anel fenílico, 

B, ligado à segunda posição do anel C, compartilha a estrutura de uma flavona comum, com 

um grupo hidroxila adicional na quinta e na sétima posição do anel A (Fig. 2) (Mani & Natesan, 

2018). A crisina pode estar presente em diversos tipos de méis, própolis, cogumelos e algumas 

plantas como a Passiflora coerulea (Borges et al., 2015; Ciftci et al., 2010; Kalogeropoulos et 

al., 2013). Em geral, a crisina exibe várias atividades biológicas e efeitos farmacológicos, 

incluindo atividades antioxidantes, antiinflamatórias, anticancerígenas, antivirais e 

neuroprotetoras. (Borges et al., 2015; Goes et al., 2018; Mani & Natesan, 2018; Souza et al., 

2015).  

 

Figura 2. Estrutura química da crisina. 

 

 

Fonte: Nabavi et al., 2015. 

 

1.2.1 Propriedades bioativas da crisina 

Os efeitos benéficos da crisina e de outros flavonoides que ocorrem naturalmente 

dependem da sua biodisponibilidade e da sua concentração viável in vivo, a qual, por sua vez, 

depende da solubilidade destes compostos (Nabavi et al., 2015). Ao contrário de outros 

flavonoides, os benefícios terapêuticos da crisina são limitados devido sua baixa 

biodisponibilidade e absorção (Mani & Natesan, 2018). Walle et al., (2001) relataram que após 

uma administração única de 400 mg em sete voluntarios saúdaveis as concentrações de crisina 

permaneceram inalteradas, apresentando uma taxa de de ligação plasmática próxima a 99%. 

Entretanto a intensificação dos estudos com crisina iniciam após o relato de a crisina ser um 

potente inibidor da aromatase (Sanderson et al., 2004). Mais recentemente cresce o número de 
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evidências dos efeitos potenciais da crisina como agente farmacológico (Mani & Natesan, 

2018). Além do potencial antioxidante (Pushpavalli et al., 2010), a crisina já tem sido 

apresentada como tendo efeitos anti-inflamatórios (Borges et al., 2015; Goes 2018), anti-

depressivos (Borges et al., 2015), anti-hiperlipidêmicos (Zarzecki et al., 2014), anticâncer 

(Deldar et al., 2018), epigenéticos (Kanwal et al., 2016), neuroprotetores (Souza et al.,2015; 

Goes et al.,2018), e efeitos positivos no sistema reprodutor masculino de camundongos (Ciftci, 

et al., 2012; Del Fabbro et al., 2019). 

 

1.2.2 Efeito neuroprotetor 

Diversos estudos sugerem que a crisina pode ser um agente neuroprotetor em diferentes 

modelos de doenças em animais. De particular importância, Mercer et al. (2005) sugeriram que 

a crisina pode proteger os neurônios de insultos oxidativos e apoptóticos, assim como He et al. 

(2012) demonstraram que a crisina melhorou déficits cognitivos e danos cerebrais induzidos 

pela hipoperfusão cerebral crônica em ratos. Souza et al., 2015 demonstraram que o tratamento 

com crisina atenua o comprometimento da memória relacionada a idade em camundongos, bem 

como Mehri et al., (2014), demonstraram que a crisina suprimiu significativamente as 

alterações no índice comportamental em ratos wistar durante o tratamento com acrilamida 

(químico industrial tóxico, conhecido pela sua neurotoxicidade), Xiao et al., (2014) relataram 

que a crisina retardou o início e a gravidade dos sintomas clínicos da  NAE (Neurite autoimune 

experimental, conhecido modelo animal da síndrome de Guillain barré) estes efeitos benéficos 

foram associados à redução da inflamação e da desmielinização dos nervos ciáticos. Aishwarya 

&. Sumathi (2015) relataram que a crisina pode mitigar os danos oxidativos e a disfunção 

cognitiva associada à AD induzida por β-amilóide 25-35 em ratos wistar, recentemente Sumathi 

et al., (2016) relataram um efeito neuroprotetor da crisina contra a neurotoxicidade induzida 

pelo ácido-3-Nitropropiônico (3-NP) em ratos wistar, (o 3-NP é um inibidor irreversível do 

complexo mitocondrial-II que causa desregulação transcricional, falha bioenergética, 

agregação protéica e dano oxidativo semelhante à DH).   

 

1.3 Doenças neurodegenerativas 

A neurodegeneração é caracterizada por uma perda lenta e progressiva de células 

neuronais em regiões específicas do cérebro e da medula espinhal, representando a condição 

patológica de várias doenças neurodegenerativas. Outra característica comum das doenças 

neurodegenerativas, como a AD, EM, DP, DH e ELA, é a evidência de que estresse oxidativo 
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e nitrosativo contribuem para a morte das células neuronais e, assim, o desenvolvimento dessas 

doenças (Grosso et al., 2013).  

A neuroinflamação também está intimamente relacionada à patogênese das doenças 

neurodegenerativas. As células da microglia no sistema nervoso central (SNC), são 

consideradas as principais células responsáveis pela neurotoxicidade mediada pela inflamação 

(Grosso et al., 2013), elas podem secretar citocinas pró-inflamatórias e mediadores 

neurotóxicos, como o fator de necrose tumoral (TNF), prostaglandina (PG) E2, interleucinas 

NF-kB, radicais livres como NO e O2
-, os quais contribuem para a lesões neuronais (Zheng et 

al., 2008). Enquanto a ativação microglial é um mecanismo de defesa natural contra lesões do 

SNC, a persistência da ativação é associada com a perda de neurônios na AD e DP (Elsisi et al., 

2005). 

 

1.3.1 Doenças neurodegenerativas e a neuroinflamação 

 A neuroinflamação, ou então, a ativação das células neuroimunes da micróglia e 

astrócitos em seu estado pró-inflamatório, tem sido implicada como um dos fatores patológicos 

em diversas doenças neurodegenerativas (Schain & Kreisl, 2017).  

 Sabe-se que as células imunológicas periféricas são consideradas incapazes de penetrar 

a barreira hematoencefálica. Em vez disso, as células gliais, micróglia e astrócitos, são os 

principais constituintes de um sistema neuroimune dedicado, e sua interação com o sistema 

imunológico periférico é pouco compreendida (Kanegawa et al., 2016). As células gliais 

fornecem funcionalidade pró e anti-inflamatória e participam de várias funções sob condições 

basais e durante as doenças, incluindo fagocitose, liberação de esteroides, redução de radicais 

livres e reparo celular (Kanegawa et al., 2016). As funções pró-inflamatórias, incluindo a 

liberação de citocinas e consequente formação de espécies reativas de oxigênio, podem 

danificar os neurônios saudáveis, causando disfunção sináptica, perda de sinapses e morte 

neuronal. Portanto, um desequilíbrio entre as funções pró-inflamatórias e reparatórias das 

células neuroimunes pode resultar em lesão do SNC. Embora os efeitos prejudiciais de tal 

desequilíbrio sejam reconhecidos na doença neuroimunológica clássica, como a esclerose 

múltipla, evidências crescentes sugerem que a ativação crônica de baixo nível das células da 

glia pode contribuir para alterações patológicas encontradas em muitas doenças 

neurodegenerativas (Schain & Kreisl, 2017). 
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1.3.2 Doenças neurodegenerativas e epigenética 

A epigenética representa todas as mudanças hereditárias ou não hereditárias que não 

estão relacionadas às sequências modificadas de DNA e levam a uma expressão ou tradução 

alterada do genoma. Operando através de muitos mecanismos, incluindo metilação de DNA, 

modificações de histonas e interferência no RNA. Entre estas modificações a mais amplamente 

estudada é a acetilação e desacetilação nos resíduos de lisina que são realizadas por histonas 

acetiltransferases (HAT) e histonas deacetilases (HDAC), respectivamente (Kucukali et al., 

2015).   

Embora o conceito de regulação epigenética da expressão gênica tenha mais de 70 anos, 

o campo da epigenética explodiu recentemente, com 98% das pesquisas epigenéticas publicadas 

nos últimos 15 anos (Sweatt, 2013). Muitas funções do SNC têm componentes epigenéticos 

significativos, incluindo determinação do destino das células-tronco neurais, plasticidade neural 

e aprendizado e memória (Neal & Richardson, 2018). 

Vários estudos também investigaram a intervenção farmacológica de mecanismos 

epigenéticos em doenças neurodegenerativas (Neal & Richardson, 2018). Isso não é 

surpreendente, já que a idade é o principal fator de risco para várias doenças 

neurodegenerativas, incluindo AD e DP, e o aumento da idade tem sido associado a alterações 

na metilação do DNA (Hernandez, et al., 2011). Os pacientes com AD exibiram maior 

metilação de elementos repetitivos de DNA em comparação aos controles, o que poderia 

resultar em níveis alterados de metilação global do DNA (Bollati et al., 2011). Na DP, os 

mecanismos epigenéticos têm sido sugeridos para desempenhar um papel substancial, com 

diminuição da metilação do gene da α-sinucleína (Neal & Richardson, 2018). Goschl et al. 

(2018) demonstraram que camundongos HDAC1-cKO são resistentes à indução da 

encefalomielite autoimune experimental (EAE), sugerindo que a inibição seletiva das HDAC 

pode ser uma nova estratégia de tratamento da EM.  

 

1.3.3 Neuroinflamação, epigenética e a GSK-3β 

 Apesar da influência bem reconhecida da GSK-3β em numerosas funções celulares, a 

GSK-3β como uma quinase que regula a inflamação é um conceito relativamente novo (Duda 

et al., 2018). 

Devido à barreira hematoencefálica, a inflamação sistêmica tem geralmente apenas um 

impacto limitado no cérebro. No entanto, quando esta barreira é rompida, as células do sistema 

imunológico se infiltram no cérebro. Elas representam uma tentativa necessária para restaurar 

a homeostase cerebral, mas também podem ser prejudiciais, caso se tornem crônicas (Duda et 
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al., 2018). A observação de que a GSK3 influencia o equilíbrio entre a produção de citocinas 

pró e anti-inflamatórias na micróglia e em outros fatores que contribuem para a resposta 

inflamatória cerebral como os astrócitos fornecem novas alternativas no tratamento de doenças 

neurodegenerativas (Peña-Altamira et al., 2017). A literatura demonstra que a GSK-3β regula 

mais de 20 fatores de transcrição os quais resultam na estimulação de células gliais 

(principalmente micróglia e astrócitos) e na manutenção do equilíbrio entre estados pró-

inflamatórios e anti-inflamatórios, seja na micróglia ativada como nos astrócitos, a GSK3 

promove a liberação de IL-1β, IL-6, TNFα e óxido nítrico (NO) e inibe a liberação de citocinas 

anti-inflamatórias, como a IL-10 (Cao et al., 2017; Peña-Altamira et al., 2017). A micróglia 

geralmente responde primeiro à lesão, enquanto os astrócitos reforçam a resposta inflamatória 

(Duda et al., 2018). Além desta ligação entre a GSK3 e a neuroinflamação estudos recentes 

sugerem uma ligação entre a ativação das HDACs resultante da fosforilação GSK-3β o qual 

promoveria a morte de células neurais (Bardai & D’Mello 2011). Vários estudos vêm 

demonstrando que a inibição conjunta da GSK-3β e HDAC pode ser eficaz contra distúrbios 

neurológicos (Bardai et al., 2015). Sharma & Talyan, 2015 relataram que a inibição conjunta 

da GSK3β e HDAC reduziram déficits cognitivos induzidos por estreptozotocina em ratos, 

Simone e colaboradores (2019) relatam terem descoberto o primeiro agente inibidor duplo da 

GSK-3β e HDAC o qual foi considerado um composto promissor no combate a disfunções 

típicas  da doença de Alzheimer. 

 

1.3.4 Doença de Parkinson (DP) 

 

1.3.4.1 Epidemiologia 

A DP é um distúrbio neurodegenerativo caracterizado por características motoras e não 

motoras, sintomas psiquiátricos, como depressão, ansiedade e psicose (Schneider et al., 2017). 

A prevalência de DP aumenta com a idade (Pringsheim et al., 2014) e o risco ao longo da vida 

de uma pessoa apresentar os sintomas da DP é de 2,0% para homens e 1,3% para mulheres 

(Elbaz et al., 2002).  Estima-se que a DP atinja mais de 2% da população com mais de 65 anos 

de idade (Song et al., 2016) aumentando o ônus social e econômico para as sociedades à medida 

que a população envelhece (De Lau & Breteler, 2006). Aproximadamente 630.000 pessoas nos 

Estados Unidos foram diagnosticadas com DP em 2010, estes dados podem dobrar até 2040 

(Bellou et al., 2016). Nos Estados Unidos, o ônus econômico da DP ultrapassou os US$ 14,4 

bilhões em 2010 (aproximadamente US$ 22.800 por paciente) e projeta-se que estes valores 

podem crescer substancialmente nas próximas décadas (Kowal et al., 2013). Existem poucos 



8 

 

estudos epidemiológicos no Brasil, contudo acredita-se que exista cerca de 200 mil portadores 

da DP (Fernandes & Filho, 2018). 

A doença de Parkinson é reconhecida como o distúrbio neurodegenerativo mais comum 

após a DA (Kalia & Lang 2015). A prevalência da doença de Parkinson parece ser maior na 

Europa (66 a 1500 por 100.000 habintantes) (Von Campenhausen et al., 2005), América do 

Norte (111 a 329 por 100.000 habitantes) (Strickland & Bertoni, 2004) e América do Sul (31 a 

470 por 100.000 habitantes (Bauso et al., 2012) em comparação com países africanos, asiáticos 

e árabes (Muangpaisan et al., 2009). 

O risco da DP é determinado pela interação complexa e efeitos compostos de fatores de 

riscos genéticos e não genéticos (Bellou et al., 2016). Progressos substanciais foram feitos na 

decifração destes fatores recentemente (Nalls et al., 2014) 

 

1.3.4.2 Doença de Parkinson: Manifestações clínicas 

Os sintomas motores clássicos da DP foram reconhecidos como componentes 

proeminentes da doença desde a descrição inicial realizada por James Parkinson no Século XIX, 

e posteriormente refinados por Jean-Martin Charcot (Kalia & Lang 2015). Os sintomas 

parkinsonianos incluem bradicinesia, rigidez, tremor durante o repouso e comprometimento da 

postura durante o caminhar (Gibb & Lees, 1988). As características motoras em pacientes com 

DP são heterogêneas, o que levou a várias tentativas de classificar os subtipos da doença. 

(Marras & Lang, 2013). Um consenso sobre a classificação dos subtipos da DP ainda não foi 

estabelecido, mas observações clínicas empíricas sugerem dois subtipos principais: DP com 

tremor dominante (com relativa ausência de outros sintomas motores) e DP não tremor-

dominante (que inclui fenótipos descritos como síndrome acinético-rígida e instabilidade 

postural no caminhar). A DP tremor-dominante é frequentemente associada com uma taxa de 

progressão mais lenta que a DP não tremor-dominante (Jankovic et al., 1990). Além disso, 

possíveis subtipos da doença com características não motoras incluem disfunção olfativa, 

comprometimento cognitivo, sintomas psiquiátricos, sonolência diurna excessiva, disfunção 

autonômica, dor e fadiga (Kalia & Lang 2015). Esses sintomas são comuns no início da DP e 

estão associados a redução da qualidade de vida dos paciente (Duncan et al., 2014).  

 

1.3.4.3 Fisiopatologia 

 Os baixos níveis de dopamina (DA) (Fig. 3), a morte progressiva dos neurônios 

dopaminérgicos da substância negra parte compacta (SNc) (Fig.4), presença de inclusões 

citoplasmáticas denominadas “corpos de Lewy” (LB) (formados principalmente por filamentos 
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de proteínas como α-sinucleína) (Fig. 5), recrutamento e ativação de micróglia e astróglia na 

SNc e o subsequente desenvolvimento de um processo inflamatório são as marcas patológicas 

da DP (Raza et al., 2019). 

 A SNc contém os neurônios nigrostriatais e os projeta para o putâmen. O padrão de 

perda de células da SNc aparece em paralelo aos níveis de expressão do transportador de 

dopamina (DAT) e é consistente com a conclusão de que a perda de DA é mais exacerbada no 

putâmen dorsolateral, o principal local de projeção para esses neurônios. No início dos 

sintomas, a DA do putâmen está depletada em torno de 60 a 80%. Os neurônios 

dopaminérgicos da SNc já foram perdidos (Raza et al., 2019). No entanto, os neurônios 

dopaminérgicos mesolímbicos adjacentes à SNc são afetados de forma limitada na DP e 

consequentemente, há um decréscimo significativamente menor de DA no núcleo caudado (Uhl 

et ., 1985). A neurodegeneração e a formação de LB na DP se estende além dos neurônios 

dopaminérgicos sendo encontradas em neurônios noradrenérgicos, serotoninérgicos e 

colinérgicos bem como no córtex cerebral, bulbo óptico e sistema nervoso autônomo 

(Hornykiewicz & Kish, 1987). A degeneração das estruturas do hipocampo e as entradas 

corticais colinérgicas contribuem para a alta taxa de demência que acompanha a DP em 

pacientes mais idosos (Raza et al., 2019). 

 A DA no cérebro de pacientes com DP é oxidada para formar quinonas de dopamina e 

radicais livres por auto-oxidação ou por monoamina oxidases (MAO) de ligação à membrana 

mitocondrial tais como MAO-A (em neurônios) e MAO-B (na glia). Os produtos da oxidação 

da DA podem ciclizar para formar aminocromos, e são reativos o suficiente para produzir 

radicais superóxido (Norris et a., 2005). Sabe-se que neurônios dopaminérgicos são suscetíveis 

as reações reativas mitocondriais, especialmente as espécies reativas ao oxigênio (ROS) (Dias 

et al., 2013). A acumulação de ROS é reportada como indutor de danos generalizados a 

componentes celulares. Além disso, alterações no DNA mitocondrial sobe estresse induzido 

por ROS pode levar a enormes danos como a remoção genética de TFAM (fator de transcrição 

A, mitocondrial), um importante fator de transcrição, utilizado como indutor de 

neurodegeneração em camundongos (Raza et al., 2019).  

Componentes inflamatórios da DP envolvem a desregulação das vias inflamatórias, 

provavelmente resultantes de pre-disposições genéticas juntamente com alterações imunes 

associadas ao envelhecimento, além da ativação primária da glia devido a lesão neuronal 

(Tiwari & Pal, 2017). Vários pesquisadores associam o envelhecimento à inflamação crônica 

leve na SNc, o que tornaria os neurônios dopaminérgicos mais vulneráveis à degeneração 

(Kanaan et al., 2010). A inflamação periférica ativa na DP contribui para a iniciação e/ou 
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progressão da doença por exacerbação e/ou sinergia com a resposta inflamatória central 

promovendo a neurodegeneração dopaminérgica (Tiwari & Pal, 2017). A inflamação dos 

neurônios causa a liberação de vários mediadores inflamatórios (interferons, fator de 

crescimento epidérmico, IL-5, IL-6, fator de crescimento de hepatócitos), além da presença da 

microglia ativada (a qual secreta vários fatores neurotóxicos e pró-inflamatórios como 

superóxido, TNF-α, IL-1β, IL-6, e NO) e reativa a astrócitos no parênquima do SNC. Fatores 

de transcrição pró-inflamatórios, como NF-κB, STAT3, AP-1, TLRs e FAF1, são regulados 

positivamente na microglia ativada. TLRs, quando ativados, promovem a sinalização do NF-

κB e assim continua o ciclo vicioso da neuroinflamação (Figura 6) (Tiwari & Pal, 2017). 

 

Figura 3. Produção reduzida de dopamina a partir de neurônios dopaminérgicos da SNc. 

 

 

Fonte: Raza et al., 2019, adaptado. 

 

Figura 4. Comparação da degeneração dos neurônios dopaminérgicos na SNc. 

 

 

 

Fonte: Aguiar Junior, 2011, adaptado. 
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Figura 5. Formação de agregados de α-sinucleína como corpos de Lewy. 

 

 

Fonte: Fonte: Raza et al., 2019, adaptado. 

 

Figura 6.  Ciclo da vicioso da neuroinflamação. 

 

 

Fonte: Tiwari & Pal, 2017, adaptado 

 

1.3.4.4 Tratamentos atuais 

Os tratamentos direcionados aos pacientes com DP visam melhorar a qualidade de vida 

das pessoas afetadas. Uma das abordagens mais utilizadas é o tratamento medicamentoso 

(Tabela 1) visando fornecer alívio dos sintomas, mas levando em consideração os efeitos 

colaterais e os níveis de tolerância de cada paciente (Raza et al., 2019). Além disso, os 

profissionais de saúde indicam aos pacientes com DP terapias ocupacionais, na tentativa de 
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possibilitar aos pacientes realizar atividades de forma independente por períodos mais longos. 

Possíveis intervenções cirúrgicas incluem terapia genética direcionada, transplantes de células, 

e estimulação cerebral profunda de núcleos subtalâmicos (Kordower & Bjorklund, 2013; 

Lindvall, 2013). 

Drogas que aumentam as concentrações de dopamina intracerebral ou estimulam os 

receptores dopaminérgicos são a principal base de tratamento para os sintomas motores. Estas 

drogas incluem levodopa, agonistas de dopamina, monoaminas inibidores da oxidase tipo B e, 

menos comumente, amantadina (Connolly & Lang, 2014). 

 

Tabela 1 - Drogas usadas no tratamento da doença de Parkinson. Adaptado de Raza et al., 2019. 

 

Classes de medicamentos Drogas específicas Mecanismo de ação 

Anticolinérgico Triexifenidil 

Benzotropina 

Etopropazina 

Bloqueiam os receptores de 

acetilcolina e evita a 

degeneração da dopamina 

Inibidores da monoamina 

oxidase (MAO) 

Selegilina Bloqueia os receptores 

MAO-B para reduzir o 

metabolismo da dopamina 

Medicamentos antivirais  Amantadina Bloqueia os receptores 

NMDA e acetilcolina, além 

de promover a liberação de 

dopamina 

Agonistas de dopamina  

 

Bromocriptina 

Pergolide 

Ropinirol 

Pramipexol 

Estimulam diretamente os 

receptores de dopamina 

Combinações de L-dopa  

 

L-dopa / Carbidopa 

L-dopa / Benserazide 

Sinemet CR 

Metabolismo da dopamina 

em células contendo dopa-

descarboxilase 

Inibidor da Catecol-O-metil 

transferase (COMT) 

Entacapone Bloqueia a atividade 

periférica da COMT para 

reter catecolaminas 

Fonte: Raza et al., 2019. 
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1.3.4.5 Modelo da 6-hidroxidopamina (6-OHDA) 

 A 6-OHDA é a droga mais frequentemente usada para induzir a neurodegeneração do 

sistema nigrostriatal, devido sua seletividade para os neurônios dopaminérgicos da SNc. A 6-

OHDA é um análogo estrutural da dopamina (Fig.7), altamente oxidável que pode ser levada 

pelo transportador de dopamina, acarretando danos seletivos aos neurônios catecolaminérgicos, 

como os neurônios dopaminérgicos do SNc (Baltazar et al., 2017). 

 A 6-OHDA não possui capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefálica, assim 

requer a administração direta usando procedimentos estereotáxicos para que possa gerar 

toxicidade ao SNC (Maasz et al., 2017). A 6-OHDA é especificamente captada a partir de 

terminais pré-sinápticos de neurônios dopaminérgicos através do DAT (Maasz et al., 2017). 

Nos neurônios dopaminérgicos a 6-OHDA é oxidada produzindo radicais livres, incluindo o 

peróxido de hidrogênio, levando à morte neuronal por meio de disfunção mitocondrial e estresse 

oxidativo. A 6-OHDA é preferencialmente usada para induzir lesões unilaterais no SN e 

associada a deficits no sistema motor (Raza et al., 2019). 

 Até o momento, três mecanismos foram propostos para explicar o efeito citotóxico da 

6-OHDA (Baltazar et al., 2017):  

1) Auto-oxidação intra-celular ou extra-celular da 6-OHDA, a qual favorece a 

produção de peróxido de hidrogênio e radicais superóxido e hidroxila. 

2) Formação de peróxido de hidrogênio devido à ação da monoamina oxidase.  

3) Inibição direta do complexo da cadeia respiratória mitocondrial I.  

Esses mecanismos podem agir de forma dependente ou em combinação para gerar 

especies reativas ao oxigênio (ROS). O estresse oxidativo pode ser intensificado por um 

aumento no cálcio livre citoplasmático (assim como a excito toxicidade do glutamato ou perda 

da permeabilidade da membrana mitocondrial), induzindo finalmente a morte celular (Baltazar 

et al., 2017). 

 

Figura 7. 6-OHDA estruturalmente análogo a dopamina. 

 

 

Fonte: Baltazar et al., 2017 
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1.3.5 Esclerose Múltipla 

 

1.3.5.1 Epidemiologia 

As características clínicas e epidemiológicas da EM podem variar de acordo com fatores 

ambientais e genéticos (Mero et al., 2013). Segundo a Associação Brasileira de Esclerose 

Múltipla (ABEM), a EM é uma doença neurológica, crônica e autoimune, ou seja, as células de 

defesa do organismo atacam o próprio SNC, provocando lesões cerebrais e medulares. 

O número estimado de pessoas com EM aumentou de 2,1 milhões em 2008 para 2,3 

milhões em 2013 no mundo segundo a Federação Internacional de Esclerose Múltipla (MSIF). 

No Brasil, segundo dados da ABEM, existem cerca de 35.000 indivíduos portadores de EM, 

sendo que aproximadamente 10.376 desses portadores estão em tratamento no Sistema Único 

de Saúde (SUS). A prevalência média global usada para calcular esse número aumentou de 30 

(em 2008) para 33 por 100.000 habitantes (em 2013). Não está claro se esse aumento se deve a 

melhores diagnósticos e novas ferramentas de diagnóstico ou ainda a outras causas (ABEM, 

2013). A EM tende a se manifestar na faixa etária dos 20 aos 40 anos (geralmente mais cedo 

em mulheres). Antes dos 18 anos de idade a porcentagem dos casos é de apenas 10% sendo 

mais rara em crianças com menos de 10 anos (Mandia et al., 2014). 

A incidência desta patologia detém-se entre os 140 casos por 100.000 habitantes na 

América do Norte, 108/100.000 habitantes em parte da Europa (ABEM, 2013, Fig. 8). 

 

Figura 8. Prevalência da EM por país em 2013. 

  

 

Fonte. ABEM 
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1.3.5.2 Esclerose Múltipla: Manifestações clínicas 

 A complexidade da doença depende do tamanho, localização e da duração das lesões no 

SNC, as quais são variáveis e imprevisíveis. Essa imprevisibilidade leva a uma grande gama de 

sintomas, e além disso pode apresentar-se de forma abrupta ou insidiosa. Raramente a EM 

ocorre de forma assintomática (Sahraian et al., 2010).  

 Do ponto de vista clínico, a doença se manifesta alternando períodos de exacerbações e 

remissões. O curso clínico varia de paciente para paciente. A apresentação clínica da doença 

foi modificada nos últimos anos, devido às novas terapias, que modificaram o seu curso clínico 

(Pereira et al. 2012). Entretanto, diversos sintomas, provavelmente acarretados pela 

desmielinização do SNC ou do bloqueio da transmissão do impulso nervoso no nível dos 

axônios ainda contribuem para a redução da qualidade de vida dos pacientes (Moreira et al., 

2008). Moreira et al., (2008) listam os sintomas mais frequentes, como observado abaixo: 

 

 Distúrbios da visão; 

 Alterações sensitivas; 

 Alterações motoras e espasticidade; 

 Alterações da coordenação e equilíbrio; 

 Alterações a nível intestinal, vesical e sexual; 

 Fadiga; 

 Alterações psicológicas e cognitivas. 

 

Figura 9. Porcentagem dos sintomas clínicos de EM.  
 

 

Fonte. ABEM 
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1.3.5.3 Fisiopatologia 

 A grande diferença fisiopatológica da EM das outras doenças inflamatórias do SNC é a 

presença de grandes placas de desmielinização e em vários locais (Fig. 10), as quais levam à 

formação de cicatrizes gliais (Lassmann, 1998). Devido a isso a EM é classicamente definida 

como uma doença inflamatória que tem como principal característica fisiopatológica a 

formação de placas desmielinizantes no SNC (Sá et al., 2011). 

 A relação da EM com genes de complexos de histocompatibilidade, a presença de 

infiltrados inflamatórios na substância branca, a sua semelhança com modelos experimentais e 

ainda a constatação de que a EM responde de forma positiva a terapias com imunomoduladores 

e imunossupressores, reforçam a tese de que a auto-imunidade possui um papel central na sua 

fisiopatologia (Hafler et al., 2005).  

A EM tem início na periferia, onde as células apresentadoras de antígenos (APCs) 

apresentam os antígenos para os linfócitos T CD4+ (Figura 11), ativando-os e acarretando na 

geração de subpopulações auto reativas pró-inflamatórias, as células T helper 1 e 17 (Th1 e 

Th17) (Ramos, 2014). No SNC, os antígenos-alvo são reconhecidos (na maioria das vezes por 

proteínas presentes na mielina) pelas células T auto reativas, o que acaba fortalecendo a 

resposta. A células pró-inflamatórias Th1 e Th17 se proliferam, os linfócitos B começam a sua 

maturação para a secreção de anticorpos ativando os macrófagos (Prineas et al., 2012). A EM 

é fundamentalmente, uma doença autoimune mediada por células Th1/Th17 com especificidade 

para antígenos do SNC. Essa afirmativa baseia-se tanto no quadro histológico, que envolve a 

infiltração de macrófagos e linfócitos T e B (Lucchinetti et al., 2000) como no fato de citocinas 

como IFNγ, IL-17 e TNF-α, estarem envolvidas no processo inflamatório e subsequente 

degeneração axonal, morte dos oligodendrócitos e disfunção neuronal (Furuzawa-Carballeda et 

al., 2007). 

O processo de formação das placas desmielinizantes representam o estágio final de 

várias etapas as quais incluem: inflamação multifocal, rompimento da barreira 

hematoencefálica (BHE), desmielinização, remielinização, perda de oligodendrócitos, gliose 

reativa e degeneração axonal e neuronal (Ramagopalan et al., 2011). Os linfócitos T CD4+ 

(reativos à mielina) migram através da BHE para o SNC, de forma ainda não elucidada, 

tornando-se ativos através de um mecanismo de mimetização molecular, e ao encontrarem um 

antígeno específico (neurofasceína, alfa β-cristalina ou proteínas da mielina) dão início a uma 

resposta inflamatória através da produção de citocinas pro inflamatórias, além do recrutamento 

de outras células inflamatórias tais como as células micróglias, os linfócitos B e os macrófagos 

(Compston et al 2008). 
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A EM é considerada uma doença autoimune justamente por este processo 

desmielinizante, induzido quando células específicas do sistema imunológico, os linfócitos Th1 

reconhecem componentes da bainha de mielina, levando a ativação da micróglia e ao 

recrutamento de macrófagos (Hafler et al., 2005). 

A EM possui características histopatológicas bem definidas: a desmielinização 

ocasionada pela destruição da bainha de mielina ou pela morte dos oligodendrócitos, a presença 

de um infiltrado inflamatório composto por linfócitos T, B e de macrófagos, dano ou perda dos 

axônios e gliose caracterizada pelo aumento do número de células da glia na substância branca 

em resposta ao dano sofrido no SNC (Constantinescu et al., 2011). 

 

Figura 10.  Placas de desmielinização. 

 

 

Fonte: ABEM, 2013 

 

Figura 11.  Processo de ativação das células T CD4+. 

 

 

Fonte: Peakman et al., adaptado, 2011 
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1.3.5.4 Formas e diagnóstico 

 Segundo a ABEM existem 4 tipos de EM, que são: 

 

 EM Remitente-Recorrente (EMRR); que ocorre em aproximadamente 85% dos casos. 

Caracteriza-se por surtos ou ataques seguidos por recuperação parcial ou total dos 

sintomas. Biologicamente, caracteriza-se por áreas focais de inflamação e 

desmielinização, que se resolvem ao longo do tempo e conduzem à recuperação dos 

pacientes, até nova recorrência, se encontram estáveis a nível neurológico. Deste 

modo, o dano causado pela inflamação é pelo menos parcialmente reversível. A 

EMRR é forma de EM mimetizada pela EAE, em modelos experimentais com 

camundongos e baixas doses de MOG: 35–55. 

 

 EM Secundária Progressiva (EMSP); é o segundo tipo mais comum de EM uma vez que 

cerca de 80% dos casos de EMRR irão desenvolver EMSP (Fig. 12). EMPS é 

caracterizada por recaídas iniciais de EMRR, que, ao longo do curso da doença, são 

substituídas por declínio funcional progressivo. Indivíduos com EMSP começam com 

disfunção neurológica reversível, mas, por razões desconhecidas, ocorre degeneração 

axonal levando a danos irreversíveis, que se apresenta clinicamente como EM 

progressiva. 

 

 EM Primária Progressiva (EMPP); A EMPP se caracterizada progressiva incapacidade 

dos pacientes sem fases remitentes. Desta forma os pacientes com este subtipo clínico 

sofrem danos irreversíveis os quais acarretem uma progressão lenta, e um aumento da 

deficiência com pouco ou nenhum alívio sintomático. Ocorre em cerca de 10% dos 

casos. 

 

 EM Progressiva Recorrente (EMPR); o subtipo clinico de menor ocorrência, sua 

frequência chega no máximo a 5% dos casos. Este subtipo se caracteriza pela 

deterioração progressiva desde o início dos sintomas, semelhante à EMPP, entretanto 

também envolve ataques agudos ou recaídas. A maior parte do processo biológico é 

clinicamente silencioso e o tamanho da lesão não está correlacionada necessariamente 

com o tamanho ou intensidade da incapacidade. 
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Vale salientar que os vários sintomas podem aparecer em cada um dos quatro tipos 

clinicamente definidos de EM. Não existem orientações de consenso sobre um mínimo de 

exames e testes que se deva fazer quando se existe a suspeita de EM uma vez que várias 

patologias cursam com a desmielinização do SNC que podem mimetizar o ponto de vista clínico 

e laboratorial a EM (Nicoletti et al., 1996). 

 

Figura 12. Tipos de EM no diagnóstico 

 

Fonte: ABEM, 2013 

 

1.3.5.5 Tratamentos atuais  

A EM ainda é uma doença sem cura, o tratamento medicamentoso da EM ainda é motivo 

de discussão, mas as atuais formas de tratamento para a EM, baseiam-se na redução da atividade 

inflamatória e regulação do sistema imune, na tentativa de reduzir os danos e controlar sua 

progressão (Gallud et al., 2006). As principais drogas utilizadas são: glicocorticoides e 

corticosteroides, imunomoduladores, imunossupressores, anticorpos monoclonais e interferon, 

além de outras intervenções como a plasmaferase e o transplante de células-tronco 

hematopoiéticas (Lana-Peixoto et al. 2002). No entanto, estes agentes e intervenções 

apresentam uma eficácia modesta e apresentam altos níveis de toxicidade (Ge et al., 2013). Um 

número cada vez maior de estudos vem mostrando que os inibidores das histonas deacetilases 

(HDAC) têm efeitos benéficos sobre doenças autoimunes e inflamatórias (Ge et al., 2013). 

Partindo dessas informações a crisina já apresentou na literatura efeitos inibitórios in vitro das 

HDAC (Pal-Bhadra et al., 2012; Kanwal et al., 2016) efeitos anti-inflamatórios e recentemente 

Pingili e colaboradores (2019) sugeriram que a crisina também possui efeitos protetores contra 

hepatotoxicidade e nefrotoxicidade induzidas por diversos agentes tóxicos. 
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1.3.5.6 Modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE) 

A EAE é o principal modelo animal para realizar estudo sobre a EM. O modelo foi 

utilizado inicialmente em 1933 por Thomas Rivers. Rivers percebeu que ao administrar extratos 

de cérebro de coelho em macacos Rhesus os macacos desenvolviam um tipo de paralisia e esta 

condição era diretamente dependente da quantidade de mielina que havia no extrato 

administrado no animal (Epps, 2005). Apesar de os modelos experimentais apresentarem 

limitações para a compreensão das doenças humanas, os estudos utilizando a EAE tem sido, de 

fato, muito produtivo desde o início da sua utilização (Mix et al., 2008). 

O modelo da EAE pode ser induzido em diferentes tipos de animais de laboratório após 

a sensibilização com antígenos da mielina, emulsionados em adjuvante completo de Freund 

(CFA) (Gold et al., 2006). As características clínicas e patológicas da doença dependem do auto 

antígeno e dos adjuvantes utilizados, bem como da espécie, e sexo dos animais como 

apresentado na tabela 2 (Van Der Star et al., 2012). 

Além da debilidade motora existem várias outras semelhanças entre a EAE e a EM. A 

presença de infiltrado inflamatório de células T CD4+ e a desmielinização axonal, são algumas 

das características encontradas no cérebro de pacientes com EM e que também são encontradas 

no modelo de EAE (Goverman, 2009). Estas semelhanças entre os dois quadros patológicos 

fazem da EAE um modelo útil no estudo dos mecanismos fisiopatológicos da EM (Goverman, 

2009). 

 

Tabela 2: Modelos clássicos de EAE.  

 

Curso da doença Animal Linhagem Antígeno 

Remitente-recorrente Camundongo SJL ⁄ J PLP:139–151 

Remitente-recorrente Camundongo C57BL ⁄ 6 Low dose MOG:35–55 

Remitente-recorrente Rato Dark agouti MOG:1–125 

Crônica Rato C57BL ⁄ 6 MOG:35–55 

Crônica Camundongo C57BL ⁄ 6 PLP:178–191 

Crônica Camundongo C57BL ⁄ 6 MP4 

Crônica Camundongo Lewis N1 MOG 

Monofásica Rato B10.PL PBM 

Monofásica Camundongo PL ⁄ J PBM 

Monofásica Camundongo Lewis PBM 

 

Fonte: Van Der Star et al., 2012, Adaptada. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Verificar os efeitos do flavonoide crisina em dois modelos animais de doenças 

neurodegenerativas, no modelo da DP induzido pela 6-OHDA e no modelo animal de EM da 

EAE.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1 No modelo da DP induzido por 6-OHDA 

- Analisar parâmetros comportamentais e cognitivos em camundongos após a administração da 

6-OHDA e da crisina (10 mg/kg i.g); 

- Analisar os parâmetros neuroquímicos relacionados ao estresse oxidativo em camundongos 

após a administração da 6-OHDA e do tratamento com crisina (10 mg/kg i.g); 

- Analisar o efeito da crisina na atividade das enzimas Na+, K+-ATPase e NADPH oxidase em 

camundongos após a administração da 6-OHDA; 

- Analisar os níveis da dopamina e seus metabólitos no estriado de camundongos após a 

administração da 6-OHDA e do tratamento com crisina (10 mg/kg i.g);  

 

2.2.2. No modelo de EM da EAE  

- Analisar o efeito da crisina frente os escores clínicos do modelo EAE; 

- Analisar o efeito da crisina na atividade das HATs, HDAC e da GSK-3β após a indução da 

EAE. 

- Avaliar os níveis de citocinas pró-inflamatórias após a indução da EAE e do tratamento com 

crisina (20 mg/kg i.g); 
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3. PRODUÇÃO CIENTÍFICA 

 

 Os resultados que fazem parte desta tese de doutorado estão apresentados sob a forma 

de dois artigos publicados. Os itens Introdução, Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e 

Referências encontram-se nos próprios documentos e representam a íntegra deste estudo. O 

primeiro artigo está publicado na revista “Neuroscience Letters”. O segundo artigo está 

publicado na revista “Journal of Neuroimmunology”.  
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3.1. Artigo 1  

 

Crisina protege contra alterações comportamentais, cognitivas e neuroquímicas em um 

modelo da doença de Parkinson induzido por  6-hidroxidopamina. 

 

Lucian Del Fabbro, André Rossito Goes, Cristiano Ricardo Jesse, Marcelo Gomes de Gomes, 

Leandro Cattelan Souza, Fernando V. Lobo Ladd, Aliny A.B. Lobo Ladd, Ricardo Vinicius 

Nunes Arantes, Astor Reis Simionato, Mauro Schneider Oliveira, Ana Flávia Furian, Silvana 

Peterini Boeira. 

 

Neuroscience Letters 706 (2019) 158–163. 

  



24 

 



25 

 

 

 



26 

 

 



27 

 



28 

 

 

 

 



29 

 

 

 

 

 

    



30 

 

 

 

3.2. Artigo 2 

 

Crisina suprime as respostas imunes e protege contra encefalomielite autoimune 

experimental em camundongos. 

 

Lucian Del Fabbro, Marcelo Gomes de Gomes, Leandro Cattelan Souza, André Rossito Goes, 

Silvana Peterini Boeira, Mauro Schneider Oliveira, Ana Flávia Furian, Cristiano Ricardo Jesse 

 

Journal of Neuroimmunology, Volume 335, 15 de outubro, 577007. 
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   4. DISCUSSÃO 

 

As doenças neurodegenerativas são caracterizadas por disfunções progressivas e perda 

lenta de neurônios. O envolvimento dos sistemas funcionais difere entre os distúrbios e está 

associado a um amplo espectro de sintomas clínicos. Além da perda neuronal em diferentes 

regiões anatômicas são descritas características bioquímicas e histopatológicas como o espectro 

de depósitos proteicos presentes em diversas dessas doenças (Kovacs, 2018).  O elevado 

número de combinações de doenças com características neurodegenerativas implica em um 

vasto painel de proteínas relacionadas à neurodegeneração juntamente com marcadores que 

refletem a dinâmica da doença (por exemplo, fatores neuroinflamatórios ou de sinalização) no 

corpo (Kovacs et al., 2010). Ao longo do tempo, muitas plantas têm sido usadas para o 

tratamento de problemas mentais. No início, eram principalmente plantas contendo alcalóides; 

de fato sabe-se que os alcalóides interagem fortemente com os receptores do sistema nervoso 

central, entretanto nos últimos anos, tem-se dado especial atenção aos flavonóides, que se 

mostraram eficazes contra muitas patologias neurodegenerativas (Airoldi et al., 2018). Neste 

contexto o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do tratamento com crisina em 

diferentes modelos de doenças neurodegenerativas, a DP e a EM. Para isto foi utilizado um 

modelo experimental crônico da DP que induz toxicidade neuronal dopaminérgica nigrostriatal, 

o modelo da 6-OHDA em camundongos e a EAE um modelo animal de EM, que é 

frequentemente usado para estudos da patogênese e intervenções terapêuticas para esta doença. 

No estudo com a 6-OHDA conseguimos demonstrar efeitos protetores do tratamento com 

crisina em testes comportamentais e cognitivos, bem como em parâmetros neuroquímicos 

(estresse oxidativo, neuroinflamação e metabolismo da dopamina) em camundongos fêmeas 

idosas. Já no modelo da EAE o tratamento com crisina atenuou o escore clínico médio da 

doença, mitigou o aumento da atividade de HDCA e da GSK-3β induzidos pela EAE, bem 

como reestabeleceu a atividade de HAT3 e HAT4, além disso protegeu contra marcadores de  

neuroinflamação em camundongos. 

Tanto a DP como o modelo de 6-OHDA estão diretamente relacionados com a perda de 

neurônios dopaminérgicos na SNc. Neste estudo mostramos que a crisina protege contra uma 

diminuição nos níveis de DA, DOPAC e HVA induzida pela 6-OHDA. Goes et al. (2018) 

relataram efeitos protetores semelhantes com o tratamento da crisina em camundongos 

C57B/6J, reforçando a relação entre os efeitos protetores da crisina e o metabolismo da 

dopamina no modelo de PD induzido por 6-OHDA. Sabe-se atualmente que a perda 

significativa de neurônios dopaminérgicos na SNc resulta no desenvolvimento de sintomas 
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comportamentais típicos da PD, como tremor, rigidez e bradicinesia (Becker et al., 2018). No 

entanto, é reconhecido que os pacientes com DP frequentemente sofrem de sintomas não 

motores, como disfunção autonômica e deterioração cognitiva (Chaudhuri & Schapira, 2009). 

Nós constatamos que o tratamento sistêmico com crisina atenuava a rotação contralateral e a 

piora cognitiva relacionado com  déficits de aprendizado espacial  no labirinto de Barnes e o e 

déficits de memória (precocee tardia) no teste de esquiva passiva. Além disso, o declínio da 

memória relacionada à idade já foi parcialmente retardado pela crisina com uma dose de 1 

mg/kg e normalizada na dose de 10 mg/kg (Souza et al., 2015). Usando um tratamento similar, 

Goes et al. (2018) relataram que a crisina também atenuou as rotações induzidas pela 

apomorfina (discinesia) em camundongos.  

O óxido nítrico (NO) tem muitos papéis fisiológicos no sistema nervoso. No entanto, 

em condições patológicas como a DP, ele pode contribuir tanto para o estresse oxidativo como 

para a neurodegeneração (Kavya et al., 2006). Por exemplo, o excesso de NO contribui para a 

morte de neurônios dopaminérgicos e, eventualmente, o desenvolvimento de sintomas de DP 

(Kavya et al., 2006). Neste contexto, nós demonstramos um aumento na síntese de NO 

concomitante ao aumento da geração de RS e dos níveis de HNE (um índice de peroxidação 

lipídica) em camundongos tratados com 6-OHDA. Além disso, a diminuição dos níveis de GSH 

e o aumento da atividade da NADPH oxidase indicam ainda condições favoráveis à ocorrência 

de estresse oxidativo após a injeção de 6-OHDA. Isso é particularmente interessante 

considerando que a GSH é uma importante defesa antioxidante e que a NADPH oxidase é uma 

enzima geradora de RS que produz uma grande quantidade de RS no cérebro e desempenha um 

papel fundamental na neurodegeneração dopaminérgica na DP (Zhou et al., 2018). É importante 

ressaltar que a crisina preveniu todas as alterações relacionadas ao estresse oxidativo induzidas 

pela injeção de 6-OHDA em camundongos fêmeas idosas, apoiando a ideia de que um 

mecanismo importante subjacente a seus efeitos benéficos no modelo 6-OHDA de PD é a 

melhoria de equilíbrio redox. De acordo com essa visão, é notável notar que 

a crisina demonstrou efeitos antioxidantes similares em modelos de prejuízo cognitivo 

relacionado à idade (Souza et al., 2015) e estresse leve imprevisível crônico (Borges et al., 

2015). 

Considerando os potenciais alvos do estresse oxidativo, a Na+,K+-ATPase parece ter um 

papel chave, uma vez que sua atividade é suscetível à RS, produtos de peroxidação lipídica e 

oxidação de grupos sulfidrilas (Dobrota et al., 1999). No presente estudo, a crisina preveniu o 

aumento da atividade da enzima Na+,K+-ATPase, desencadeada pela 6-OHDA.  A proteção da 

atividade da Na+,K+-ATPase pode representar um potencial mecanismo subjacente aos efeitos 
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benéficos da crisina sobre os testes comportamentais e cognitivos. Até certo ponto, nossos 

resultados vão de encontro aos de Khadrawy e colaboradores (2017) que relataram que a cafeína 

atenuou o estresse oxidativo  e o comprometimento da atividade da Na+,K+-ATPase no modelo 

de PD induzido pela rotenona. Além do estresse oxidativo, a inflamação crônica está associada 

com amplo espectro de doenças neurodegenerativas relacionadas à idade, incluindo AD, 

esclerose lateral amiotrófica e DP (McGeer & McGeer, 2004). As respostas inflamatórias como 

ativação de microglia e acúmulo de mediadores inflamatórios no estriado desempenham um 

papel na progressão da DP (Goes et al., 2018). De fato, as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e 

IL-1β induzem danos neuronais e, portanto, a supressão da sua sinalização é importante no 

tratamento de doenças neurodegenerativas (McGeer & McGeer, 2004). Assim, nossos 

resultados concordaram com essa visão, uma vez que a crisina diminuiu o aumento do TNF-α 

e da IL- 1β no estriado de camundongos fêmeas idosas induzido pela 6-OHDA. Esses resultados 

corroboram com a eficácia da crisina contra a neuroinflamação, já demonstrada usando modelos 

in vitro (Lee et al., 2017) e modelos in vivo (Goes et al., 2018). 

Uma das principais características do modelo de EAE induzido por MOG é a redução 

do peso corporal e aparecimento de sintomas como paralisia do tórax e dos membros posteriores 

(Giacoppo et al., 2015). Como esperado, os camundongos do grupo EAE/veículo perderam 

peso e apresentaram os maiores escores da doença (cerca de 5 pontos na escala de classificação 

da doença), resultados em concordancia com estudos anteriores de Giacoppo et al., (2015), 

Khezri et al., (2018) e Mahmoodi et al. (2019). O tratamento com crisina na dose de 20 mg/kg 

protegeu os camungongos contra a indução da doença, atrasando o início dos sinais e atenuando 

os escores clínicos. 

Os efeitos neuroprotetores e imunossupressores dos inibidores da histona desacetilase 

(HDACi) sugerem que o HDACi pode potencialmente ser útil para o tratamento de doenças 

neuroinflamatórias incluindo EM. No presente estudo, a crisina modulou a atividade da HDAC 

bloqueando o aumento da atividade em camundongos tratados com EAE. A inibição de HDACs 

pela crisina foi previamente relatada in vitro por Pal-Bhadra et al. (2012) e Kanwal et al. (2016). 

Neste estudo mostramos pela primeira vez que a inibição da HDAC pela crisina também ocorre 

in vivo. Estudos recentes sugerem as potenciais vantagens na utilziação de inibidores da GSK-

3β e de HDAC em vários modelos in vitro e in vivo de doenças neurológicas (Sharma & Talyan, 

2015). No presente estudo o tratamento com crisina reduziu os níveis de GSK-3β do grupo 

EAE/crisina e inibiu a atividade da HDAC, concordando com o cenário descrito por Bardai et 

al., (2015), que propôs uma possível ligação entre GSK-3β e histona desacetilases (HDACs). 

Além disso, Ryves et al. (2005) relataram que o cloreto de lítio (LiCl), um estabilizador de 
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humor bem conhecido, possivelmente age via inibição de GSK-3β e HDAC. Além disso, o 

ácido valpróico (VPA) é um inibidor da HDAC e também da GSK-3β, e tem sido amplamente 

usado na clínica como agente farmacológico no tratamento de epilepsia, transtorno bipolar, 

atrofia muscular espinhal e enxaqueca por quase 50 anos (Cho et al., 2012; Wang et al., 2015). 

Estas linhas de evidência apontam claramente para uma possível ligação entre GSK-3β e HDAC 

nos processos neurodegenerativos envolvidos na neuroinflamação. Em relação a este ponto, a 

atenuação simultânea de HDAC e GSK-3β pode também explicar os efeitos neuroprotetores da 

crisina no modelo da EAE. 

A homeostase adequada da acetona das histonas é mantida pela atividade antagônica de 

histonas acetiltransferases (HATs) e HDACs que ativam e reprimem a expressão gênica, 

respectivamente (Panikker et al., 2018). No presente estudo, o tratamento com crisina aumentou 

as HAT3 e HAT4, enzimas com função oposta à HDAC e que são diminuídas durante 

neurodegeneração (Schmalbach et al., 2010). Assim, o uso de inibidores de HDAC tem sido 

considerado uma aboradagem terapêutica atrativa (Garbes et al., 2013). Além da crisina, outros 

compostos bioativos também podem regular HATs e HDACs. Priyadarsini et al., (2011) 

relataram que a quercetina inibe a HDAC e Ruiz et al. (2007) relataram que a quercetina inibe 

a expressão de TNF, IFN-γ e proteína inflamatória 2 de macrófagos (MIP-2) além de 

modificações pós-traducionais (acetilação e fosforilação) de HAT3. 

A desregulação do sistema imunológico na EAE/MS é um aspecto fundamental na 

iniciação e progressão da doença. A autoimunidade mediada por células T CD4+ é amplamente 

considerada como um dos aspectos mais importantes da patogênese da EM (Zhang et al., 2015). 

A resposta imune na EM é geralmente considerada deslocada para a produção da citocina Th1, 

incluindo TNF e IFNγ (Kleinewietfeld et al., 2014; Zhang et al., 2014). No entanto, estudos 

recentes indicaram que células Th17 produtoras de IL-17 estão envolvidas e são tão críticas 

quanto as células Th1 (Kebir et al., 2009). Sabe-se atualmente que a linhagem Th1 pode ajudar 

as células Th17 a invadir o cérebro e medula espinhal, assim, desencadear EAE (Reboldi et al., 

2009). No presente estudo, o tratamento com crisina reduziu as citocinas pró-inflamatórias 

IFNγ, TNF e IL-17, corroborando  com os dados descritos por Meng et al., (2017). Com base 

nos nossos resultados demonstramos que a crisina apresentou efeitos protetores contra os 

modelos animais da DP e da EM. Estes efeitos podem ser atribuídos às propriedades 

antioxidantes, antiinflamatórias e neuroprotetoras relatadas para a crisina. 

 

  



42 

 

5. CONCLUSÕES 

O presente trabalho demonstrou o efeito protetor da crisina frente a dois modelos de 

doenças neurodegenerativas (figuras 13 e 14) 

Desta forma o presente estudo expõe a crisina como um importante alvo para mais 

estudos e espera-se que futuramente venha a ser um auxiliar ao tratamento à esclerose múltipla 

e a doença de Parkinson. 

 

Figura 13. Mecanismo de ação da crisina no modelo da DP 

 

 

Figura 14. Mecanismo de ação da crisina no modelo da EM 
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6. PERSPECTIVAS 

Com o objetivo de elucidar o papel do tratamento com crisina na reversão da 

neurodegeneração no modelo de esclerose múltipla esperamos poder verificar se a crisina reduz 

o infiltrado inflamatório de células T CD4+ o qual é característico tanto na EM como também 

na EAE. Devido ao fato do nosso grupo de pesquisa já ter apresentado um número considerável 

de artigos utilizando a crisina frente ao modelo de 6-OHDA, esperamos poder testar seus efeitos 

frente a outros modelos da DP (por exemplo a utilização do MPTP). Além disso pretendemos 

utilizar a crisina em outros protocolos de doenças neurodegenerativas como a doença de 

Huntington e a epilepsia.  
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