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As doencas neurodegenerativas sdo patologias com grandes impactos sociais e econémicos. Os
disturbios cerebrais sdo condi¢cdes patoldgicas os quais a cirurgia corretiva ndo pode ser
amplamente utilizada, devido a isso os tratamentos sdo baseados em medicamentos que apenas
aliviam os sintomas. Varios estudos observacionais e epidemiolégicos sugerem que uma dieta
rica em flavonoides melhora a funcdo cognitiva e previne distirbios neurodegenerativos em
humanos. A crisina faz parte da classe flavona dos flavonoides e pode ser encontrada
naturalmente no mel, prépolis e varias espécies de plantas como a Passiflora coerulea. Em
geral, a crisina exibe vérias atividades bioldgicas e efeitos farmacoldgicos, incluindo atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, anticancerigenas, antivirais e neuroprotetora. Neste contexto
a doenca de Parkinson (DP) é um distdrbio neurodegenerativo progressivo que afeta pessoas
idosas em todo 0 mundo. A DP é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela progressiva
degeneracéo do sistema nigrostriatal e perda substancial de neur6nios da substancia negra parte
compacta (SNc), além da deplecéo de dopamina (DA). A esclerose maltipla (EM) € uma doenca
inflamatoria crénica, desmielinizante, que resulta em disturbios neurodegenerativos no sistema
nervoso central (SNC). A EM é considerada uma das mais intrigantes doencas neurologicas em
virtude de seu carater autoimune, crénico, 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 analoga da DA, quando
administrada diretamente no corpo estriado de animais destréi seletivamente os neurbnios
nigrostriatais dopaminérgicos. Neste estudo nos demonstramos um efeito protetor da crisina na
dose de 10 mg/kg (intra gastrica—i.g) contra altera¢cBes comportamentais e cognitivas, aumento
dos marcadores enzimaticos e ndo enzimaticos de estresse oxidativo e da neuroinflamagéo.
Além disso, a crisina protegeu contra reducdo nos niveis de DA e seus metabolitos.
Experimentalmente o modelo animal mais usado para o estudo da EM é o modelo denominado
encefalomielite autoimune experimental (EAE) um modelo animal de doenca do SNC, o qual
é induzido por imunizagdo com antigenos derivados de mielina, usada em laboratdrio para a
investigacdo da EM por se assemelhar a essa condi¢do 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 clinicos do modelo. A crisina inibiu a atividade da histona
deacetilase (HDCA) bem como da glicogénio sintase kinase-3p (GSK-3p), reduziu os niveis
das citocinas pro inflamatorias, além de regular as histonas acetiltransferases 3 e 4 (HATS3,



Vi

HAT4). O presente trabalho demonstrou o efeito protetor da crisina frente a dois modelos de
doencas neurodegenerativas, expondo a crisina como um importante alvo para mais estudos.
Espera-se que futuramente a crisina venha a ser um auxiliar no tratamento a EM e a DP.

Palavras-chave: Neurodegeneragao, neuroprotecdo, neuroinflamacéo, nutracéutico



vii

ABSTRACT
Doctoral Thesis
Program of Post-Graduation in Biochemistry

Federal University of Pampa

EFEITO DO FLAVONOIDE CRISINA EM MODELOS DE DOENCAS
NEURODEGENERATIVAS

Author: Lucian Del Fabbro
Advisor: Ana Flavia Furian
Co-advisor: Cristiano Ricardo Jesse
Place and Date of defense: Itaqui-RS, July 13, 2019.

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), 34
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.9) reduced weight loss and attenuated clinical signs by model. Moreover, chrysin blunted the
EAE-induced increase in histone deacetylase (HDCA) activity, glycogen synthase kinase-3p3
(GSK-3p) 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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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de dois artigos
cientificos ja publicados e estio em sua integra na se¢do “PRODUCAO CIENTIFICA”. As
secOes Introdugdo, Materiais e Métodos, Discussdo, Conclusdo e Referéncias Bibliograficas
encontram-se nos artigos e representam a integra deste estudo. Os itens DISCUSSAO E
CONCLUSOES, encontram-se no final desta tese e apresentam interpretagdes e comentarios
gerais sobre os artigos cientificos neste trabalho. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
referem-se somente as citacdes que aparecem itens INTRODUCAO e DISCUSSAO desta tese.



1. INTRODUCAO

1.1. Flavonoides

Flavonoides sdo compostos polifendlicos derivados de plantas e naturalmente presentes
em frutas, graos, legumes, raizes, cascas, flores, caules, cha e no vinho (Zeinali et al., 2017).
Estéo presentes na dieta humana rica em vegetais e frutas sdo considerados micronutrientes
(Benavente-Garcia et al., 1999). Estima-se que a ingestao de flavonoides na dieta humana varia
entre 50 e 800 mg por dia ou mais, se 0s suplementos alimentares forem administrados e
considerados (Pietta, 2000).

J& foram descobertos mais de 6.000 flavonoides os quais sdo divididos em 6 principais
classes (Benavente-Garcia et al., 1999). Os flavonoides compdem uma ampla classe de
substancias de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Os flavonoides sdo
derivados da reacdo de condensacdo do acido cindmico com grupos malonil-CoA e a sua
classificacdo é relativa ao nivel de oxidacdo verificado em suas estruturas quimicas (Lopes et
al., 2003).

Nas plantas, os flavonoides fornecem protecdo contra agentes externos (radiacdo UV,
parasitas e virus), regulam enzimas envolvidas no metabolismo celular e possuem propriedades
antioxidantes (Manach et al., 2004). A estrutura quimica dos flavonoides (Fig. 1) esta baseada
no nucleo flavilium, o qual é composto de trés anéis fendlicos. O primeiro anel € composto por
um benzeno o qual é condensado com o sexto carbono do terceiro anel, que na posicao 2 carrega
um grupo fenila como substituinte. O terceiro anel é um pirano heterociclico, denominado de
ndcleo flavana (Peterson & Dwyer, 1998).

Os flavonoides sd@o o maior grupo de metabdlitos secundarios de plantas, possuem
diversas atividades bioldgicas benéficas para a salde humana. Cada vez mais pesquisas sobre
os flavonoides tem ocorrido devido sua acdo em diversos mecanismos fisioldgicos e um grande

namero de vias de sinalizacdo as quais estdo envolvidas em diversas doencas (Pietta, 2000).



Figura 1. Estrutura quimica geral dos flavonoides.

Fonte: Mani et al., 2018.

1.1.1. Flavonoides e doencas neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas sao condicGes patologicas graves, as quais em muitos
casos ndo possuem tratamentos eficazes como no caso da doenca de Alzheimer (AD), a DP, a
EM, a doenca de Huntington (DH) e esclerose lateral amiotréfica (ELA) (Cheyuo et al., 2019).
Os principais eventos moleculares e celulares que causam a neurodegeneragao Sao o estresse
oxidativo, a deposicdo de agregados protéicos, a neuroinflamacdo, o comprometimento da
funcdo mitocondrial e a apoptose (Hoglund & Salter, 2013). Os polifendis podem ser
considerados compostos com potencial neuroprotetor devido a sua capacidade de influenciar e
modular estes processos celulares chaves implicados na neurodegeneracdo. Os flavonoides sdo
particularmente a classe de polifendis de maior interessante, 0 mais abundante subgrupo de
polifendis, amplamente presente na alimentacdo humana através de alimentos e bebidas
(Solanki et ., 2015; Vauzour et al., 2008).

Estudos sobre a atividade antioxidante de flavonoides sugerem a relacdo da presenca de
hidroxilas na bioatividade destes compostos (Pushpavalli e al., 2010). Mais especificamente, a
capacidade antioxidante de um flavonoide geralmente esta relacionada com a sua hidroxilagédo
(Pushpavalli e al., 2010). Além disso varios estudos sugerem um potencial papel neuroprotetor
e antiinflamatorio dos flavonoides (Spagnuolo et al., 2018). Nosso grupo ja demonstrou que 0
flavonoide hesperidina apresenta efeito antidepressivo dependente da inibicdo 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 laboratério é a crisina, que possui efeitos antidepressivos, antioxidantes, anti-
inflamatdrios, antiapoptoticos e neuroprotetores (Borges et al., 2015, Souza et al., 2015, Goes
et al., 2018, Del Fabbro et al., 2019).



1.2 Crisina

Neste contexto o flavonoide crisina (5,7-dihidroxiflavona) (CisH1004) 0 qual possui
uma estrutura quimica comum, consistindo de dois anéis fundidos, A e C, e um anel fenilico,
B, ligado a segunda posicao do anel C, compartilha a estrutura de uma flavona comum, com
um grupo hidroxila adicional na quinta e na sétima posi¢do do anel A (Fig. 2) (Mani & Natesan,
2018). A crisina pode estar presente em diversos tipos de méis, propolis, 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 vérias atividades bioldgicas e efeitos farmacologicos,
incluindo atividades antioxidantes, antiinflamatdrias, anticancerigenas, antivirais e
neuroprotetoras. (Borges et al., 2015; Goes et al., 2018; Mani & Natesan, 2018; Souza et al.,
2015).

Figura 2. Estrutura quimica da crisina.
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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 concentracdo viavel in vivo, a qual, por sua vez,
depende da solubilidade destes compostos (Nabavi et al., 2015). Ao contrario de outros
flavonoides, os beneficios terapéuticos da crisina sdo limitados devido sua baixa
biodisponibilidade e absor¢do (Mani & Natesan, 2018). Walle et al., (2001) relataram que apos
uma administracdo Unica de 400 mg em sete voluntarios saldaveis as concentragdes de crisina
permaneceram inalteradas, apresentando uma taxa de de ligacdo plasmatica proxima a 99%.
Entretanto a intensificagdo dos estudos com crisina iniciam apds o relato de a crisina ser um

potente inibidor da aromatase (Sanderson et al., 2004). Mais recentemente cresce o numero de



evidéncias dos efeitos potenciais da crisina como agente farmacoldgico (Mani & Natesan,
2018). Além do potencial antioxidante (Pushpavalli et al., 2010), a crisina ja tem sido
apresentada como tendo efeitos anti-inflamatorios (Borges et al., 2015; Goes 2018), anti-
depressivos (Borges et al., 2015), anti-hiperlipidémicos (Zarzecki et al., 2014), anticancer
(Deldar et al., 2018), epigeneticos (Kanwal et al., 2016), neuroprotetores (Souza et al.,2015;
Goes et al.,2018), e efeitos positivos no sistema reprodutor masculino de camundongos (Ciftci,
etal., 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 doencas em animais. De particular importancia, Mercer et al. (2005) sugeriram que
a crisina pode proteger os neurdnios de insultos oxidativos e apoptéticos, assim como He et al.
(2012) demonstraram que a crisina melhorou déficits cognitivos e danos cerebrais induzidos
pela hipoperfuséo cerebral crénica em ratos. Souza et al., 2015 demonstraram que o tratamento
com crisina atenua o comprometimento da memdria relacionada a idade em camundongos, bem
como Mehri et al.,, (2014), demonstraram que a crisina suprimiu significativamente as
alteragBes no indice comportamental em ratos wistar durante o tratamento com acrilamida
(quimico industrial toxico, conhecido pela sua neurotoxicidade), Xiao et al., (2014) relataram
que a crisina retardou o inicio e a gravidade dos sintomas clinicos da NAE (Neurite autoimune
experimental, conhecido modelo animal da sindrome de Guillain barré) estes efeitos benéficos
foram associados a reducéo da inflamacéo e da desmielinizacdo dos nervos ciaticos. Aishwarya
&. Sumathi (2015) relataram que a crisina pode mitigar os danos oxidativos e a disfungéo
cognitiva associada a AD induzida por p-amil6ide 25-35 em ratos wistar, recentemente Sumathi
et al., (2016) relataram um efeito neuroprotetor da crisina contra a neurotoxicidade induzida
pelo &cido-3-Nitropropiénico (3-NP) em ratos wistar, (0 3-NP é um inibidor irreversivel do
complexo mitocondrial-Il que causa desregulacdo transcricional, falha bioenergética,
agregacao proteica e dano oxidativo semelhante a DH).

1.3 Doencas neurodegenerativas

A neurodegeneracdo € caracterizada por uma perda lenta e progressiva de células
neuronais em regides especificas do cerebro e da medula espinhal, representando a condicéao
patologica de vérias doencas neurodegenerativas. Outra caracteristica comum das doencas

neurodegenerativas, como a AD, EM, DP, DH e ELA, ¢ a evidéncia de que estresse oxidativo



e nitrosativo contribuem para a morte das células neuronais e, assim, o desenvolvimento dessas
doencas (Grosso et al., 2013).

A neuroinflamacdo também esta intimamente relacionada a patogénese das doencas
neurodegenerativas. As células da microglia no sistema nervoso central (SNC), séo
consideradas as principais células responsaveis pela neurotoxicidade mediada pela inflamacéo
(Grosso et al., 2013), elas podem secretar citocinas pré-inflamatorias e mediadores
neurotoxicos, como o fator de necrose tumoral (TNF), prostaglandina (PG) E2, interleucinas
NF-kB, radicais livres como NO e O2", 0s quais contribuem para a lesdes neuronais (Zheng et
al., 2008). Enquanto a ativacdo microglial € um mecanismo de defesa natural contra lesdes do
SNC, a persisténcia da ativacao é associada com a perda de neurénios na AD e DP (Elsisi et al.,
2005).

1.3.1 Doengas neurodegenerativas e a neuroinflamacao

A neuroinflamacgdo, ou entdo, a ativagdo das células neuroimunes da microglia e
astrocitos em seu estado pro-inflamatério, tem sido implicada como um dos fatores patoldgicos
em diversas doencas neurodegenerativas (Schain & Kreisl, 2017).

Sabe-se que as células imunoldgicas periféricas sdo consideradas incapazes de penetrar
a barreira hematoencefalica. Em vez disso, as células gliais, micréglia e astrocitos, sdo 0s
principais constituintes de um sistema neuroimune dedicado, e sua interagdo com o sistema
imunolodgico periférico é pouco compreendida (Kanegawa et al., 2016). As células gliais
fornecem funcionalidade pro e anti-inflamatoria e participam de varias fungdes sob condicdes
basais e durante as doengcas, incluindo fagocitose, liberacdo de esteroides, reducédo de radicais
livres e reparo celular (Kanegawa et al., 2016). As funcbes pré-inflamatdrias, incluindo a
liberacdo de citocinas e consequente formacdo de espécies reativas de oxigénio, podem
danificar os neurdnios saudaveis, causando disfuncdo sinaptica, perda de sinapses e morte
neuronal. Portanto, um desequilibrio entre as funcgdes pré-inflamatérias e reparatérias das
ceélulas neuroimunes pode resultar em lesdo do SNC. Embora os efeitos prejudiciais de tal
desequilibrio sejam reconhecidos na doenga neuroimunolégica classica, como a esclerose
multipla, evidéncias crescentes sugerem que a ativacao crénica de baixo nivel das células da
glia pode contribuir para alteracbes patoldgicas encontradas em muitas doencas
neurodegenerativas (Schain & Kreisl, 2017).



1.3.2 Doencas neurodegenerativas e epigenética

A epigenética representa todas as mudangas hereditarias ou ndo hereditarias que nao
estao relacionadas as sequéncias modificadas de DNA e levam a uma expressao ou tradugdo
alterada do genoma. Operando através de muitos mecanismos, incluindo metilacdo de DNA,
modifica¢des de histonas e interferéncia no RNA. Entre estas modifica¢cdes a mais amplamente
estudada ¢ a acetilagdo e desacetilagdo nos residuos de lisina que sdo realizadas por histonas
acetiltransferases (HAT) e histonas deacetilases (HDAC), respectivamente (Kucukali et al.,
2015).

Embora o conceito de regulagdo epigenética da expressao génica tenha mais de 70 anos,
o campo da epigenética explodiu recentemente, com 98% das pesquisas epigenéticas publicadas
nos ultimos 15 anos (Sweatt, 2013). Muitas funcdes do SNC tém componentes epigenéticos
significativos, incluindo determinacao do destino das células-tronco neurais, plasticidade neural
e aprendizado e memoria (Neal & Richardson, 2018).

Virios estudos também investigaram a intervencdo farmacoldgica de mecanismos
epigenéticos em doengas neurodegenerativas (Neal & Richardson, 2018). Isso ndo ¢
surpreendente, ja que a idade ¢ o principal fator de risco para varias doengas
neurodegenerativas, incluindo AD e DP, e o aumento da idade tem sido associado a alteracdes
na metilacilo do DNA (Hernandez, et al., 2011). Os pacientes com AD exibiram maior
metilacdo de elementos repetitivos de DNA em comparacdo aos controles, o que poderia
resultar em niveis alterados de metilacdo global do DNA (Bollati et al., 2011). Na DP, os
mecanismos epigenéticos tém sido sugeridos para desempenhar um papel substancial, com
diminui¢do da metilagdo do gene da a-sinucleina (Neal & Richardson, 2018). Goschl et al.
(2018) demonstraram que camundongos HDACI1-cKO sdo resistentes a induc¢do da
encefalomielite autoimune experimental (EAE), sugerindo que a inibigdo seletiva das HDAC

pode ser uma nova estratégia de tratamento da EM.

1.3.3 Neuroinflamacgao, epigenética e a GSK-3p

Apesar da influéncia bem reconhecida da GSK-38 em numerosas fungdes celulares, a
GSK-3 como uma quinase que regula a inflamagdo ¢ um conceito relativamente novo (Duda
et al., 2018).

Devido a barreira hematoencefalica, a inflamacéo sistémica tem geralmente apenas um
impacto limitado no cérebro. No entanto, quando esta barreira é rompida, as células do sistema
imunoldgico se infiltram no cérebro. Elas representam uma tentativa necessaria para restaurar

a homeostase cerebral, mas também podem ser prejudiciais, caso se tornem crénicas (Duda et



al., 2018). A observacdo de que a GSK3 influencia o equilibrio entre a producéo de citocinas
pré e anti-inflamatérias na micréglia e em outros fatores que contribuem para a resposta
inflamatdria cerebral como os astrcitos fornecem novas alternativas no tratamento de doencas
neurodegenerativas (Pefia-Altamira et al., 2017). A literatura demonstra que a GSK-3p regula
mais de 20 fatores de transcricdo os quais resultam na estimulacdo de células gliais
(principalmente microglia e astrocitos) e na manutencdo do equilibrio entre estados pro-
inflamatdrios e anti-inflamatorios, seja na microglia ativada como nos astrdcitos, a GSK3
promove a liberacdo de IL-1p, IL-6, TNFa e 6xido nitrico (NO) e inibe a liberagao de citocinas
anti-inflamatorias, como a IL-10 (Cao et al., 2017; Pefia-Altamira et al., 2017). A micréglia
geralmente responde primeiro a lesdo, enquanto os astrocitos reforcam a resposta inflamatoria
(Duda et al., 2018). Além desta ligacdo entre a GSK3 e a neuroinflamacdo estudos recentes
sugerem uma ligacdo entre a ativacdo das HDACs resultante da fosforilacdo GSK-3f o qual
promoveria a morte de células neurais (Bardai & D’Mello 2011). Vérios estudos vém
demonstrando que a inibi¢do conjunta da GSK-33 e HDAC pode ser eficaz contra distarbios
neuroldgicos (Bardai et al., 2015). Sharma & Talyan, 2015 relataram que a inibi¢do conjunta
da GSK3p e HDAC reduziram déficits cognitivos induzidos por estreptozotocina em ratos,
Simone e colaboradores (2019) relatam terem descoberto o primeiro agente inibidor duplo da
GSK-3p3 e HDAC o qual foi considerado um composto promissor no combate a disfungdes

tipicas da doenca de Alzheimer.

1.3.4 Doenca de Parkinson (DP)

1.3.4.1 Epidemiologia

A DP é um disturbio neurodegenerativo caracterizado por caracteristicas motoras e ndo
motoras, sintomas psiquiatricos, como depressao, ansiedade e psicose (Schneider et al., 2017).
A prevaléncia 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 € de 2,0% para homens e 1,3% para mulheres
(Elbaz et al., 2002). Estima-se que a DP atinja mais de 2% da popula¢do com mais de 65 anos
de idade (Song et al., 2016) aumentando o 6nus social e econdmico para as sociedades a medida
que a populagéo 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 énus econdmico da DP ultrapassou os US$ 14,4
bilhdes em 2010 (aproximadamente US$ 22.800 por paciente) e projeta-se que estes valores

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



estudos epidemioldgicos no Brasil, contudo acredita-se que exista cerca de 200 mil portadores
da DP (Fernandes & Filho, 2018).

A doenca de Parkinson € reconhecida como o disturbio neurodegenerativo mais comum
apos a DA (Kalia & Lang 2015). A prevaléncia da doenca 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 comparagdo com paises africanos, asiaticos
e arabes (Muangpaisan et al., 2009).

O risco da DP é determinado pela interacdo complexa e efeitos compostos de fatores de
riscos genéticos e ndo genéticos (Bellou et al., 2016). Progressos substanciais foram feitos na

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

1.3.4.2 Doenga de Parkinson: Manifestagdes clinicas

Os sintomas motores classicos da DP foram reconhecidos como componentes
proeminentes da doenca desde a descricdo inicial realizada por James Parkinson no Século XI1X,
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 caracteristicas motoras em pacientes com
DP séo heterogéneas, 0 que levou a varias tentativas de classificar os subtipos da doenca.
(Marras & Lang, 2013). Um consenso sobre a classificacdo dos subtipos da DP ainda néo foi
estabelecido, mas observacdes clinicas empiricas sugerem dois subtipos principais: DP com
tremor dominante (com relativa auséncia de outros sintomas motores) e DP ndo tremor-
dominante (que inclui fenotipos descritos como sindrome acinético-rigida e instabilidade
postural no caminhar). A DP tremor-dominante é frequentemente associada com uma taxa de
progressdo mais lenta que a DP ndo tremor-dominante (Jankovic et al., 1990). Além disso,
possiveis subtipos da doenca com caracteristicas ndo motoras incluem disfuncdo olfativa,
comprometimento cognitivo, sintomas psiquiatricos, sonoléncia diurna excessiva, disfungédo
autondmica, dor e fadiga (Kalia & Lang 2015). Esses sintomas sdo comuns no inicio da DP e

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

1.3.4.3 Fisiopatologia
Os baixos niveis de dopamina (DA) (Fig. 3), a morte progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra parte compacta (SNc) (Fig.4), presenga de incluses

citoplasmaticas denominadas “corpos de Lewy” (LB) (formados principalmente por filamentos



de proteinas como a-sinucleina) (Fig. 5), recrutamento e ativacdo de micréglia e astroglia na
SNc e o subsequente desenvolvimento de um processo inflamatério sdo as marcas patolégicas
da DP (Raza et al., 2019).

A SNc contém os neurbnios nigrostriatais e 0s projeta para o putamen. O padrdo de
perda de células da SNc aparece em paralelo aos niveis de expressdo do transportador de
dopamina (DAT) e é consistente com a concluséo de que a perda de DA é mais exacerbada no
putdmen dorsolateral, o principal local de projecdo para esses neurdnios. No inicio dos
sintomas, a DA do putdmen estd depletada em torno de 60 a 80%. Os neurdnios
dopaminérgicos da SNc ja foram perdidos (Raza et al., 2019). No entanto, 0s neurdnios
dopaminérgicos mesolimbicos adjacentes a SNc sdo afetados de forma limitada na DP e
consequentemente, hd um decréscimo significativamente menor de DA no nucleo caudado (Uhl
et ., 1985). A neurodegeneracdo e a formagdo de LB na DP se estende além dos neurdnios
dopaminérgicos sendo encontradas em neurénios noradrenérgicos, serotoninérgicos e
colinérgicos bem como no cortex cerebral, bulbo Optico e sistema nervoso autdbnomo
(Hornykiewicz & Kish, 1987). A degeneracdo das estruturas do hipocampo e as entradas
corticais colinérgicas contribuem para a alta taxa de deméncia 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-oxidagdo ou por monoamina oxidases (MAO) de ligacdo a membrana
mitocondrial tais como MAO-A (em neurdnios) e MAO-B (na glia). Os produtos da oxidacéo
da DA podem ciclizar para formar aminocromos, e sdo reativos o suficiente para produzir
radicais superdxido (Norris et a., 2005). Sabe-se que neurdnios dopaminérgicos sao suscetiveis
as reacOes reativas mitocondriais, especialmente as espécies reativas ao oxigénio (ROS) (Dias
et al.,, 2013). A acumulacdo de ROS é reportada como indutor de danos generalizados a
componentes celulares. Além disso, alteracbes no DNA mitocondrial sobe estresse induzido
por ROS pode levar a enormes danos como a remocdo genética de TFAM (fator de transcricéo
A, mitocondrial), um importante fator de transcricdo, utilizado como indutor de
neurodegeneracdo em camundongos (Raza et al., 2019).

Componentes inflamatorios da DP envolvem a desregulacdo das vias inflamatorias,
provavelmente resultantes de pre-disposi¢des genéticas juntamente com alteracfes imunes
associadas ao envelhecimento, além da ativacdo primaria da glia devido a lesdo neuronal
(Tiwari & Pal, 2017). Varios pesquisadores associam o envelhecimento a inflamacéo crénica
leve na SNc, o que tornaria os neurénios dopaminérgicos mais vulnerdveis a degeneragdo

(Kanaan et al., 2010). A inflamacdo periférica ativa na DP contribui para a iniciacdo e/ou
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progressdo da doenca por exacerbacdo e/ou sinergia com a resposta inflamatéria central
promovendo a neurodegeneragdo dopaminérgica (Tiwari & Pal, 2017). A inflamagdo dos
neurdnios causa a liberacdo de varios mediadores inflamatorios (interferons, fator de
crescimento epidérmico, IL-5, IL-6, fator de crescimento de hepatdcitos), além da presenca da
microglia ativada (a qual secreta varios fatores neurotdxicos e pro-inflamatorios como
superoxido, TNF-a, IL-1pB, IL-6, € NO) e reativa a astrécitos no parénquima do SNC. Fatores
de transcricdo pré-inflamatorios, como NF-kB, STAT3, AP-1, TLRs e FAF1, sdo regulados
positivamente na microglia ativada. TLRs, quando ativados, promovem a sinalizacdo do NF-

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

Figura 3. Producéo reduzida de dopamina a partir de neurénios dopaminérgicos da SNc.
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Fonte: Raza et al., 2019, adaptado.

Figura 4. Comparacdo da degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos na SNc.
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Figura 5. Formagao de agregados de a-sinucleina como corpos de Lewy.
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Figura 6. Ciclo da vicioso da neuroinflamagé&o.
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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 € o tratamento medicamentoso
(Tabela 1) visando fornecer alivio dos sintomas, mas levando em consideracdo os efeitos
colaterais e os niveis de tolerdncia de cada paciente (Raza et al., 2019). Além disso, 0s

profissionais de salde indicam aos pacientes com DP terapias ocupacionais, na tentativa de
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possibilitar aos pacientes realizar atividades de forma independente por periodos mais longos.
Possiveis intervencdes cirdrgicas incluem terapia genética direcionada, transplantes de células,
e estimulacdo cerebral profunda de nucleos subtalamicos (Kordower & Bjorklund, 2013;
Lindvall, 2013).

Drogas que aumentam as concentragdes de dopamina intracerebral ou estimulam os
receptores dopaminérgicos sdo a principal base de tratamento para 0s 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 doenca de Parkinson. Adaptado de Raza et al., 2019.

Classes de medicamentos Drogas especificas Mecanismo de acao
Anticolinérgico Triexifenidil Bloqueiam os receptores de
Benzotropina acetilcolina e evita a
Etopropazina degeneracdo da dopamina
Inibidores da monoamina Selegilina Blogueia 0s  receptores
oxidase (MAO) MAO-B para reduzir o

metabolismo da dopamina

Medicamentos antivirais Amantadina Blogueia 0s  receptores
NMDA e acetilcolina, além
de promover a liberacdo de

dopamina

Agonistas de dopamina Bromocriptina Estimulam diretamente o0s
Pergolide receptores de dopamina
Ropinirol
Pramipexol

Combinacdes de L-dopa L-dopa / Carbidopa Metabolismo da dopamina
L-dopa / Benserazide em células contendo dopa-
Sinemet CR descarboxilase

Inibidor da Catecol-O-metil | Entacapone Bloqueia a atividade

transferase (COMT) 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 neurodegeneragdo do
sistema nigrostriatal, devido sua seletividade para os neurénios dopaminérgicos da SNc. A 6-
OHDA ¢é um anélogo estrutural da dopamina (Fig.7), altamente oxidavel que pode ser levada
pelo transportador de dopamina, acarretando danos seletivos aos neurénios catecolaminérgicos,
como o0s neurdnios dopaminérgicos do SNc (Baltazar et al., 2017).

A 6-OHDA ndo possui capacidade de ultrapassar a barreira hematoenceféalica, assim
requer a administracdo direta usando procedimentos estereotaxicos para que possa gerar
toxicidade ao SNC (Maasz et al., 2017). A 6-OHDA é especificamente captada a partir de
terminais pré-sinapticos de neurbnios dopaminérgicos através do DAT (Maasz et al., 2017).
Nos neurdnios dopaminérgicos a 6-OHDA ¢é oxidada produzindo radicais livres, incluindo o
perdxido de hidrogénio, levando a morte neuronal por meio de disfuncdo mitocondrial e estresse
oxidativo. A 6-OHDA ¢ preferencialmente usada para induzir lesdes unilaterais no SN e
associada a deficits no sistema motor (Raza et al., 2019).

Até o momento, trés mecanismos foram propostos para explicar o efeito citotdxico da
6-OHDA (Baltazar et al., 2017):

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

producdo de perdxido de hidrogénio e radicais superéxido e hidroxila.

2) Formacdo de peroxido de hidrogénio devido & acdo da monoamina oxidase.

3) Inibicéao direta do complexo da cadeia respiratéria mitocondrial I.

Esses mecanismos podem agir de forma dependente ou em combinacdo para gerar
especies reativas ao oxigénio (ROS). O estresse oxidativo pode ser intensificado por um
aumento no calcio livre citoplasmatico (assim como a excito toxicidade do glutamato ou perda
da permeabilidade da membrana mitocondrial), induzindo finalmente a morte celular (Baltazar
etal., 2017).

Figura 7. 6-OHDA estruturalmente analogo a dopamina.

HO NH; NH>

HO HO
OH OH

6-OHDA Dopamina

Fonte: Baltazar et al., 2017
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1.3.5 Esclerose Multipla

1.3.5.1 Epidemiologia

As caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da EM podem variar de acordo com fatores
ambientais e geneticos (Mero et al., 2013). Segundo a Associacdo Brasileira de Esclerose
Mudltipla (ABEM), a EM € uma doenca neuroldgica, crénica e autoimune, ou seja, as células de
defesa do organismo atacam o proprio SNC, provocando lesdes cerebrais e medulares.

O numero estimado de pessoas com EM aumentou de 2,1 milhdes em 2008 para 2,3
milhdes em 2013 no mundo segundo a Federacao Internacional de Esclerose Mdultipla (MSIF).
No Brasil, segundo dados da ABEM, existem cerca de 35.000 individuos portadores de EM,
sendo que aproximadamente 10.376 desses portadores estio em tratamento no Sistema Unico
de Saude (SUS). A prevaléncia média global usada para calcular esse nimero aumentou de 30
(em 2008) para 33 por 100.000 habitantes (em 2013). N&o esta claro se esse aumento se deve a
melhores diagnosticos e novas ferramentas de diagndstico ou ainda a outras causas (ABEM,
2013). A EM tende a se manifestar na faixa etaria dos 20 aos 40 anos (geralmente mais cedo
em mulheres). Antes dos 18 anos de idade a porcentagem dos casos € de apenas 10% sendo
mais rara em crian¢as com menos de 10 anos (Mandia et al., 2014).

A incidéncia 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. Prevaléncia da EM por pais em 2013.

PREVALENCIA POR PAIS (2013)
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Fonte. ABEM
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1.3.5.2 Esclerose Multipla: Manifestacdes clinicas

A complexidade da doenga depende do tamanho, localizac¢ao e da duragdo das lesdes no
SNC, as quais sao variaveis e imprevisiveis. Essa imprevisibilidade leva a uma grande gama de
sintomas, ¢ além disso pode apresentar-se de forma abrupta ou insidiosa. Raramente a EM
ocorre de forma assintomatica (Sahraian et al., 2010).

Do ponto de vista clinico, a doenga se manifesta alternando periodos de exacerbacdes e
remissodes. O curso clinico varia de paciente para paciente. A apresentacao clinica da doenga
foi modificada nos tltimos anos, devido as novas terapias, que modificaram o seu curso clinico
(Pereira et al. 2012). Entretanto, diversos sintomas, provavelmente acarretados pela
desmielinizagdo do SNC ou do bloqueio da transmissdo do impulso nervoso no nivel dos
axonios ainda contribuem para a redugdo da qualidade de vida dos pacientes (Moreira et al.,

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

e Disturbios da visdo;

e Alteracoes sensitivas;

e Alteragcdes motoras e espasticidade;

e Alteragdes da coordenacgdo e equilibrio;

e Alteracdes a nivel intestinal, vesical e sexual;
e Fadiga;

e Alteragdes psicologicas e cognitivas.

Figura 9. Porcentagem dos sintomas clinicos de EM.
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1.3.5.3 Fisiopatologia

A grande diferenca fisiopatologica da EM das outras doencas inflamatérias do SNC é a
presenca de grandes placas de desmielinizacdo e em varios locais (Fig. 10), as quais levam a
formacéo de cicatrizes gliais (Lassmann, 1998). Devido a isso a EM é classicamente definida
como uma doencga inflamatéria que tem como principal caracteristica fisiopatoldgica a
formacéo de placas desmielinizantes no SNC (Sé et al., 2011).

A relacdo da EM com genes de complexos de histocompatibilidade, a presenca de
infiltrados inflamatorios na substancia branca, a sua semelhanga com modelos experimentais e
ainda a constatacao de que a EM responde de forma positiva a terapias com imunomoduladores
e imunossupressores, reforgcam a tese de que a auto-imunidade possui um papel central na sua
fisiopatologia (Hafler et al., 2005).

A EM tem inicio na periferia, onde as células apresentadoras de antigenos (APCs)
apresentam os antigenos para os linfocitos T CD4+ (Figura 11), ativando-os e acarretando na
geracdo de subpopulagbes auto reativas pré-inflamatorias, as células T helper 1 e 17 (Thl e
Th17) (Ramos, 2014). No SNC, os antigenos-alvo sdo reconhecidos (na maioria das vezes por
proteinas presentes na mielina) pelas células T auto reativas, o que acaba fortalecendo a
resposta. A células pré-inflamatdrias Thl e Th17 se proliferam, os linfocitos B comegam a sua
maturacdo para a secre¢do de anticorpos ativando os macréfagos (Prineas et al., 2012). A EM
é fundamentalmente, uma doenca autoimune mediada por células Th1/Th17 com especificidade
para antigenos do SNC. Essa afirmativa baseia-se tanto no quadro histolégico, que envolve a
infiltracdo de macrofagos e linfocitos T e B (Lucchinetti et al., 2000) como no fato de citocinas
como IFNy, IL-17 e TNF-0, estarem envolvidas no processo inflamatorio e subsequente
degeneracdo axonal, morte dos oligodendracitos e disfuncdo neuronal (Furuzawa-Carballeda et
al., 2007).

O processo de formacdo das placas desmielinizantes representam o estagio final de
varias etapas as quais incluem: inflamacdo multifocal, rompimento da barreira
hematoencefalica (BHE), desmielinizacdo, remielinizacdo, perda de oligodendrocitos, gliose
reativa e degeneracdo axonal e neuronal (Ramagopalan et al., 2011). Os linfocitos T CD4+
(reativos a mielina) migram através da BHE para o SNC, de forma ainda ndo elucidada,
tornando-se ativos através de um mecanismo de mimetizacdo molecular, e ao encontrarem um
antigeno especifico (neurofasceina, alfa B-cristalina ou proteinas da mielina) d&o inicio a uma
resposta inflamatdria através da producéo de citocinas pro inflamatorias, além do recrutamento
de outras células inflamatorias tais como as células micrdglias, os linfocitos B e os macrofagos
(Compston et al 2008).
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A EM é considerada uma doenca autoimune justamente por este processo
desmielinizante, induzido quando células especificas do sistema imunolégico, os linfocitos Thl
reconhecem componentes da bainha de mielina, levando a ativacdo da micréglia e ao
recrutamento de macréfagos (Hafler et al., 2005).

A EM possui caracteristicas histopatologicas bem definidas: a desmielinizacéo
ocasionada pela destruigdo da bainha de mielina ou pela morte dos oligodendrécitos, a presenca
de um infiltrado inflamatério composto por linfocitos T, B e de macréfagos, dano ou perda dos
axonios e gliose caracterizada pelo aumento do nimero de células da glia na substancia branca

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

Figura 10. Placas de desmielinizacéo.
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Fonte: ABEM, 2013

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

Célula [ Inflamacao LMéCimSTeB
<
® — TcCh4 (ﬁ IFM IL-17 ¢ TNF-a
g\/t O Degeneragao axonal.
? APC ou Cltocmas Morte dos oligodendrécitos

antigeno Celulas Thl1/thl17 Disfuncéo neuronal
tocicual I Lesao tccidual]

Fonte: Peakman et al., adaptado, 2011



18

1.3.5.4 Formas e diagnostico

Segundo a ABEM existem 4 tipos de EM, que s&o:

EM Remitente-Recorrente (EMRR); que ocorre em aproximadamente 85% dos casos.
Caracteriza-se por surtos ou ataques seguidos por recuperacdo parcial ou total dos
sintomas. Biologicamente, caracteriza-se por areas focais de inflamagdo e
desmielinizacdo, que se resolvem ao longo do tempo e conduzem a recuperacdo dos
pacientes, até nova recorréncia, se encontram estaveis a nivel neuroldgico. Deste
modo, o dano causado pela inflamacdo é pelo menos parcialmente reversivel. A
EMRR é forma de EM mimetizada pela EAE, em modelos experimentais com

camundongos e baixas doses de MOG: 35-55.

EM Secundéria Progressiva (EMSP); é o segundo tipo mais comum de EM uma vez que
cerca de 80% dos casos de EMRR irdo desenvolver EMSP (Fig. 12). EMPS ¢é
caracterizada por recaidas iniciais de EMRR, que, ao longo do curso da doenca, séo
substituidas por declinio funcional progressivo. Individuos com EMSP comegcam com
disfuncéo neuroldgica reversivel, mas, por razbes desconhecidas, ocorre degeneracdo
axonal levando a danos irreversiveis, que se apresenta clinicamente como EM

progressiva.

EM Primaéria Progressiva (EMPP); A EMPP se caracterizada progressiva incapacidade
dos pacientes sem fases remitentes. Desta forma os pacientes com este subtipo clinico
sofrem danos irreversiveis 0s quais acarretem uma progressao lenta, e um aumento da
deficiéncia com pouco ou nenhum alivio sintomatico. Ocorre em cerca de 10% dos

Casos.

EM Progressiva Recorrente (EMPR); o subtipo clinico de menor ocorréncia, sua
frequéncia chega no maximo a 5% dos casos. Este subtipo se caracteriza pela
deterioracdo progressiva desde o inicio dos sintomas, semelhante a EMPP, entretanto
também envolve ataques agudos ou recaidas. A maior parte do processo bioldgico é
clinicamente silencioso e o tamanho da lesdo ndo esta correlacionada necessariamente

com o tamanho ou intensidade da incapacidade.
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Vale salientar que os varios sintomas podem aparecer em cada um dos quatro tipos
clinicamente definidos de EM. Nao existem orientagdes de consenso sobre um minimo de
exames ¢ testes que se deva fazer quando se existe a suspeita de EM uma vez que vérias
patologias cursam com a desmielinizagdo do SNC que podem mimetizar o ponto de vista clinico

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

Figura 12. Tipos de EM no diagndstico
O 6 6 6 o o o o
8 A CADA 10 PESSOAS QUE SAO DIAGNOSTICADAS COM EM REMITENTE
RECORRENTE DESENVOLVEM EM SECUNDARIA PROGRESSIVA
® ©

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

Remitente recorrente [JJ] 85%
Primaria progressiva | 10%
Progressiva recorrente 5%

Secundaria Progressiva

Fonte: ABEM, 2013

1.3.5.5 Tratamentos atuais

de discussdo, mas as atuais formas de tratamento para a EM, baseiam-se na redu¢ao da atividade
inflamatoria e regulacdo do sistema imune, na tentativa de reduzir os danos e controlar sua
progressao (Gallud et al., 2006). As principais drogas utilizadas sdo: glicocorticoides e
corticosteroides, imunomoduladores, imunossupressores, anticorpos monoclonais e interferon,
além de outras intervengdes como a plasmaferase e o transplante de células-tronco
hematopoiéticas (Lana-Peixoto et al. 2002). No entanto, estes agentes e intervengdes
apresentam uma eficacia modesta e apresentam altos niveis de toxicidade (Ge et al., 2013). Um
numero cada vez maior de estudos vem mostrando que os inibidores das histonas deacetilases
(HDAC) tém efeitos benéficos sobre doengas autoimunes e inflamatorias (Ge et al., 2013).
Partindo dessas informagdes a crisina ja apresentou na literatura efeitos inibitorios in vitro das
HDAC (Pal-Bhadra et al., 2012; Kanwal et al., 2016) efeitos anti-inflamatorios e recentemente
Pingili e colaboradores (2019) sugeriram que a crisina também possui efeitos protetores contra

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

A EAE ¢ 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
condicdo era diretamente dependente da quantidade de mielina que havia no extrato
administrado no animal (Epps, 2005). Apesar de os modelos experimentais apresentarem
limitagdes para a compreensao das doencas humanas, os estudos utilizando a EAE tem sido, de
fato, muito produtivo desde o inicio da sua utilizagao (Mix et al., 2008).

O modelo da EAE pode ser induzido em diferentes tipos de animais de laboratdrio apds
a sensibilizacdo com antigenos da mielina, emulsionados em adjuvante completo de Freund
(CFA) (Gold et al., 2006). As caracteristicas clinicas e patologicas da doenga dependem do auto
antigeno 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 varias outras semelhancas entre a EAE e a EM. A
presenca de infiltrado inflamatério de células T CD4+ e a desmielinizacdo axonal, sdo algumas
das caracteristicas encontradas no cérebro de pacientes com EM e que também sao encontradas
no modelo de EAE (Goverman, 2009). Estas semelhangas entre os dois quadros patologicos

fazem da EAE um modelo util no estudo dos mecanismos fisiopatoldgicos da EM (Goverman,
2009).

Tabela 2: Modelos classicos de EAE.

Curso da doenca Animal Linhagem Antigeno
Remitente-recorrente Camundongo SJIL/J PLP:139-151
Remitente-recorrente Camundongo C57BL/6 Low dose MOG:35-55
Remitente-recorrente Rato Dark agouti MOG:1-125
Cronica Rato C57BL/6 MOG:35-55
Cronica Camundongo C57BL/6 PLP:178-191
Cronica Camundongo C57BL/6 MP4
Crbnica Camundongo Lewis N1 MOG
Monofasica Rato B10.PL PBM
Monofésica Camundongo PL/J PBM
Monofasica 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 doencas
neurodegenerativas, no modelo da DP induzido pela 6-OHDA e no modelo animal de EM da
EAE.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 No modelo da DP induzido por 6-OHDA

- Analisar parametros comportamentais e cognitivos em camundongos apds a administracéo da
6-OHDA e da crisina (10 mg/kg i.9);

- Analisar os pardmetros neuroquimicos relacionados ao estresse oxidativo em camundongos
apos a administracdo da 6-OHDA e do tratamento com crisina (10 mg/kg i.9);

- Analisar o efeito da crisina na atividade das enzimas Na*, K*-ATPase e NADPH oxidase em
camundongos apds a administracdo da 6-OHDA,;

- Analisar os niveis da dopamina e seus metabolitos no estriado de camundongos apds a
administracdo 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 clinicos do modelo EAE;

- Analisar o efeito da crisina na atividade das HATs, HDAC e da GSK-3p ap6s a indugdo da
EAE.

- Avaliar os niveis de citocinas pro-inflamatérias ap6s a inducao da EAE e do tratamento com

crisina (20 mg/kg i.9);
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3. PRODUCAO CIENTIFICA

Os resultados que fazem parte desta tese de doutorado estdo apresentados sob a forma
de dois artigos publicados. Os itens Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo e
Referéncias encontram-se nos proprios documentos e representam a integra deste estudo. O
primeiro artigo estd publicado na revista “Neuroscience Letters”. O segundo artigo esta

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

Crisina protege contra alteragdes comportamentais, cognitivas e neuroquimicas em um

modelo da doenca 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 Flavia Furian, Silvana

Peterini Boeira.

Neuroscience Letters 706 (2019) 158-163.
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Parkinson’s disease (PD) is an age-related neurodegenerative disorder that severely affects quality of life of
patients and their families. The flavonoid chrysin (5,7-dihydroxylflavone) is a naturally occurring flavone with
several pharmacological activities, including anti-inflammatory and anti-oxidative. We investigated the effects

BehaVi‘f' . of a 28-day chrysin treatment (10 mg/kg/day, i.g.) on a model of PD induced by 6-OHDA in aged (20-month old)
g:’(f::'c:ﬂg'c Tieurons mice. We found a protective effect of chrysin on behavioral and cognitive alterations (rotational behavior,

passive avoidance and Barnes maze tests), nitric oxide synthesis (NOx), lipid peroxidation (HNE), glutathione
levels (GSH), reactive species levels (RS), neuroinflammation (interleukin-1 beta - IL-1f and tumor necrosis
factor alpha - TNF-a), Na*, K*-ATPase and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase activity
(NADPH oxidase) activities. In addition, chrysin protected against changes in striatal dopamine (DA), 3,4-di-
hydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovanillic acid (HVA) levels. In conclusion, chrysin improved several
behavioral, cognitive and neurochemical parameters in a relevant preclinical model of PD in aged mice.

1. Introduction systems both centrally and peripherally, leading to a constellation of

non-motor symptoms including affective disorders, memory impair-

Parkinson’s disease (PD) is the second most commonly reported age-
related neurodegenerative disorder and it is substantially characterized
by dopamine (DA) depletion in the striatum and progressive degen-
eration of dopaminergic neurons in the nigrostriatal system [25]. Da-
mage of oxygen-derived free radicals, as well as neuroinflammation and
lipid peroxidation are important mechanisms contributing to dopami-
nergic neuron degeneration, although the pathogenesis of PD is not
clear. While most of typical motor impairments in PD reflect loss of
nigrostriatal dopaminergic neurons, PD affects multiple neuronal

ments, as well as autonomic and digestive dysfunction [22].

A variety of antioxidants have demonstrated neuroprotective ac-
tivity in either in vitro or in vivo models of PD [15,19]. The naturally
occurring flavonoid chrysin (5,7-dihydroxylflavone) has a wide range
of biological and pharmacological properties, such as anti-inflamma-
tion, anti-oxidation and neuroprotective effects [12,13,21,24]. For in-
stance, chrysin prevents age-elicited cognitive decline and oxidative
stress in mice [24]. Moreover, chrysin attenuates the behavioral and
neurochemical consequences of chronic unpredictable stress in mice,
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suggesting an antidepressant role of chrysin [12]. In this context, pre-
sent study investigated the effects of chrysin on behavioral, cognitive
and neurochemical alterations elicited by 6-OHDA injection in the
striatum of aged mice, a well-established model of PD.

2. Materials and methods
2.1. Animals and drugs

Female C57B/6 J mice (30-40 g, 20 months old) were maintained
under standard, controlled environmental conditions (22-25°C, free
access to water and food, 12:12 h light/dark cycle, with lights on at
7:00 a.m). This study was conducted with the approval of Ethical
Committee for Animal Use of Federal University of Pampa, Brazil
(CEUA/Unipampa protocol # 038/2012). Chrysin (CAS NUMBER 480-
40-0, purity 97%, Sigma-Aldrich) was dissolved in 0.9% NaCl (final pH
adjusted to 7.4).

2.2. Experimental design

Mice were randomly assigned into four groups (n = 10 per group):
(1) Vehicle/Vehicle; (2) Vehicle/Chrysin; (3) 6-OHDA/Vehicle and (4)
6-OHDA/Chrysin. The mice were subjected to stereotaxic surgical in-
jections of 6-OHDA or vehicle. Seven days after the injections, treat-
ment with chrysin (10 mg/kg, i.g.) was initiated for 28 days [13],
afterward behavioral and memory tests, mice were euthanized, and the
striatum was removed for biochemical assays. An overview of experi-
mental design is shown in Fig. 1.

2.3. Stereotaxic surgery injection of 6-OHDA

Surgery was performed under anesthesia with 10mL/kg of 1%
ketamine (Bela-Pharm, Vechta, Germany) and 0.2% xylazine (Bayer
HealthCare, Leverkusen, Germany). 6-OHDA (Sigma; 5 ug in 2 u L 0.9%
NaCl with 0.2 pug/IL ascorbic acid) was injected slowly (0.5 p L/min)
into the right striatum (0.9 mm anterior and 1.8 mm lateral from
bregma, 3.0 mm ventral from the dura). After the injection, the syringe
was kept for additional 3 min in the brain, before it was slowly re-
tracted. Controls were vehicle-injected.

2.4. Behavioral assessment

2.4.1. Open-field test (OFT)

The animals were submitted individually for a period of 5min to an
OFT apparatus (EP 154C, Insight LTDA, Brazil) 24 h after pretreatment,
and the distance traveled was recorded (unit:mm) [24].

2.4.2. Passive avoidance test
The aversive memory was assessed as previously described by

Neuroscience Letters 706 (2019) 158-163

Dall’Igna et al. [6] using a two-compartment apparatus (EP 112, Insight
LTDA, Brazil) 50 x 22 x 27 cm; length x width x height) from Insight
(Brazil). Test consisted of an acquisition trial (training) and two test
sessions (15 min after training - early memory and 24 h after training -
late memory). The latency time to enter the dark compartment was
measured, with a cutoff time of 300s.

2.4.3. Rotational behavior

Apomorphine-induced rotational behavior was evaluated according
to Goes et al. [13]. The number of 360° contralateral turns was counted
during 60 min.

2.4.4. Barnes maze

Spatial learning and working memory were evaluated using the
Barnes maze [9]. The maze consisted of a circular platform (92-cm
diameter) surrounded by 20 holes (5-cm diameter), one providing an
escape route. In the spatial acquisition phase, animals were subjected to
four trials per day for four consecutive days, with a constant inter-trial
interval time of 20 min. The number of holes explored, and the time
required to locate the escape hole were recorded. For the reference
memory phase or probe trials, animals were tested on the 5th day
(short-term retention) and 12th day (long-term retention) following the
first trials, omitting training sessions between test trials. During the
probe trials, the escape route was removed. The mouse was tested
during a 90s period. The latency and number of errors to reach the
virtual target hole was recorded.

2.5. Tissue preparation

After behavioral tests, mice were euthanized with barbiturate
overdose (pentobarbital sodium 150 mg/kg; i.p.). Striatum were re-
moved and rapidly homogenized in 50 mM Tris—HCIl, pH 7.4. The
homogenate was centrifuged at 2400 x g for 15 min at 4 °C and a low-
speed supernatant fraction (S;) was used for assays.

2.6. Neurochemical assays

2.6.1. NOx

The content of NO, plus NO5; (NOx) as a marker of NO synthesis was
assayed spectrophotometrically as described by Donato et al. [8]. Re-
sults are expressed in nmol/mg protein.

2.6.2. GSH levels

GSH content was determined fluorometrically according the meth-
odology described in detail by Hissin and Hilf [14]. Fluorescence ex-
citation/emission wavelengths were 350 and 420 nm, respectively. GSH
levels were expressed as nmol/g of tissue.

Fig. 1. Overview of study design.
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2.6.3. HNE concentration

Concentration of HNE in the striatum was determined using a col-
orimetric assay kit (HAE-586; OXIS International) according to the
manufacturer’s instructions.

2.6.4. RS levels

RS levels were determined by a spectrofluorimetric method based
on DCHF-DA assay, as described in detail by Souza et al. [24]. Fluor-
escence excitation/emission wavelengths were 480 and 520 nm, re-
spectively. RS levels were expressed as arbitrary units (AU).

2.6.5. Nicotinamide adenine dinucls phosphate oxidase activity

NADPH oxidase activity was measured according to Ferreira et al.
[11] in the presence or absence of the inhibitor diphenyleneiodonium
(10 uM). Results were expressed as pmol NADPH consumed/mg pro-
tein/min.

2.6.6. Na*, K" -ATPase activity

Na™, K*-ATPase activity was measured according to Souza et al.
[24] in the presence or absence of the inhibitor ouabain (0.1 pM). Re-
sults were expressed as nmol Pi/mg protein/min.

2.6.7. DA, DOPAC and HVA levels

Dopamine and its metabolites DOPAC and HVA were measured
using an HPLC system (Shimadzu; Kyoto, Japan) with an electro-
chemical detector (ECD; Eicom, Kyoto, Japan) [10]. The appendant
potential of the ECD (carbon electrode vs. Ag/AgCl reference electrode)
was set at 700 mV. The analytic column was a TSKgel Super-ODS
(4.6 mm L.D. 9 100 mm; Tosoh, Tokyo, Japan), and the mobile phase
consisted of 0.1 M citrate-sodium acetate buffer (pH 3.9) containing
methanol (18%, v/v), disodium EDTA (4 mg/l), and sodium octane-
sulfonate (0.8 mM). Results were expressed as ng/mg protein.

2.6.8. Interleukin-1 beta (IL-1f) and tumor necrosis factor-a (TNF-a)

Levels of IL-1p and TNF-a in the striatum were determined using
commercially available ELISA assays, following the manufacturer’s in-
structions (DuoSet Kits, R&D Systems; Minneapolis). Results were ex-
pressed as pg/mg tissue.

2.6.9. Protein determination
Protein content was measured colorimetrically according to the
method of Bradford [3].

2.7. Statistical analysis

Results were presented as means + S.E.M. Comparisons between
experimental and control groups were performed by one-way
(chrysin = independent variable) or two-way ANOVA (6DA X chrysin
treatments = independent variables) followed by Tukey’s test when
appropriate. A value of p < 0.05 was significant. All tests and plotting
graphics were executed using the GraphPad prism 6 software (San
Diego, CA, U.S.A.).

3. Results
3.1. Behavioral assessment

Fig. 2A-D demonstrated the effects of chrysin on locomotor activity,
early/late memory and rotational behavior. Two-way ANOVA revealed
that treatments did not change total distance traveled in OFT
(Fy 16 = 0.03255; p = 0.8591). However, early memory in passive
avoidance test, 6-OHDA decreased time when compared to that of an-
imals in Vehicle/Vehicle group (F; 6 = 72.18; p < 0.0001). Chrysin
protected against impairment in early memory deficits in passive
avoidance test caused by 6-OHDA (F; 16 = 12.17; p = 0.0030, Fig. 2B).
Additionally, 6-OHDA decreased time in passive avoidance test in late
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memory (F; .6 = 8.744; p = 0.0093) when compared to animals in
Vehicle/Vehicle group, and chrysin protected against impairment
caused by 6-OHDA (F; 16 = 4.809; p = 0.0434, Fig. 2C).

Contralateral rotation test showed that animals in the 6-OHDA/
Vehicle group increased contralateral rotations when compared to that
Vehicle/Vehicle group (F, 16 = 121.4;p < 0.0001). Chrysin protected
against increased contralateral rotation caused by 6-OHDA
(F116 = 29.15; p < 0.0001, Fig. 2D).

The effects of chrysin and 6-OHDA on spatial learning are presented
in Fig. 2E-J. No significant differences were found in time to target or
number of errors during the spatial acquisition phase (four trials per
day for four consecutive days) (Fig. 2E and F). However, in the 5° day 6-
OHDA increased time to target when compared to that of animals in
Vehicle group (Fig. 2G), without altering the number of errors
(Fig. 2H). Additionally, in the 12° day 6-OHDA increased time to target
and number of errors when compared to animals treated with vehicle
(F1.20 = 4.818; p = 0.0401) (Fig. 2I and J). Importantly, chrysin pro-
tected against impairment in spatial learning deficits in Barnes maze
test caused by 6-OHDA (F; 5 = 6.133; p = 0.0223).

3.2. Neurochemical biomarkers determination

In order to evaluate the role of oxidative stress on the effects in-
duced by 6-OHDA and the protective effect of chrysin, we measured
oxidative stress markers in the striatum of mice. Statistical analyses
revealed that 6-OHDA increased NOx levels and that chrysin prevented
such increase (Fig. 3A). Animals in the 6-OHDA/Vehicle group showed
decreased GSH levels in striatum when compared to that of animals in
Vehicle/Vehicle group. Chrysin protected against 6-OHDA-induced
decrease in GSH levels (Fig. 3B). Moreover, chrysin prevented the in-
crease of HNE and RS levels caused by 6-OHDA in striatum of mice
(Fig. 3C and D), indicating an improvement in the antioxidant defense
system.

Fig. 3E shows that administration of 6 —OHDA markedly increased
NADPH oxidase activity in striatum of mice (F; ;6= 35.74; p <
0.0001), and chrysin prevented this effect (F; ;5 = 13.98; p = 0.0018).
Moreover, treatment with 6 — OHDA significantly decreased Na®, K*-
ATPase activity in striatum of mice. Chrysin attenuated the reduction of
Na*, K*-ATPase activity caused by 6-OHDA (Fig. 3F).

In order to investigate the involvement of dopamine metabolism
pathway in protective effects of chrysin, we determine the levels of DA,
DOPAC and HVA in striatum of mice after 6-OHDA treatment.
Statistical analysis showed that 6-OHDA/Vehicle group significantly
decreased DA, DOPAC and HVA levels in striatum of mice.
Interestingly, chrysin partially restored DA, DOPAC and HVA levels
(Fig. 3G-1, respectively).

We also investigated the protective effect of chrysin on pro-in-
flammatory cytokines levels. 6-OHDA administration significantly ele-
vated IL-1p and TNF-a levels in striatum of mice (F; ;, = 31.24; p =
0.0001) and (Fp.12 = 23.92; p= 0.0004). Treatment with chrysin
prevented the increase of IL-1f and TNF-a levels caused by 6-OHDA
(F1.12=7.465; p= 0.0182, Fig. 3J), (F1i;2=8.214; p= 0.0142,
Fig. 3K).

4. Discussion

Parkinson’s disease is one of the most common neurodegenerative
diseases affecting over 2% of the population over 65 years of age [23].
Present study shows the protective effects of chrysin treatment on be-
havioral and cognitive tests as well as in neurochemical parameters
(oxidative stress, neuroinflammation and dopamine metabolism) in a
model of PD induced by 6-hydroxydopamine in female aged mice.

PD is a multisystem disorder showing initially a progressive dete-
rioration of the dopamine nigrostriatal pathway and subsequent dys-
function of the basal ganglia-thalamo-cortical motor circuitry [2]. Here
we showed that chrysin protect against a decrease in DA, DOPAC and
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Fig. 2. Effect of chrysin (10 mg/kg, i.g.) and/or 6-OHDA on (A) distance traveled in open field, (B) early and (C) late memory in passive avoidance test and (D)
contralateral rotation test in mice (n = 5 mice/group). It is also shown the effect of chrysin and 6-OHDA on Barnes maze test (n = 10 mice/group). (E) Time to target
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HVA levels induced by 6-OHDA. Goes et al. [13] reported similar
protective effects of the treatment of chrysin in male C57B/6J adult
mice, reinforcing the relationship between protective effects of chrysin
and dopamine metabolism pathway in the PD model induced by 6-
OHDA.

The significant loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra
pars compacta results in the development of PD-like behavioral symp-
toms such as tremor, rigidity and bradykinesia [2]. However, it is also
recognized that PD patients often suffer from non-motor symptoms,
such as autonomic dysfunction and cognitive deterioration [5]. We
found that systemic chrysin treatment attenuated the contralateral ro-
tation and cognitive deterioration in Barnes maze and passive avoid-
ance test (spatial learning deficits and memory early/late deficits). In
addition, age-related memory decline was partially protected by
chrysin at a dose of 1 mg/kg, and normalized at the dose of 10 mg/kg
[24]. Using a similar treatment, Goes et al. [13] reported that the
chrysin attenuated apomorphine-induced rotations (dyskinesia) in
mice. Taken together, these data suggest that chrysin can prevent age-
related decline in memory and motor decline. Regarding this point, our
current neurochemical results indicate that some of the mechanisms
underlying beneficial effects of chrysin include antioxidant and anti-
inflammatory effects.

Nitric oxide (NO) has many physiological roles in the nervous

system. However, in pathological conditions like PD, it could contribute
to the oxidative stress and neurodegeneration [4,16]. For instance,
excess of NO contributes to death of dopaminergic neurons and even-
tually development of PD symptoms [16]. In this context, here we
showed an increase in NO synthesis concomitantly to increased RS
generation and HNE levels (an index of lipid peroxidation) in 6-OHDA-
treated mice. Moreover, decreased GSH levels and increased NADPH
oxidase activity further indicate favorable conditions to occurrence of
oxidative stress after 6-OHDA injection. This is particularly interesting
considering that GSH is a major antioxidant defense and NADPH oxi-
dase is a RS-generating enzyme which produce a large amounts of RS in
the brain of a PD model and plays a key role in dopaminergic neuro-
degeneration in PD [26]. Importantly, chrysin prevented all the oxi-
dative stress-related changes induced by 6-OHDA injection in aged fe-
male mice, supporting the idea that an important mechanism
underlying its beneficial effects in 6-OHDA model of PD is improvement
of redox balance. In line with this view, it is remarkable to note that
chrysin demonstrated similar antioxidant effects in models of age-re-
lated cognitive decline [24] and chronic unpredictable mild stress [12].

Considering the potential targets of oxidative stress, Na*, K*-
ATPase seems one of major importance, since its activity is susceptible
to RS, lipid peroxidation products, and oxidation of sulfhydryl groups
[7]. In the present study chrysin prevented Na*, K*-ATPase activity

28



L. Del Fabbro, et al.

decrease elicited by 6-OHDA. Since Na*, K" -ATPase is responsible for
the mai of several ionic gradi playing a funda-
mental role in neuronal excitability and signaling [1], chrysin-mediated
protection of Na®, K*-ATPase activity may represent a potential me-
chanism underlying its beneficial effects on behavioral and cognitive
tests. To some extent, our results agree with those by Khadrawy et al.
who have reported that caffeine ameliorated oxidative stress and im-
pairment of Na*, K*-ATPase activity in model of PD induced by ro-
tenone [17].

In addition to oxidative stress, chronic inflammation is associated
with a broad spectrum of age-related neurodegenerative diseases, in-
cluding Alzheimer’s disease (AD), amyotrophic lateral sclerosis and PD
[20]. For instance, inflammatory responses like microglia activation
and accumulation of inflammatory mediators in striatum play a role in
the progression of PD [49]. In fact, pro-inflammatory cytokines TNF-a
and IL-1f induce neuronal damage, and therefore suppression of their
signaling is important in the treatment of neurodegenerative diseases
[20]. Accordingly, our present results agree with this view, since
chrysin blunted the 6-OHDA-elicited increase of TNF-a and IL-1f in
striatum of aged-mice. Indeed, these results support the efficacy of
chrysin against neuroinfl ion, as d rated using in vitro [18]
and in vivo models [13].

5. Conclusion

In the present study, chrysin was beneficial against behavioral,
cognitive and neurochemical changes in a PD model induced by 6-
OHDA in aged female mice. Mechanisms underlying chrysin effects
include decrease of oxidative stress and neuroinflammation, which
eventually attenuates behavioral and cognitive impairments.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Multiple sclerosis
Central nervous system

We investigated the effects of chrysin in the experimental autoimmune encephomyelitis (EAE), a multiple
sclerosis (MS) animal model. EAE was induced using myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 35-55 peptide
in C57BL/6 mice. Chrysin reduced weight loss, attenuated clinical signs and blunted the EAE-induced increase in

Neurodegenerative
Nutraceutical

histone deacetylase (HDCA) activity, glycogen synthase kinase-3f (GSK-3p) levels and pro-inflammatory cyto-
kine levels as well as in the EAE-ind

W

in histone acetyl fe 3 and 4 (HAT3, HAT4).

Altogether, results demonstrate beneficial effects and potential targets of chrysin in EAE.

1. Introduction

Multiple sclerosis (MS) is the most common chronic inflammatory
demyelinating neurodegenerative disease of the central nervous system
(CNS) (Zhang et al., 2015a,b). MS causes varying degrees of relapsing
or progressive neurological impairments (Zhang et al., 2015a,b). The
clinical course and disease progression of MS are highly variable and
likely depend on complex heritable (genetic and epigenetic) and en-
vironmental factors (Kucukali et al., 2015). Experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) is an animal model of MS, which is often used
for studies of the pathogenesis and therapeutic interventions for this
disease (Zhang et al., 2015a,b).

Several immunomodulatory drugs have been introduced to treat
MS, but current drugs are unsatisfactory because their limited efficacy
and occurrence of severe toxicity in some patients (Ge et al., 2013). In
recent years, there has been increasing interest in seeking alternative
and complementary means to improve the outcomes of conventional
therapies in MS patients (Wang et al., 2018). Regarding this point, the
use of flavonoids may be considered an interesting strategy, since pre-
clinical data indicate that flavonoids can reduce neuroinflammation

through regulation of microglial cells (Spagnuolo et al., 2018). More-
over, flavonoids have received considerable attention as a dietary
supplement since they modulate the i and infl Ty re-
sponses (Kanwal et al., 2016; Wang et al., 2018). In this context, chrysin
(5,7-dihydroxyflavone) is a natural flavonoid present in many plant
extracts, flowers, honey and propolis (Borges et al., 2015).

Chrysin has several of pharmacological activities, such as anti-in-
flammatory, hipolipdemic, antioxidant, antidepressant (Borges et al.,
2015; Souza et al., 2015; Zarzecki et al., 2014). For instance, Goes et al.
(2018) reported that chrysin protected against behavioral alterations
and neuroinflammation in a mouse model of the Parkinson's disease
(PD) induced by 6-OHDA. Moreover, Zhang et al. (2015a,b) showed
that chrysin inhibited human dendritic cell differentiation, maturation
and function in experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), an
animal model of MS. Importantly, chrysin modulates DNA and histone
methylation (Kanwal et al., 2016), and an increasing number of studies
have shown that histone deacetylase (HDAC) inhibitors have beneficial
effects on autoimmune and inflammatory diseases (Ge et al., 2013).
Therefore, the present study aimed to further explore the beneficial
effects of chrysin on MS (EAE model), as well as potencial underlying

L
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mechanisms such as GSK-3p, HDAC, HATs and interleukins on spleen,
spinal cords, hippocampus and prefrontal cortex.

2. Material and methods
2.1. Animals and chemicals

Male C57BL/6 mice (20-25g) in weight and adults (90 days old)
were used. Animals were housed, divided in groups of 6 in Plexiglas
cages (41 cm X 34cm X 16 cm) with the floor covered with sawdust.
They were kept in a room with light-dark cycle of 12h with the lights
on between 7:00 and 19:00 h and temperature controlled (20-25 °C)
and received water and food ad libitum. The experimental protocol was
approved by the Animal Research Ethics Committee of the Federal
University of Pampa (# 034/2017) and conducted in accordance with
national (guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation —
CONCEA) and international (U.S. Public Health Service's Policy on
Humane Care and Use of Laboratory Animals — PHS Policy) legislation.

Chrysin and other reagents used in this experiment were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. Treatment

Mice were fed diet AIN-93 M (Puro Trato, RS), ad libitum. After one
week of acclimation, mice were randomly divided into 4 groups: Naive/
vehicle (group 1), Naive/Chrysin (group 2), EAE/vehicle (group 3) and
EAE/Chrysin (group 4).

Chrysin (20 mg/kg) was dissolved in a saline/propyleneglycol so-
lution (80:20), and was administered intragastrically (i.g.) for 25 days
(Borges et al., 2015), right after immunized to induce EAE as described
below.

2.3. Induction, and clinical assessment of EAE

To induce EAE (Fig. 1), mice were immunized subcutaneously in the
both flanks with 100 pg myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG)
35-55 peptide, and purity > 95% (Sigma, St. Louis, USA), dissolved in
200 pl of PBS and emulsified in 100 pl of Complete Freund's Adjuvant
(CFA) (Sigma, St. Louis, USA) containing 200 ug of Mycobacterium tu-
berculosis H37RA (Difco, Detroit, USA). Immediately after immuniza-
tion and again 48 h later, the mice were received a tail vein injection of
200 ng of pertussis toxin (List Biological Laboratories, CA, USA) in
100 pl of PBS (Zhang et al., 2017). The naive group received PBS

EAE MODEL
MOG + CFA + Mycobact

Tuber

Day 0 and 2 /

Pertussis Toxin PTX
Injection
N\

Day 0 /

Peptide dissolved and
emulsified

losis (H37RA)
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instead of MOG35-55 peptide. The experimental protocol was repeated
two times to ensure the reproducibility of the results.

2.4. Mean clinical score

The mean clinical scores (MCSs) were assessed daily according to a
standard scoring system. The disease was graded on a scale of 0-5 of
increasing severity: 0, no clinical signs; 1, tail paralysis; 2, one hindlimb
paralysis; 3, complete hindlimb paralysis; 4, hindlimb and forelimb
paralysis; 5, moribund/death. (Zhang et al., 2015a,b). Results are
shown as average daily scores and area under curve (AUC).

2.5. Tissue preparation

After the mean clinical score evaluation, animals were euthanized,
the spleen, spinal cords (SC), hippocampus (HIP), prefrontal cortex
(PFC) were dissected, removed, weighed and homogenized in 50 mM
Tris-Cl, pH7.4. The homogenate was centrifuged at 2400 x g for
15 min at 4 °C, and a low-speed, supernatant fraction (S1) was used for
assays.

2.6. Glycogen synthase kinase-3p (GSK-38)

The measurement of GSK-3f level was performed using a com-
mercially available ELISA kit (YH Biosearch Laboratory, Shanghai,
China), according to the manufacturer’s instructions. All samples had
their total protein levels adjusted to 1 mg/ml before starting ELISA
procedures.

2.7. TNF, IL-17 and IFNy

Levels of TNF, IL-17 and IFNy in the spleen, SC, PFC, HP were de-
termined using commercially available ELISA assays, following the in-
structions supplied by the manufacturer (DuoSet Kits, R&D Systems;
Minneapolis). Results are shown as pg/mg tissue.

2.8. Histone deacetylase (HDAC) and histone acetyltransferases 3 and 4
(HATs)

The level of global HDAC and HATs 3 and 4 was estimated by using

EpiQuik™ Global HDAC and HAT3 and HAT4 Assay Kit (as per manu-
facturer's instruction).

HO.

OH O

Day 1
Chrysin (20 mg/kg, i.g.)
or vehicle

/

Day 25
End of treatment
with chrysin

Day 7 Day 10 Day 26
Start typical clinical ~ Delayed onset of Bithanac
symptoms clinical signs

Fig. 1. Overview of study design.
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2.9. Protein determination

Protein concentration was measured by the Bradford (Bradford,
1976), using bovine serum albumin (1 mg/ml) as the standard (Sigma).
The Bradford assay is a protein determination method that involves the
binding of Coomassie Brilliant Blue G-250 to proteins. It is this blue
protein form that is detected at 595 nm in the assay using a microplate
reader.

2.10. Statistical analysis

Results are presented as mean and S.E.M. Comparisons between the
experimental and control group were performed by two-way analysis of
variance (ANOVA), followed by Bonferroni test when appropriate. A
value of p < 0.05 was considered to be significant. All tests were
carried out using the GraphPad software (San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Chrysin treatment attenuates the clinical signs and body weight loss
caused by EAE

Typical clinical signs, such as tail atony and clumsy gait, appeared
on day 7 post-MOG-injections and continue to rise until day 25 on
untreated EAE group (Fig. 2A). Statistical analyses showed that control
group differed from EAE in day 10 until day 26. In days 10, 11,13,
15-26 EAE differed from chrysin and from chrysin-treated EAE (Fig. 2A
and B). Chrysin-treated EAE afforded a 55% improvement in clinical
scores, as measured by the area under the curve (AUC) (Fig. 2B).
Moreover, a progressive body weight loss paralleled disease severity in
a mice model of EAE (Fig. 2C). In addition, chrysin treatment protected
against marked loss of body weight induced by EAE (Fig. 2C).

3.2. Chrysin treatment modulates levels of GSK3

EAE increased GSK3p levels in spleen, SC HIP and PFC and chrysin
treatment (20mg/kg) partially protected against this increase
(Fig. 3A-D).

3.3. The EAE model induced desbalance of HAT/HDAC in the spleen, HIP,
PFC and SC of mice

Activation and/or overexpression of specific HDACs have been as-
sociated with neurodegenerative diseases, so in this study we in-
vestigate the role of HDACs in a model of MS. In response to EAE model,
a significant increase in HDAC activity was found in the spleen, HIP,
PFC and SC when compared to naive/vehicle group (Table 1). In con-
trast, HDAC activity in naive/chrysin group significantly decreased
compared to control mice (naive/vehicle), supporting a chrysin-in-
duced inhibition of HDAC activity. Post hoc comparison showed that
chrysin treatment normalized the increased HDAC activity observed in

4 50
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the spleen, HIP, PFC and SC of EAE/vehicle mice (Table 1).

EAE/Vehicle demonstrated a significant inhibition of HAT H3 and
H4 activities in the spleen, HIP, PFC and SC when compared to control
group (naive/vehicle) (Table 1). However, chrsyin treatment increased
the HAT H3 and H4 activities in the spleen, HIP, PFC and SC compared
to naive/vehicle group, demonstrating a modulatory effect. Post hoc
comparisons indicated that the inhibition of HAT H3 and H4 activities
in the spleen, HIP, PFC and SC of EAE/Vehicle mice was mitigated by
chrysin treatment (Table 1).

3.4. Cytokines levels in the spleen, HIP, PFC and SC of mice

The levels of IFNy, IL-17 and TNF levels were analyzed in the
spleen, HIP, PFC and SC (Table 2). EAE/vehicle group increases the
levels of IFNy, IL-17 and TNF compared to the naive/vehicle group.
Chrysin treatment reduces the increased inflammatory cytokines ob-
served in the spleen, HIP, PFC and SC of EAE/vehicle mice (Table 2).

4. Discussion

In this study, we explored the effects of flavonoid chrysin on EAE
model of MS. Chrysin attenuated mean clinical score, mitigated EAE-
induced increases in HDCA activity, GSK-3f, IFNy, IL-17 and TNF levels
as well as EAE-induced decrease in HAT3 and HAT4 activities.

One of the first hallmarks of disease in the MOG-induced EAE model
is a reduction of body weight and onset of signs such as tail tonus and
hind limb paralysis (Giacoppo et al., 2015). As expected, mice be-
longing to EAE/vehicle group significantly lost weight and showed the
highest score of disease (about 5 points in the grading scale of disease),
in accordance with previous studies by Giacoppo et al. (2015), Khezri
et al. (2018) and Mahmoodi et al. (2019). Mice treatment with chrysin
at the dose of 20 mg/kg afforded significant protection against disease
induction, delayed onset of clinical signs and attenuated clinical scores
compared with the vehicle-treated counterparts.

The neuroprotective and immunosuppressive effects of histone
deacetylase inhibitors (HDACI) suggest that HDACi may potentially be
useful for treatment of neuroinflammatory diseases including MS.
Recent studies using HDACI trichostatin A (TSA) and valproic acid, as
well as Vorinostat (which preferentially inhibits class I and HDAC6,
although it is not highly selective), have been shown to ameliorate EAE
(Camelo et al., 2005; Ge et al., 2013; Sun et al., 2018; Zhang et al.,
2012). In the present study chrysin modulated HDAC activity by
blocking increased activity in EAE-treated mice. Inhibition of HDACs by
chrysin was previously reported in vitro by Pal-Bhadra et al. (2012) and
Kanwal et al. (2016). Importantly, here we show for the first time that
such inhibition of HDAC by chrysin also occurs in vivo, which is
agreement with the fact that HDAC inhibitors have been shown to have
good prophylactic effects in rodent EAE model (Camelo et al., 2005; Ge
et al., 2013). HDAC inhibitors and their derivatives have attracted at-
tention as potent neuroprotective drugs (Leng et al., 2010) that trigger
beneficial effects in EAE and could be useful in the treatment of

4
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Fig. 2. Effect of treatment chrsyin and MOGs3s_ss/CFA on the clinical scores (A), area under curve (AUC) and body weight changes (C) in mice in a model of EAE.
(Values are means and S.E.M. (n = 6). *P < 0.05 when compared with naive/vehicle; #P < 0.05 when compared with EAE/vehicle (Two-way ANOVA, Bonferroni

post hoc test).
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Fig. 3. Effect of treatment chrsyin and MOG35_s5/CFA on the GSK3p levels in the SPLEEN (A), SC (B), HIP (C) and PFC (D) (Values are means and S.E.M. (n = 6).
*P < 0.05 when compared with Naive/vehicle; # P < 0.05 when compared with EAE/vehhicle (Two-way ANOVA, Bonferroni post hoc test).

autoimmune demyelination (Wang et al., 2015a,b; Azuchi et al., 2017).
Understanding the involvement of particular HDACs may help to de-
velop selectively acting medication and reduce unwanted side effects
(Wang et al., 2018). Many genes are associated with the development of
neurodegenerative diseases, and are susceptible to changes in expres-
sion by epigenetic mechanisms. (Neal and Richardson, 2018). The
epigenetic regulation, through your components, may critically affect

Table 1

immune system activation, neurogenesis and myelin formation in MS
(Castelo-Branco et al., 2014). HDAC2 is a histone deacetylase that has
been shown to reduce the acetylation of learning and memory-related
genes (Griff et al., 2012), besides that selected human studies identified
changes in specific histone marks or changes in the levels of the en-
zymes that are involved in these posttranslational modifications in
specific regions of AD postmortem brains (Ding et al., 2008).

Effect of treatment chrysin and EAE on HDAC, HAT 3 and HAT 4 activities in the in spleen, HIP, PFC and SC of mice.

Naive EAE
Vehicle Chrysin Vehicle Chrysin
HDAC
Spleen 5615 = 321.1 5141 = 295.5 7281 + 198.1 4812.2 * 177.9°
HIP 2532 = 233.6 1887 = 179.1 3774 * 3125 2150 = 119.2°
PFC 2612 = 221.1 1949 = 244.3 4208 + 150.3 2331 + 22417
SC 5478 = 410.2 4179 = 314.1 7171 + 421.3 4518 = 229.0"
HAT 3
Spleen 473.2 = 52.7 606.5 = 53.7 279.2 = 11.7 504.2 = 22.5'%
HIP 1195 = 10.1 168.2 = 8.90 84.5 + 8.70 125.1 + 8.50*"
PFC 126.0 = 6.33 1721 % 12,1 82.5 * 4.56 136.1 + 6.20°"
sC 244.2 + 21.6 353.7 = 22,6 157.2 = 15.3 216.5 = 13.9°"
HAT 4
Spleen 294.2 + 15.8 463.7 = 20.6 197.0 + 7.10 261.5 + 24.3°"
HIP 89.2 + 8.10 146.2 = 8.90 59.5 + 4.90" 92.7 *+ 9.60°"
PFC 90.2 + 7.60 128.5 = 4.50 65.2 = 5.30 95.7 £ 7.60°°
sC 339.5 = 225 489.7 = 44.0 2127 * 320 354.5 = 3827

The values were analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni multiple comparison test. Each value is expressed as the mean + S.EM. (n = 6).
“ P < 0.05 when compared with Naive/vehicle.
# P < 0.05 when compared with EAE/vehicle.
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Table 2
Effect of treatment chrysin and EAE on pro-inflammatory cytokines levels in the
spleen, HIP, PFC and SC of mice.

Naive EAE
Vehicle Chrysin Vehicle Chrysin
IFNy
Spleen 1569 + 1529 1539 + 2057 4961 + 4121 2778 + 189.1""
HIP 578.1 = 41.2 5485 * 46.8 957.8 + 75.8°  729.5 * 34.6°°
PFC 601.4 = 38.2 494.8 = 27.9 1045 + 53.3 753.0 = 70.6"°
SC 377.8 = 36.2 371.8 + 284 813.5 + 484" 4250 * 61.0°
IL-17
Spleen 1025 + 82.7 861.5 = 77.5 1764 = 139.9° 1299 + 55.1°"°
HIP 2423 = 235 186.3 + 18.9 4248 + 17.8 3413 = 2217
PFC 1788 = 13.6 169.9 *= 10.3 409.8 = 32.9° 2241 = 19.7°
SC 336.3 = 33.2 3251 * 30.7 849.5 + 29.8 527.5 + 253"
TNF
Spleen 2774 + 162.3 2192 + 87.9° 3753 + 156.6° 2947 * 138.6""
HIP 171.3 + 124 155.32 = 11.2 4270 + 32.7° 237.0 *+ 26.3""
PFC 1720 * 204 179.3 = 10.4 512.0 = 59.1 353.0 = 19.2°7
SC 270.1 £ 25.7 2413 = 148  769.3 + 70.1° 3986 + 52.2°7

The values were analyzed by two-way ANOVA and Bonferroni multiple com-
parison test. Each value is expressed as the mean = S.E.M. (n = 6).

* P < 0.05 when compared with Naive/vehicle.

" P < 0.05 when compared with EAE/vehicle.

Recent studies suggest the potential advantages of combined treat-
ment of GSK-3f and HDAC inhibition in various in vitro and in vivo
models of neurological diseases (Sharma and Taliyan, 2015). GSK-3p is
a multifunctional protein kinase that phosphorylates several brain
proteins, including neurofilaments (Nicolia et al., 2017). It is an im-
portant proinflammatory molecule in autoimune CNS diseases (Beurel,
2011), being involved in differentiation of Th17 cells, which is im-
portant for the induction of EAE in mice and plays an important role in
neurodegeneration (Beurel et al., 2013). Thus, the blockade of GSK-3
signaling may be a therapeutic strategy for neuroprotection (Ahn et al.,
2017). HDACs are the enzymes which remove acetyl groups from lysine
residues in proteins and play pivotal roles in epigenetic regulation of
gene transcription by remodeling chromatin structure. Activation and/
or overexpression of specific HDACs have been associated with neuro-
degenerative diseases (Bardai and D'Mello, 2015). In the present study
chrysin treatment reduced GSK-3 levels EAE/Chrysin group and in-
hibited the activity of HDAC, agreing with the scenario described by
Bardai and D'Mello (2015), who proposed a possible link between GSK-
3B and histone deacetylases (HDACs). Moreover, Ryves et al. (2005)
reported that lithium chloride (LiCl), a well-known mood stabilizer,
possibly act via inhibition of GSK-3p and HDAC. In addition, Valproic
acid (VPA) is an HDAC and GSK-3p inhibitor and has been widely
clinically used as a pharmacological agent in the treatment of epilepsy,
bipolar disorder, spinal muscular atrophy and migraine headaches for
nearly 50 years (Cho et al., 2012; Wang et al., 2015a,b. These lines of
evidence clearly point toward a possible link between GSK-3f and
HDAC in neurodegenerative processes involved in neuroinflamation.
Regarding this point, simultaneous attenuation of HDAC and GSK-3p
may also explain the presently-reported beneficial effects of chrysin in
the EAE model.

Proper histone acetylation homeostasis is maintained by the an-
tagonistic activity of histone acetlytransferases (HATs) and HDACs that
activate and repress gene expression, respectively (Panikker et al.,
2018). In the present study chrysin treatment up-regulated HAT3 and
HAT4, enzymes with opposite function to HDAC and that are decreased
during neurodegeneration (Schmalbach and Petri, 2010). Once the
balance is disturbed and the HAT/HDAC ratio shifts in favor of HDAC in
terms of availability and enzymatic functionality, an altered transcrip-
tion profile is observed, typically represented by the repression of pro-
survival molecules and the decrease of several pro-apoptotic gene
products. Thus, in the use of HDAC inhibitors has been considered a
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potential and attractive therapeutic approach (Garbes et al., 2013).
Beyond chrysin, others bioactive compounds could also regulate HATs
and HDAGs. Priyadarsini et al. (2011) reported that quercetin inhibits
HDAC and Ruiz et al. (2007) related that quercetin inhibits the ex-
pression of TNF, IFN-y and macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2)
and post-translational modifications (acetylation and phosphorylation)
of HAT3. In line of this view, other flavonoids are also investigated in
EAE model. Ciftci et al. (2015) demonstrated hesperidin treatment
prevents the oxidative stress caused by EAE in mice via a decrease in
lipid peroxidation and increase in elements of the antioxidant defense
systems in brain tissue. Wang et al. (2016) investigated the beneficial
effects of resveratrol in protecting the integrity of the BBB in EAE mice
and observed improved clinical outcome after resveratrol treatment.
Additionally, Haghmorad et al. (2017) demonstrated that hesperidin
inhibited development of EAE in mice. Xie et al. (2018) demonstrated
kurarinone significantly inhibits the clinical progression of EAE through
the inhibition of Th1 and Th17 cell differentiation and proliferation.

Dysregulation of the immune system in EAE/MS is a fundamental
aspect of both initiation and progression of disease. CD4™ T cell-
mediated autoimmunity is widely regarded as one of the most im-
portant aspects of MS pathogenesis (Zhang et al., 2015a,b). The im-
mune response in MS is generally considered to be shifted toward T
helper type 1 (Thl) cytokine production, including TNF and IFNy
(Kleinewietfeld and Hafler, 2014; Zhang et al., 2014). However, recent
studies have indicated that IL-17 producing Th17 cells are involved,
and are as critical as Thl cells in this (Kebir et al., 2009), Komiyama
et al. (2006) reported mice deficient for IL-17 are protected from the
development of EAE. In the present study, chrysin treatment reduces
pro-inflammatory cytokines IFNy, TNF and IL-17 corroborating with
the data described by Meng et al. (2017). The Th1 lineage of cytokine
can help Th17 cells invade the brain and spinal cord, thus trigger EAE
(Reboldi et al., 2009). The high percentage of Th17 cells has an impact
on the inflammation in the brain and the severity of disease (Stromnes
et al., 2008).

Another feature of EAE is the presence of infiltrating inflammatory
cells in SC (Rossato et al., 2017). These infiltrating cells consist pri-
marily of T cells and macrophages. Between these inflammatory cells,
the Th1 cells (IFN-y CD4 ") have been considered to play an important
role in EAE development, principally by producing IFN-y (Renno et al.,
1995). In this sense, infiltrating T cells secrete large amounts of IFN-y
which will activate resident glial cells during EAE (Juedes et al., 2000;
Renno et al., 1995). IFN-y can enhances pro-inflammatory cytokines
(IL-1B, IL-12) via monocytes and macrophages activation. Activated
macrophages destroy axonal myelin and secrete countless cytokines,
including the TNF, which would perpetuate inflammatory reactions,
non-specific and would contribute to tissue damage (Rodrigues et al.,
2010).

It's known that cognitive impairment is a significant symptom of
multiple sclerosis (MS) affecting up to ~70% of patients (Rao et al.,
1991). The hippocampus plays an important role in episodic memory,
one of the most frequently affected cognitive disorder in MS (DeLuca
et al., 1998; Yanike et al., 2004). Moreover, it has been shown that
hippocampal demyelination is common in postmortem of MS brain of
patients and that demyelinated hippocampi show decreased expression
of neuronal proteins involved in a number of biological processes.
(Dutta et al., 2011; Koenig et al., 2014).

The prefrontal cortex is one of the first regions showing changes at
the beginning of the disease, where focal lesions, demyelination, and
functional alterations were associated to cognitive decline and fatigue
(Jehna et al., 2013). Since functional changes and atrophy in the frontal
cortex may play a crucial role in MS progression these results may have
broad implications for understanding the mechanism of cortical neu-
ronal dysfunction in EAE and MS.
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5. Conclusion

Chrysin treatment afforded significant protection against multiple
parameters in EAE model of MS. These include clinical scores, levels of
pro-inflammatory cytokines, and HDAC, HAT3 and HAT4 activities.
Altogether, these results demonstrate beneficial effects and potential
targets of chrysin in this model of EAE. Pharmacological and nu-
traceutical effects of chrysin may be explored in other autoimmune and
chronic inflammatory disorders.
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4. DISCUSSAO

As doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas por disfungdes progressivas e perda
lenta de neurénios. O envolvimento dos sistemas funcionais difere entre os disturbios e esta
associado a um amplo espectro de sintomas clinicos. Além da perda neuronal em diferentes
regides anatbmicas sdo descritas caracteristicas bioquimicas e histopatoldgicas como o espectro
de depositos proteicos presentes em diversas dessas doencas (Kovacs, 2018). O elevado
numero de combinacdes de doencas com caracteristicas neurodegenerativas implica em um
vasto painel de proteinas relacionadas a neurodegeneracdo juntamente com marcadores que
refletem a dindmica da doenga (por exemplo, fatores neuroinflamatérios ou de sinalizagdo) no
corpo (Kovacs et al., 2010). Ao longo do tempo, muitas plantas tém sido usadas para o
tratamento de problemas mentais. No inicio, eram principalmente plantas contendo alcalGides;
de fato sabe-se que os alcalides interagem fortemente com os receptores do sistema nervoso
central, entretanto nos dltimos anos, tem-se dado especial atencdo aos flavondides, 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 doencas neurodegenerativas, a DP e a EM. Para isto foi utilizado um
modelo experimental crénico da DP que induz toxicidade neuronal dopaminérgica nigrostriatal,
0 modelo da 6-OHDA em camundongos e a EAE um modelo animal de EM, que €
frequentemente usado para estudos da patogénese e intervengdes terapéuticas para esta doenca.
No estudo com a 6-OHDA conseguimos demonstrar efeitos protetores do tratamento com
crisina em testes comportamentais e cognitivos, bem como em parametros neuroquimicos
(estresse oxidativo, neuroinflamacdo e metabolismo da dopamina) em camundongos fémeas
idosas. J& no modelo da EAE o tratamento com crisina atenuou o escore clinico médio da
doenca, mitigou o aumento da atividade de HDCA e da GSK-3f induzidos pela EAE, bem
como reestabeleceu a atividade de HAT3 e HAT4, além disso protegeu contra marcadores de
neuroinflamacdo em camundongos.

Tanto a DP como o modelo de 6-OHDA estdo diretamente relacionados com a perda de
neurdnios dopaminérgicos na SNc. Neste estudo mostramos que a crisina protege contra uma
diminuicdo nos niveis 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, reforcando a relacdo 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 neurdnios dopaminérgicos na SNc resulta no desenvolvimento de sintomas
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comportamentais tipicos da PD, como tremor, rigidez e bradicinesia (Becker et al., 2018). No
entanto, é reconhecido que os pacientes com DP frequentemente sofrem de sintomas ndo
motores, como disfuncdo autonémica e deterioracdo cognitiva (Chaudhuri & Schapira, 2009).
NOs constatamos que o tratamento sistémico com crisina atenuava a rotacao contralateral e a
piora cognitiva relacionado com déficits de aprendizado espacial no labirinto de Barnese o e
déficits de memoria (precocee tardia) no teste de esquiva passiva. Além disso, o declinio da
memoria relacionada a idade ja 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 rotagdes induzidas pela
apomorfina (discinesia) em camundongos.

O oxido nitrico (NO) tem muitos papéis fisiologicos no sistema nervoso. No entanto,
em condigdes patologicas como a DP, ele pode contribuir tanto para o estresse oxidativo como
para a neurodegeneracédo (Kavya et al., 2006). Por exemplo, o excesso de NO contribui para a
morte de neurdnios dopaminérgicos e, eventualmente, o desenvolvimento de sintomas de DP
(Kavya et al., 2006). Neste contexto, ndés demonstramos um aumento na sintese de NO
concomitante ao aumento da geracdo de RS e dos niveis de HNE (um indice de peroxidacdo
lipidica) em camundongos tratados com 6-OHDA. Além disso, a diminui¢&o dos niveis de GSH
e 0 aumento da atividade da NADPH oxidase indicam ainda condi¢des favoraveis a ocorréncia
de estresse oxidativo ap6s a injecdo de 6-OHDA. Isso é particularmente interessante
considerando que a GSH é uma importante defesa antioxidante e que a NADPH oxidase € uma
enzima geradora de RS que produz uma grande quantidade de RS no cérebro e desempenha um
papel fundamental na neurodegeneragio dopaminérgica na DP (Zhou et al., 2018). E importante
ressaltar que a crisina preveniu todas as alteracdes relacionadas ao estresse oxidativo induzidas
pela injecdo de 6-OHDA em camundongos fémeas idosas, apoiando a ideia de que um
mecanismo importante subjacente a seus efeitos benéficos no modelo 6-OHDA de PD é a
melhoria de equilibrio redox. De acordo com essa visdo, é notavel notar que
a crisina demonstrou efeitos antioxidantes similares em modelos de prejuizo cognitivo
relacionado a idade (Souza et al., 2015) e estresse leve imprevisivel cronico (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 suscetivel a RS, produtos de peroxidacdo lipidica e
oxidacgéo 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 protecédo 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 véo de encontro aos de Khadrawy e colaboradores (2017) que relataram que a cafeina
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 inflamacéo cronica esta associada
com amplo espectro de doengas neurodegenerativas relacionadas a idade, incluindo AD,
esclerose lateral amiotréfica e DP (McGeer & McGeer, 2004). As respostas inflamatdrias como
ativacdo de microglia e acimulo de mediadores inflamatdrios no estriado desempenham um
papel na progressao da DP (Goes et al., 2018). De fato, as citocinas pro-inflamatorias TNF-a e
IL-1B induzem danos neuronais e, portanto, a supressiao da sua sinalizacdo é importante no
tratamento de doencas neurodegenerativas (McGeer & McGeer, 2004). Assim, nossos
resultados concordaram com essa visdo, uma vez que a crisina diminuiu o aumento do TNF-a
e da IL- 1B no estriado de camundongos fémeas idosas induzido pela 6-OHDA. Esses resultados
corroboram com a eficécia da crisina contra a neuroinflamacdo, ja demonstrada usando modelos
in vitro (Lee et al., 2017) e modelos in vivo (Goes et al., 2018).

Uma das principais caracteristicas do modelo de EAE induzido por MOG é a reducéo
do peso corporal e aparecimento de sintomas como paralisia do térax e dos membros posteriores
(Giacoppo et al., 2015). Como esperado, os camundongos do grupo EAE/veiculo perderam
peso e apresentaram os maiores escores da doenca (cerca de 5 pontos na escala de classificacéo
da doenca), 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 0s camungongos contra a inducao da doenca, atrasando o inicio dos sinais e atenuando
0s escores clinicos.

Os efeitos neuroprotetores e imunossupressores dos inibidores da histona desacetilase
(HDACI) sugerem que o HDACI pode potencialmente ser Util para o tratamento de doencas
neuroinflamatérias incluindo EM. No presente estudo, a crisina modulou a atividade da HDAC
bloqueando o0 aumento da atividade em camundongos tratados com EAE. A inibi¢do 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 inibi¢cdo da HDAC pela crisina também ocorre
in vivo. Estudos recentes sugerem as potenciais vantagens na utilziagdo de inibidores da GSK-
3p e de HDAC em varios modelos in vitro e in vivo de doengas neuroldgicas (Sharma & Talyan,
2015). No presente estudo o tratamento com crisina reduziu os niveis de GSK-3p do grupo
EAE/crisina e inibiu a atividade da HDAC, concordando com o cenério descrito por Bardai et
al., (2015), que propds uma possivel ligacdo entre GSK-3p ¢ histona desacetilases (HDACs).
Além disso, Ryves et al. (2005) relataram que o cloreto de litio (LiCl), um estabilizador de
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humor bem conhecido, possivelmente age via inibicdo de GSK-3p ¢ HDAC. Além disso, o
acido valproico (VPA) é um inibidor da HDAC e tambem da GSK-3p, e tem sido amplamente
usado na clinica como agente farmacologico 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 evidéncia apontam claramente para uma possivel ligacéo entre GSK-3 ¢ HDAC
nos processos neurodegenerativos envolvidos na neuroinflamacdo. Em relacgdo a este ponto, a
atenuacdo simultanea de HDAC e GSK-3p pode também explicar os efeitos neuroprotetores da
crisina no modelo da EAE.

A homeostase adequada da acetona das histonas é mantida pela atividade antagénica de
histonas acetiltransferases (HATs) e HDACs que ativam e reprimem a expressdo génica,
respectivamente (Panikker et al., 2018). No presente estudo, o tratamento com crisina aumentou
as HAT3 e HAT4, enzimas com funcdo oposta a HDAC e que sdo diminuidas durante
neurodegeneragdo (Schmalbach et al., 2010). Assim, o uso de inibidores de HDAC tem sido
considerado uma aboradagem terapéutica atrativa (Garbes et al., 2013). Além da crisina, outros
compostos bioativos também podem regular HATs e HDACSs. Priyadarsini et al., (2011)
relataram que a quercetina inibe a HDAC e Ruiz et al. (2007) relataram que a quercetina inibe
a expressdo de TNF, IFN-y e proteina inflamatéria 2 de macréfagos (MIP-2) além de
modificacOes pds-traducionais (acetilagdo e fosforilacdo) de HAT3.

A desregulacdo do sistema imunolégico na EAE/MS é um aspecto fundamental na
iniciacdo e progressdo da doenca. A autoimunidade mediada por células T CD4* é amplamente
considerada como um dos aspectos mais importantes da patogénese da EM (Zhang et al., 2015).
A resposta imune na EM é geralmente considerada deslocada para a producéo da citocina Thi,
incluindo TNF e IFNy (Kleinewietfeld et al., 2014; Zhang et al., 2014). No entanto, estudos
recentes indicaram que células Th17 produtoras de IL-17 estdo envolvidas e séo tdo criticas
quanto as células Thl (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 pro-inflamatorias
IFNy, 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 atribuidos as propriedades

antioxidantes, antiinflamatorias e neuroprotetoras relatadas para a crisina.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou o efeito protetor da crisina frente a dois modelos de
doencas neurodegenerativas (figuras 13 e 14)

Desta forma o presente estudo expde a crisina como um importante alvo para mais
estudos e espera-se que futuramente venha a ser um auxiliar ao tratamento a esclerose multipla

e a doenga de Parkinson.

Figura 13. Mecanismo de acdo da crisina no modelo da DP
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Figura 14. Mecanismo de a¢do da crisina no modelo da EM
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6. PERSPECTIVAS

Com o objetivo de elucidar o papel do tratamento com crisina na reversdo da
neurodegeneracdo no modelo de esclerose multipla esperamos poder verificar se a crisina reduz
o infiltrado inflamatdrio de células T CD4+ o qual é caracteristico tanto na EM como também
na EAE. Devido ao fato do nosso grupo de pesquisa ja ter apresentado um ndmero consideravel
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 utilizacdo do MPTP). Além disso pretendemos
utilizar a crisina em outros protocolos de doencas neurodegenerativas como a doenca de

Huntington e a epilepsia.
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