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RESUMO 
 
 

 

A neurotoxicidade é um efeito adverso comum que ocorre devido ao uso de 

algumas classes de quimioterápicos, como por exemplo, os derivados de platina 

(cisplatina, oxaliplatina e carboplatina). Esse efeito adverso é chamado de 

Neuropatia Periférica Induzida por Quimioterapia (NPIQ) quando atinge o Sistema 

Nervoso Periférico (SNP) e é caracterizada por perda sensorial, parestesia e dor 

neuropática, que prejudica tanto a terapia antitumoral quanto a qualidade de vida 

dos pacientes. Uma das maneiras de prevenir ou reverter esse efeito é através da 

neuroproteção. No presente trabalho, foi avaliada a potencial ação neuroprotetora do 

LDT 409 (composto sintetizado a partir de uma molécula isolada do líquido extraído 

da casca da castanha de caju), que em estudos prévios demonstrou atividade 

antioxidante e diminuiu a expressão de citocinas pró-inflamatórias. Assim, avaliamos 

se o LDT 409 seria capaz de prevenir a neurotoxicidade induzida pela cisplatina, que 

dentre outras alterações, promove aumento da expressão de citocinas pró-

inflamatórias e inibição da neuritogênese in vitro. Dessa forma, para responder aos 

objetivos propostos, foi avaliada em células PC12 a viabilidade celular através da 

técnica de exclusão por azul de tripano, a quantificação gênica de da GAP-43 

(marcador de neuroplasticidade) pela técnica de RT-PCRq em tempo real e a 

avaliação da morfologia e neuritogênese por microscopia óptica. Foi observado que 

150 µM de cisplatina induziu morte celular, diferentemente do tratamento com LDT 

409, que não se mostrou citotóxico nas concentrações testadas. A cisplatina na 

concentração de 50 µM diminuiu a expressão de GAP-43, enquanto a concentração 

de 150 µM não promoveu alteração da expressão gênica. Investigamos então se o 

LDT seria capaz de prevenir o efeito da cisplatina (50 µM) na expressão gênica de 

GAP-43 e observamos que o LDT 409 não preveniu esse efeito. Mesmo que a maior 

concentração de cisplatina não tenha alterado a expressão gênica de GAP-43, o co-

tratamento com LDT 409 aumentou a expressão desse gene. A cisplatina (150 µM) 

aumentou tanto o tamanho nuclear quanto celular, além de alterar o formato dessas 

células tornando-as esféricas. Além disso, verificamos se o LDT 409 possuía 

atividade neuritogênica e observamos que o composto não induziu o crescimento de 

neuritos. Assim, de acordo com os ensaios realizados, o LDT 409 não demonstrou 



 

efeito neuroprotetor em modelo de neurotoxicidade in vitro induzido por cisplatina em 

células PC12. 

 

 

Palavras Chaves: LDT 409; cisplatina; neurotoxicidade; neuroproteção; GAP-43.



 

ABSTRACT 

 

 

Neurotoxicity is a common adverse effect that occurs with the use of some 

chemotherapeutic classes used, as an example, the platinum derivates (cisplatin, 

oxaliplatin and carboplatin). This adverse effect is called Chemotherapeutic-Induced 

Peripheral neuropathy when affect the Peripheral Nervous System (PNS) and is 

characterized by sensory loss, paresthesia and neuropathic pain, with impairs the as 

antitumoral therapy as the patients quality of life. One way to prevent or revert this 

effect is through neuroprotection. In this work, was evaluated the potential 

neuroprotection action of LDT 409 (compound synthesized from a molecule isolated 

from the from the cashew nut shell liquid), which in previous studies showed 

antioxidant activity and reduced the pro-inflammatory cytokine expression. Thus, we 

evaluated whether the LTD 409 would be capable to prevent the cisplatin 

neurotoxicity, that among other alterations, induce an increase of pro-inflammatory 

cytokines and neuritogenesis inhibition in vitro. Therefore, to answer the proposed 

aims, was evaluated in PC12 cells the viability through Trypan blue exclusion, the 

genic expression of GAP-43 (a neuroplasticity marker) by real-time RT-PCRq and 

morphologic evaluation and neuritogenesis by optic microscopy. We observe the 

cisplatin 150 µM induce cell death, differently the LTD 409 treatment, which did not 

was cytotoxic in the tested concentrations. The cisplatin 50 µM decrease the GAP-43 

gene expression, while the 150 µM did not promote alterations on gene expression. 

We next investigate whether LDT 409 would be able to prevent the cisplatin effect 

(50 µM) on the GAP-43 gene expression and we observed that LDT 409 did not 

prevent this effect. The highest cisplatin concentration did not alter the GAP-43 gene 

expression, however, the co-treatment with LDT 409 increased the gene expression 

of this gene. Cisplatin (150 µM) increased both the nuclear and cellular size, besides 

changing the shape of these cells, making them spherical. In addition, we verified 

whether LDT 409 had neuritogenic activity and we observed that the compound did 

not induce neurite outgrowth. Thus, according to the performed assays, LDT 409 did 

not demonstrate a neuroprotective effect in a model of in vitro neurotoxicity induced 

by cisplatin in PC12 cells. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Neuropatia Periférica (NP) 

 

 

A neuropatia periférica é um termo geral que indica qualquer distúrbio do 

SNP - sistema nervoso periférico (MISRA et al., 2008). É um distúrbio neurológico 

comum, com apresentação variável e inúmeras causas (MISRA et al., 2008). Esta 

é uma condição definida pela degeneração ou disfunção dos nervos periféricos, em 

seu trajeto da medula espinhal até a periferia, podendo gerar sintomas motores, 

sensitivos ou autonômicos (DE AFONSECA et al., 2010).  

Quanto à sua etiologia, a neuropatia periférica pode também estar associada 

a condições patológicas, processos infecciosos ou inflamatórios, processos 

metabólicos e hereditariedade (para revisão ver MARTIN e SILVA, 2011). A 

neuropatia periférica induzida por quimioterapia (NPIQ) está associada a processos 

metabólicos, devido ao efeito tóxico de determinados quimioterápicos e sua 

interferência no metabolismo saudável da célula nervosa (para revisão ver MARTIN 

e SILVA, 2011). 

A NPIQ é uma consequência relativamente comum e séria do tratamento do 

câncer e, muitas vezes é a principal razão para a redução ou descontinuação da 

terapia, podendo limitar o emprego de agentes quimioterápicos eficientes (PARK et 

al., 2008).  

Os sintomas são frequentemente incapacitantes, podendo afetar as 

atividades diárias dos pacientes devido à neuropatia periférica axonal 

predominantemente sensitiva, com distribuição predominante nos pés e mãos 

caracterizada por perda sensitiva, parestesia, frequentemente agravados pela dor 

neuropática (para revisão ver JAGGI e SINGH, 2012).  

O desenvolvimento, a incidência e a gravidade da NPIQ dependem não 

apenas dos fatores de risco individuais, mas também da dose cumulativa, duração 

do tratamento, estrutura química da droga e terapias combinadas (para revisão ver 

CAROZZI et al., 2015).  A fisiopatologia exata não é clara e vários mecanismos 
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subjacentes diferentes têm sido propostos para diferentes classes de drogas 

anticâncer (para revisão ver CAROZZI et al., 2015).  

Os mecanismos de ação das drogas quimioterápicas responsáveis pela 

citotoxicidade estão frequentemente ligados ao desenvolvimento de sua 

neurotoxicidade, o que implica a dificuldade óbvia de reduzir a toxicidade sem 

diminuir sua eficácia no câncer (para revisão ver CAROZZI et al., 2015). Esses 

mecanismos acontecem em diversos locais do SNP. Os gânglios da raiz dorsal 

(GRDs) são mais vulneráveis à agentes neurotóxicos já que não possuem uma 

barreira hematoencefálica (BHE) efetiva (ALLEN e KIERNAN, 1994), o que explica 

principalmente os sintomas sensoriais na NPIQ. 

O desenvolvimento da NPIQ está comumente associado com fármacos 

anticancerígenos utilizados no tratamento de primeira linha de vários tipos de 

cânceres, como a vincristina, paclitaxel, oxaliplatina, cisplatina e bortezomibe 

(JAGGI e SINGH, 2012).  

Os compostos de platina (Pt) pertencem a uma família de compostos usados 

no tratamento de vários tipos de tumores sólidos (por exemplo, mama, cólon, 

pulmão, testicular). Eles agem interagindo com o DNA formando adutos de Pt-DNA 

Figura 1 que resultam na morte celular apoptótica de células cancerígenas (para 

revisão ver CAROZZI et al., 2015).  

Os GRDs são considerados os alvos primários dos fármacos derivados da 

Pt (referente ao sistema nervoso), que causam apoptose em neurônios sensitivos, 

além de alterações morfológicas no nucléolo, gerando danos no DNA devido à 

formação de adutos de Platina-DNA. (MCDONALD e WINDEBANK, 2002). O DNA 

dos neurônios do SNP é mais suscetível a sofrer danos induzidos quimicamente 

devido à falta de proteção da BHE e, além disso, os GRDs são vascularizados por 

capilares fenestrados que os tornam mais acessíveis aos compostos circulantes, 

incluindo substâncias exógenas, como os fármacos derivados da Pt (para revisão 

ver CAROZZI et al., 2015).  

Esses fármacos causam uma neuropatia sensitiva determinada por dano 

primário aos neurônios sensitivos do GRD, o que leva a uma degeneração axonal 

anterógrada, característica que dificulta no planejamento do tratamento 

neuroprotetor (CAVALETTI,1992). Geralmente, a NP induzida por Pt é 

caracterizada por parestesia nas extremidades distais, desenvolvimento de perda 

proprioceptiva, arreflexia e ataxia sensitiva (MOLLMAN, 1988). Sintomas de dor 
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neuropática são relatados frequentemente, mesmo após a descontinuação do 

tratamento (LOMONACO, et al., 1992). Considerando todos os efeitos 

neurotóxicos, é importante ressaltar que as intervenções para reduzir ou evitar a 

neurotoxicidade, como tratamentos com antidepressivos, anticonvulsivantes, 

analgésicos opióides e anestésicos locais ainda não tiveram êxito (para revisão ver 

CAROZZI et al., 2015). 

 

 

1.2. Cisplatina 

 

 

A cisplatina possui um átomo central de platina rodeado por dois átomos de 

cloro e dois grupos de amônia Figura 1 (para revisão ver ELJACK, et al., 2014). 

Sua ativação ocorre quando atravessa a membrana celular, por difusão passiva ou 

ativa através de transportadores de cobre e transportadores de cátions orgânicos. 

No citoplasma, seus átomos de cloro são substituídos por moléculas de água e, 

este produto hidrolisado é altamente reativo nos centros nucleofílicos de 

biomoléculas como DNA, RNA, proteínas e membranas fosfolipídicas 

(MENDONÇA, 2008; para revisão ver ELJACK, et al., 2014).  

O produto de hidrólise da cisplatina liga-se a posição N7 das purinas no 

DNA, formando os adutos que interferem na replicação do DNA, através do 

bloqueio da enzima DNA polimerase, podendo também inibir a transcrição, levando 

ao bloqueio do ciclo celular e apoptose. (WOZNIAK et al., 2004; JAMIESON e 

LIPPARD, 1999). 
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Figura 1: Formação e efeito dos adutos DNA-Cisplatina. O átomo de Pt da Cisplatina se liga 
covalentemente a posição N7 das purinas. Os adutos DNA-Cisplatina geram respostas celulares 
como inibição da replicação celular e transcrição, parada do ciclo celular, reparo do DNA e 
apoptose. (Adaptado de WANG; LIPPARD, 2005). 

 

O mecanismo da lesão neuronal causada pela cisplatina ainda não foi 

totalmente elucidado, assim como também não foi esclarecido se a neurotoxicidade 

da cisplatina ocorre através de seus mecanismos antitumorais (GORGUN et al, 

2017). No tratamento com a cisplatina, o acúmulo de adutos de Pt-DNA é maior 

nos neurônios do GRD do que em qualquer outro tecido, além da gravidade da 

neurotoxicidade estar relacionada com a quantidade de adutos que é formada nas 

células nervosas (CAROZZI, et al. 2015). 

A cisplatina atua diretamente nos nervos sensoriais e gera efeitos tóxicos 

que são caracterizados por degeneração axonal distal, que pode progredir para 

degeneração de corpos celulares e morte celular, além de causar a apoptose de 

neurônios do gânglios da raiz dorsal (CAROZZI, et al. 2015; MCDONALD, et al., 

2002).  

Foi demonstrado que a cisplatina inibe a neuritogênese (sequência de 

eventos que leva à formação de neuritos) in vitro, além de causar danos no DNA 

mitocondrial de neurônios do GRD devido a formação dos adutos de Pt-DNA, o que 

afeta a replicação e transcrição do DNA mitocondrial, levando a disfunção 

Cisplatina 

Posição N7 da Guanina 

Inibição da Replicação 
Inibição da Transcrição 
Parada do Ciclo celular 
Reparo do DNA 
Morte Celular 
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mitocondrial nesses neurônios (FERREIRA, et al., 2016).  

 

 

1.3. Proteína GAP-43 

 

 

A proteína associada ao crescimento GAP-43 (do inglês Growth-Associated 

Protein 43) possui 43 kDa e faz parte das fosfoproteínas que contribuem para a 

plasticidade e crescimento do terminal pré-sináptico (para revisão ver HOLAHAN, 

2017). Esta fosfoproteína pré-sináptica atua em um conjunto maior de proteínas e 

quinases que coordenam mudanças na estrutura e função axonal durante os 

processos de neuroplasticidade. (para revisão ver HOLAHAN, 2017). 

Existe uma relação estreita entre a expressão de GAP-43 e plasticidade 

estrutural axonal durante o desenvolvimento, um aumento nos seus níveis de 

expressão após lesão axonal durante a fase de regeneração e em processos 

neuroplásticos (DENNY, 2006). As atividades funcionais da GAP-43 podem ser 

atribuídas A regulação transcricional e pós-transcricional de seu RNA mensageiro 

(RNAm - para revisão ver HOLAHAN, 2017). A expressão gênica e transcricional do 

RNAm de GAP-43 é restrita ao sistema nervoso, em particular nos axônios, onde os 

níveis aumentam durante os períodos que ocorrem crescimento de neuritos (KARNS 

et al., 1987).  

Desta forma, a quantificação da expressão do RNAm da proteína GAP-43 é 

uma ferramenta útil para a avaliação da atividade neurotóxica e neuroprotetora de 

compostos testados in vitro. 

 

 

1.4. Tratamento da Neuropatia Periférica 

 

 

Os tratamentos para a NPIQ disponíveis atualmente são sintomáticos 
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(STAFF et al., 2017). Os medicamentos utilizados nesse tratamento não são 

específicos para a NPIQ, são fármacos indicados para outras formas de dor 

neuropática, como antidepressivos, anticonvulsivantes, analgésicos opióides e 

anestésicos locais (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016). Ainda não existem 

tratamentos preventivos para a NPIQ devido à falta de compreensão de como 

drogas direcionadas à morte de células cancerosas que se dividem rapidamente, 

também têm como alvo os neurônios pós-mitóticos. (STAFF et al., 2017). A 

utilização de agentes na prevenção da NPIQ se torna complicada devido A 

possibilidade de que esses agentes possam também diminuir a eficácia do 

tratamento antineoplásico (STAFF et al., 2017). Os ensaios de agentes preventivos 

para NPIQ como o ácido alfa-lipóico, cálcio/magnésio intravenoso, vitamina E, 

acetil-L-carnitina ou glutationa não mostraram benefícios consistentes e/ou 

conclusivos clinicamente significativos na comparação dos controles com placebo 

(HERSHMAN et al., 2014; STAFF et al., 2017). 

Alguns antidepressivos tricíclicos (ATC) como a amitriptilina e a nortriptilina, 

têm sido empregados no tratamento da dor neuropática, mas não especificamente 

pela induzida pela quimioterapia (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016). Os 

mecanismos analgésicos destes fármacos estão no nível central do sistema 

nervoso, inibindo a recaptação de norepinefrina e serotonina, e a ativação de vias 

inibitórias da dor (KRAYCHETE et al., 2003). Os efeitos analgésicos periféricos 

antidepressivos tricíclicos têm sido atribuídos à diminuição de Adenosina 

monofosfato (AMP) cíclico via ativação do receptor de adenosina e inibição dos 

canais de sódio dependentes de voltagem (KRAYCHETE et al., 2003). Entretanto, 

a utilização destes fármacos é limitada devido ao seu início de ação lento e aos 

efeitos adversos, como confusão mental, tontura, sedação, retenção urinária e 

toxicidade cardíaca (O’CONNOR e DWORKIN, 2009).  

Os anticonvulsivantes como a gabapentina, pregabalina, carbamazepina, 

fenitoína e lamotrigina agem diminuindo a hiperexcitabilidade neuronal através da 

inibição de canais de cálcio ou de sódio e também são empregados no tratamento 

de dor neuropática (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016). Alguns destes, 

como a carbamazepina e a fenitoína possuem alto índice de efeitos adversos. 

Embora a carbamazepina proporcione alívio limitado da dor neuropática, ela possui 

janela terapêutica estreita, o que dificulta o tratamento (DWORKIN et al., 2010). 

A gabapentina e a pregabalina, geram menor índice de efeitos adversos e se 
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mostraram eficazes no tratamento de dor neuropática de etiologias distintas da 

NPIQ, mas ainda podem causar tontura, sedação e edema periférico, além de 

terem sido ineficazes no tratamento da NPIQ em estudos clínicos assim como a 

lamotrigina (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016; HERSHMAN et al., 2014).  

Os analgésicos opióides como a morfina, oxicodona, metadona ou tramadol, 

são tratamento de segunda linha para dor neuropática (O’CONNOR e DWORKIN, 

2009). Estes fármacos são analgésicos devido à ação agonista de receptores 

opióides localizados no Sistema Nervoso Central (SNC) ou SNP e devido a sua 

ação supra medular, ocorre a ativação de vias descendentes inibitórias envolvidas 

no controle da dor. Mesmo com a alta eficácia contra a dor de diferentes etiologias, 

os opióides possuem alto potencial para gerar dependência e tolerância, o que 

limita seu uso contínuo, além dos efeitos indesejados como náuseas, vômitos, 

constipação, sonolência e tontura (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016). 

É importante salientar que todo fármaco utilizado a fim de tratar ou prevenir 

a NPIQ deve, além de reduzir a neurotoxicidade proveniente da quimioterapia, 

manter a atividade anticancerígena do quimioterápico sem diminuí-la ou prejudicá-

la. 

Embora tenham sido tentados vários tratamentos neurotróficos, 

neuroprotetores ou antioxidantes para prevenir ou tratar a neuropatia, como os 

citados anteriormente, eles ainda possuem grandes limitações. O uso clínico 

desses compostos ainda é inviável devido às dificuldades na administração, 

estabilidade, efeitos adversos deletérios ou ineficácia em ensaios clínicos em 

humanos (HERSHMAN et al., 2014). 

Portanto, embora muitos compostos tenham sido relatados como 

neuroprotetores até o momento, não há nenhum que previna ou reverta 

efetivamente a neurotoxicidade causada pela cisplatina (FERREIRA, 2017). 

Assim, o estudo de possíveis compostos com atividade neuroprotetora é 

essencial para o desenvolvimento de novos fármacos para tratar este importante 

efeito adverso da quimioterapia. 
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1.5. Composto LDT 409 

 

 

O Líquido da Casca da Castanha de Caju (LCC) é um subproduto de 

resíduos agrícolas da indústria de castanha de caju que é obtido a partir da planta 

Anacardium occidentale (BALACHANDRAN et al., 2013; LOMONACO et al., 2017). 

Os constituintes químicos do LCC são compostos de origem fenólica, como 

o ácido anacárdico, cardanol, cardol e metilcardol (SAHIN, 2017). Esses 

compostos fenólicos possuem uma estrutura química única, aumentando assim 

sua relevância e possibilidades em aplicações comerciais e biológicas (SAHIN, 

2017). 

O Brasil é um dos principais produtores de caju no mundo, tendo o estado 

do Ceará como o maior produtor e exportador nacional, seguido pelo Piauí e Rio 

Grande do Norte (LOMONACO et al., 2017). O Anacardium occidentale (cajueiro) 

tem sido descrito, há séculos, como uma valiosa planta medicinal, há relatos de 

aplicações como analgésico, diurético, líquido para higiene bucal, tratamento de 

sintomas respiratórios, infecções genitais, doenças de pele, dentre outras 

enfermidades (PAULINO, et al., 2011). 

Os ácidos anacárdicos são compostos fenólicos que possuem ampla 

bioatividade, como atividades antibacteriana, antioxidante, larvicida, inseticida e 

moluscicida (HAMAD E MUBOFU, 2015). Além disso, atuam na via colinérgica 

inibindo a acetilcolinesterase (HAMAD e MUBOFU, 2015; MORAIS et al., 2017). 

Também foi descrita potente atividade inibidora da angiogênese de tumores, 

conduzindo a uma supressão significativa do crescimento do tumor da próstata 

(WU, 2011). 

O LDT 409, representado na Figura 2, é uma molécula que foi sintetizada a 

partir do ácido anacárdico, isolado a partir do LCC, pelo professor Dr. Luiz 

Romeiro, do Laboratório de Desenvolvimento de Inovações Terapêuticas da 

Universidade de Brasília. Inicialmente desenvolvido para ser testado como agonista 

de receptores PPAR, o LDT 409 é agonista parcial de PPARα e PPARγ e os 

resultados sugerem que ocorre ativação simultânea desses receptores em diversos 

tecidos, como adipócitos e hepatócitos (SAHIN, 2017). Além disso, o LDT 409 

diminui a expressão de fator de necrose tumoral α (TNFα) e interleucina 1β (IL-1β) 
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em camundongos com dieta rica em gordura, demonstrando atividade anti-

inflamatória em modelo de obesidade (SAHIN, 2017). 

 

 

 
Figura 2: Estrutura molecular do LDT 409. Figura gentilmente cedida pelo professor Dr. Luiz 
Romeiro, da Universidade de Brasília. 

 

 

Diversos trabalhos têm demonstrado que a ativação dos receptores PPAR 

tem atividade anti-inflamatória em modelos de neurodegeneração (MOUTINHO e 

LANDRETH, 2017; ZOLEZZI et al., 2017). Além disso, o LDT 409 tem atividade 

antioxidante em modelo in vitro de neurotoxicidade induzida por peróxido de 

hidrogênio em micróglia (dados ainda não publicados). Assim, neste trabalho será 

avaliada a potencial atividade neuroprotetora da molécula LDT 409 na 

neurotoxicidade induzida por cisplatina. 

Desta forma, nossa hipótese é de que o LDT 409 tenha atividade 

neuroprotetora em modelo de neurotoxicidade induzida por cisplatina. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

Os efeitos adversos causados pelo uso de quimioterapia podem ser 

extremamente deletérios para o paciente, resultando no estabelecimento de 

neuropatia periférica e diminuição da qualidade de vida dos pacientes. Assim, 

diversos pesquisadores e clínicos tem proposto estratégias de tratamento e/ou 

prevenção da neuropatia periférica induzida por quimioterápicos, incluindo 

estratégias de neuroproteção. Desta forma, ao investigar a potencial atividade 

neuroprotetora da molécula LDT 409 em modelo in vitro de neurotoxicidade 

induzida por cisplatina este trabalho pode contribuir para o avanço do 

conhecimento na área e na bioprospecção de moléculas de interesse 

farmacológico, obtidas a partir de plantas brasileiras.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo geral 

 

 

• Avaliar a potencial atividade neuroprotetora da molécula LDT 409 em modelo 

de neurotoxicidade induzida por cisplatina. 

 

 

3.2. Objetivos específicos: 

 

 

• Determinar a dose tóxica de cisplatina em cultura de células PC12; 

• Avaliar o efeito do LDT 409 na viabilidade de células PC12; 

• Avaliar o efeito da cisplatina na expressão de RNAm da proteína GAP-43 em 

células PC12; 

• Avaliar o efeito do LDT 409 na expressão de RNAm da proteína GAP-43 em 

células PC12 tratadas com cisplatina; 

• Avaliar o efeito do LDT 409 na neuritogênese de células PC12 diferenciadas 

(com fenótipo neuronal). 
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4.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Células PC12 

 

 

Os mecanismos de neurotoxicidade podem ser estudados através de 

técnicas in vitro que são amplamente úteis. Vários modelos neuronais têm sido 

utilizados para detectar e caracterizar agentes neurotóxicos (DAS et al., 2004). 

Lesões induzidas por agentes químicos em neurônios podem ser examinadas in 

vitro através da avaliação das alterações morfológicas na diferenciação e no 

crescimento dos neuritos (DAS et al., 2004). Além disso, pode-se utilizar cultura 

primária de neurônios, bem como células imortalizadas. 

As células PC12 são células imortalizadas, derivadas de feocromocitoma 

(GREENE e TISCHLER, 1976) que têm sido amplamente utilizadas em estudos 

neurobiológicos e neurotoxicológicos como modelo de diferenciação neuronal. 

Essas são células clonais que exibem as propriedades fenotípicas associadas a 

feocromocitomas e suas contrapartes não neoplásicas, células cromafins 

suprarrenais (GREENE e TISCHLER, 1976). Elas se diferenciam em células 

neurônio-like com estimulação do fator de crescimento do nervo (do inglês- Nerve 

Growth Factor - NGF), que gera uma grande mudança no fenótipo e o surgimento 

de uma série de propriedades bioquímicas e morfológicas características de 

neurônios (GREENE e TISCHLER, 1982). As células PC12 tratadas com NGF 

cessam a proliferação, prolongam os neuritos e tornam-se eletricamente excitáveis 

(GREENE e TISCHLER, 1982). Ferreira e colaboradores (2016) demonstraram que 

a cisplatina diminui o crescimento de neuritos em células PC12. Portanto, as 

células PC12 são uma ferramenta útil para estudar a ação de compostos com 

potencial neuroproteção na atividade neurotóxica da cisplatina através da avaliação 

da neuritogênese das células. 
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4.2.   Cultura de Células 

 

 

As células PC12 (American Type Culture Collection - ATCC ® CRL -1721™) 

utilizadas neste trabalho foram adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro e 

gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Antônio Cardozo dos Santos da FCFRP-USP. As 

células foram mantidas em garrafas de 75 a 150 cm2 a 37ºC, em atmosfera 

umidificada contendo 5 % de CO2. O meio utilizado foi o RPMI 1640 acrescido de: 

2,0 mM de L-glutamina; 1,5 g/L de bicarbonato de sódio; 4,5 g/L de glicose; 10,0 

mM de HEPES; 1,0 mM de piruvato de sódio; 50000 UI./L de Penicilina; 0,86 mM 

de Streptomicina; Soro de Cavalo inativado por calor na concentração final de 10% 

e Soro fetal bovino (SFB) na concentração final de 5%. O meio foi trocado a cada 2 

ou 3 dias e as células foram cultivadas por 3 ou 4 dias. Após esse período, as 

células foram desaderidas com tripsina 0,5% e semeadas em placas de 12 ou 24 

poços.  

 

 

4.2.1. Diferenciação Celular 

 

 

Para os ensaios de neuritogênese as células PC12 foram diferenciadas em 

células neurônio-like. O meio de diferenciação utilizado foi o meio F12 

suplementado com 1% de soro de cavalo inativado por calor, 1,0 mM de Piruvato 

de sódio, 50 μM/mL de penicilina e estreptomicina e 100 ng/mL de NGF por 24 

horas. 

O plaqueamento foi feito com meio RPMI 1640 por 24 horas em placas 

tratadas com colágeno IV para que ocorra a adesão das células diferenciadas aos 

poços das placas. Após esse período, as células foram diferenciadas por 24 ou 48 

horas com o meio de diferenciação e foram consideradas diferenciadas, células 

que apresentaram pelo menos um neurito com comprimento igual ou maior que o 

diâmetro do corpo celular. 
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4.3. Viabilidade Celular 

 

 

Para a análise da viabilidade celular foi utilizado o corante Azul de Tripano, 

que não atravessa as membranas celulares íntegras. Assim, as células vivas não 

permitem a passagem do corante e não adquirem nenhuma coloração. Como as 

células mortas tem suas membranas danificadas, ocorre o fluxo de corante para o 

interior da célula fornecendo uma coloração azul. A contagem das células viáveis 

foi realizada na câmara de Neubauer por experimentador cego quanto as variáveis 

do tratamento. Foram realizadas curvas concentração-resposta para o LDT 409 e 

cisplatina (24h de tratamento) para a determinação das concentrações tóxicas e 

não tóxicas para o LDT 409 e a cisplatina, que foram utilizadas nos experimentos 

de avaliação de neuritogênese. Aproximadamente 200 mil células foram semeadas 

em cada poço de uma placa de 24 poços. 

 

 

4.4. Análise do Crescimento de neuritos 

 

 

As células foram plaqueadas em placas de 12 poços (400 mil células por 

poço), submetidas ao tratamento com diferentes concentrações de LDT 409 e, de 

2-4 campos de visão/poço diferentes foram fotografados 24h e 48h após os 

tratamentos. A análise morfológica foi realizada nas imagens obtidas através de 

microscópio de contraste de fase invertida (aumento de 400×) de forma cega 

quanto as variáveis. A quantificação foi realizada usando o software de imagem 

Image J®. 

 

 

4.5. RT – PCRq (Reação da Transcriptase Reversa seguida de Reação em 

Cadeia da Polimerase em Tempo Real) 

 

Primeiramente, o RNAm total das células PC12 foi extraído com o reagente 
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TRI Reagent® de acordo com instruções do fabricante. As células foram lavadas 

com 1 mL por poço de tampão fosfato salina 1X (phosphate buffered saline - PBS) a 

37ºC e o material genômico total foi extraído com 1 mL de TRI Reagent® para cada 

tratamento (1 mL de reagente para cada dois poços de uma placa de 12 poços) sob 

banho de gelo.  

Para isolar o RNAm, foi utilizado o método de extração por clorofórmio-

isopropanol. Foi adicionado em cada amostra 200 µL de clorofórmio, seguido de 

homogeneização em vórtex e centrifugação a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. 

Após esse procedimento, a fase aquosa, que possui diluído o RNAt (RNA total), foi 

separada das demais fases. Essa fase aquosa foi transferida para um novo tubo e 

foram adicionados 500 µL de isopropanol para que o RNAt possa se precipitar. Após 

a adição do isopropanol, a amostra foi homogeneizada, incubada a temperatura 

ambiente por 10 minutos e centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Após 

essa centrifugação foi formado um pellet, ao qual foi adicionado 1 mL de etanol 75% 

para a lavagem do RNAt, o conteúdo dos tubos foi homogeneizado e as amostras 

foram centrifugadas a 9.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Após essa etapa, o etanol foi 

descartado e o pellet formado foi seco e diluído em água livre de ribonuclease 

(RNAse). 

Após a diluição em água livre de RNAse, as amostras foram tratadas com a 

enzima desoxirribonuclease I (DNAse 1) para garantir que as amostras estivessem 

livres de DNA genômico, que poderia interferir na análise pela RT-PCRq em tempo 

real. Esse tratamento foi realizado com o kit DNAse – AMPD1®, conforme 

recomendações do fabricante. Desta forma, as amostras foram tratadas com 1 

unidade/μL de DNAse 1 para um volume final de 10 µL à temperatura ambiente por 

15 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1 µL de tampão de inativação (Stop 

solution) para inativação química da enzima e as amostras foram aquecidas a 70°C 

por 10 minutos em termociclador (Biorad, Hercules, CA, EUA) para possibilitar a 

inativação física da DNAse. Foi utilizado o espectrofotômetro (NanoVue Plus – GE 

Health, Life Sciences, Buckinhamshire, UK) para determinar a concentração de 

RNAt presente em cada amostra. 

Os primers empregados nos ensaios de RT – PCRq realizados neste trabalho, 

já haviam sido validados nas células PC12 pelo nosso grupo. As sequências de 

pares de base podem ser observadas no Quadro 1. 
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Quadro 1 - Relação dos pares de base de cada primer 

Gene Sequência PB Referência 

β–actina 

F: 5’ -AGGGAAATCGTGCGTGACAT-3’ 

R: 5’-GAACCGCTCATTGCCGATAG-3’ 

20 

20 

Z. Y. Li et al., 2016 

GAP-43 

F: 5’ -AAGGCAGGGGAAGATACCAC-3’ 

R: 5’ -TTGTTCAATCTTTTGGTCCTCAT-3’ 

20 

23 

Z. Liu et al., 2015 

 

Para a análise da expressão gênica da proteína GAP-43 (utilizada como 

marcador de crescimento neuronal) nas células tratadas com LTD 409 e/ou 

cisplatina, foi utilizado o kit Power SYBR® Green RNA-to-CT 1-Step (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA) conforme instruções do fabricante. A partir desse 

método, pode-se quantificar a amplificação do gene de interesse através da 

quantidade de luz emitida pelo corante SYBR® Green I, pois o fluoróforo tem a 

capacidade de se intercalar entre as fitas duplas de DNA e por consequência emitir 

fluorescência. Mediante ao aumento do produto formado, as intercalações do 

corante são maiores e, por conseguinte, ocorre uma emissão maior na quantidade 

de luz, sendo que esse sinal luminoso é convertido para a forma numérica e 

representado pelo Cicle threshold (Ct – Ciclo limiar, em tradução livre), ou seja, o 

número de ciclos necessários para que a amplificação se torne exponencial. 

As reações de amplificação foram realizadas em placas de MicroAmp® de 96 

poços, livres de DNA, RNA e RNase, com volume de 0,1 mL. Para tal, cada reação 

possuía volume final de 10 µL, sendo 5,5 µL de mix da reação e 4,5 µL de amostra, 

o volume foi completado com água livre de RNAse (Quadro 2). A água foi usada 

como controle negativo dos experimentos em substituição da amostra e os demais 

componentes presentes nas reações foram mantidos. 
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Quadro 2 - Reagentes utilizados por reação nos experimentos de RT-PCRq 

Reagentes  Volume 

Mix Power SYBR® Green RT-PCR (2✕)  5,00 L 

Forward primer (100 M)  0,20 L 

Reverse primer (100 M)  0,20 L 

Mix da Enzima Transcriptase Reversa (125✕)  0,08 L 

RNAm (10 ng)  4,50 L 

Água livre de RNAse  0,02 L 

Volume Final  10,00 L 

 

A mensuração dos valores foi realizada pelo equipamento Applied Biosystems 

StepOnePlus TM Real-Time PCR Systems modelo AB7500 (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EUA). Para isso, as amostras foram submetidas ao programa de 

transcrição reversa (48°C por 30 minutos), ativação da Taq DNA polimerase: (95°C 

por 10 minutos), 40 ciclos de desnaturação, anelamento e amplificação (95°C por 15 

segundos para desnaturação, 60°C por 1 minuto para o anelamento e extensão). Os 

dados obtidos foram analisados no Software StepOne versão 2.1. 

Além disso, foi realizada a curva de melting, que consiste em uma curva de 

dissociação em que as amostras são aquecidas a 60°C e submetidas a aumentos 

graduais de temperatura (acréscimos de 0,3° C) até a temperatura de 95°C. O 

objetivo dessa curva é observar se ocorre amplificação de outros produtos ou 

formação de dímeros de primers. A temperatura de dissociação (Tm - +-) determina 

o momento em que o produto de PCR (amplicon) apresenta-se 50% em fita dupla e 

50% em fita simples, sendo que cada amplicon possui uma Tm própria. Dessa 

forma, se a amostra apresentar apenas um pico de decaimento, há apenas a 

formação de um amplicon. Os dados obtidos foram analisados em um gráfico da 

razão entre a derivada da fluorescência e a derivada da temperatura (dF/dT) em 

relação a temperatura, obtido pelo Software. 

As determinações da expressão gênica foram feitas no equipamento 

StepOnePlus modelo AB7500 e os dados obtidos foram obtidos pelo programa 

Software StepOne versão 2.1. A expressão gênica da β-actina foi utilizada como o 

controle interno dos experimentos, dessa forma, o Cts de GAP-43 das amostras 
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foram subtraídos dos Cts da -actina ( Ct). A expressão relativa dos genes foi 

realizada utilizando o método de comparação do Ct ou Ct. Dessa maneira, a 

expressão relativa do gene corresponderá ao valor obtido pela fórmula aritmética 2-

Ct, onde Ct = Ct amostras - Ct calibrador, sendo o calibrador a amostra 

tratada com veículo (LIVAK, 2001). 

 

 

4.6. Análise Estatística 

 

 

Todos os experimentos foram repetidos no mínimo três vezes em culturas 

independentes. Os resultados foram apresentados como média do n ± erro padrão 

média (standard error of the mean – SEM) e foram analisados através do programa 

Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Para resultados cuja distribuição 

dos valores das amostras foi não paramétrica, as diferenças das médias entre os 

grupos foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós teste de 

Dunns. Amostras cuja distribuição dos valores foi paramétrica, as diferenças das 

médias entre os grupos foram analisadas pelo teste ANOVA, seguido do pós teste 

de Bonferroni. p<0,05 Foi considerado significativo.  
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1.  Determinação da concentração tóxica de cisplatina em cultura de 

células PC12 

 

 

Para determinar a concentração tóxica de cisplatina em células PC12, foi 

realizado o ensaio de viabilidade celular, no qual as células foram tratadas por 24h 

com as concentrações de 50 µM, 150 µM e 450 µM de cisplatina, assim como o 

controle negativo (PBS 1X) e posteriormente foi feita a contagem das células para a 

determinação da viabilidade (Figura 3). De acordo com os resultados obtidos, o 

tratamento com a concentração de 50 µM apresentou viabilidade celular de 88,18%, 

a de 150 µM foi de 50,46% e a de 450 µM foi de 18,40%. A partir destes resultados a 

concentração tóxica de cisplatina escolhida para ser utilizada foi a de 150 µM, já que 

a viabilidade celular foi inferior a 70%, conforme observado na Figura 4. 

 

Figura 3: Delineamento experimental – Toxicidade cisplatina. PC: plaqueamento celular, TTO: 
tratamento das células com cisplatina, CC: coleta e contagem das células. 
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Figura 4: Viabilidade celular de células PC12 tratadas com cisplatina. As células foram tratadas por 
24h nas concentrações descritas. Controle (PBS). * diferença estatisticamente significativa do 
controle. (p<0,05). 

 

 

5.2.  Efeito do LDT 409 na viabilidade celular 

 

Antes de determinar o efeito neuroprotetor do LDT 409, foi necessário 

verificar se o composto por si só apresenta neurotoxicidade. Para isso, as células 

PC12 foram plaqueadas e tratadas por 24h com as concentrações de 3 µM, 9 µM e 

27 µM de LDT 409, assim como os controles negativo (veículo – DMSO 0,033%) e 

positivo (concentração tóxica de cisplatina – 150 µM), conforme descrito na Figura 

5. As concentrações de LDT 409 foram determinadas baseadas em estudos 

anteriores nos quais o composto não foi citotóxico até a concentração de 50 µM e 

demonstrou atividade a partir da concentração de 10 µM (SAHIN, 2017). 

Posteriormente foi feita a contagem das células para a determinação da viabilidade 

com azul de tripano. Conforme observado na Figura 6, o LDT 409 não demonstrou 
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citotoxicidade por não diminuir significativamente a viabilidade celular nas 

concentrações testadas. 

 

Figura 5: Delineamento experimental – Viabilidade celular LDT 409. PC: plaqueamento celular, TTO: 
tratamento das células com LDT 409 ou Cisplatina, CC: coleta e contagem das células. 
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Figura 6: Viabilidade celular de células PC12 tratadas com LDT 409 ou cisplatina. As células foram 
tratadas por 24h nas concentrações descritas. Controle (DMSO 0,033%). *p<0,05 vs Controle. 
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5.3.  Análise do efeito da cisplatina na expressão de RNAm da proteína GAP-43 

em células PC12   

 

 

Uma vez determinada a concentração tóxica de cisplatina em células PC12, 

foi avaliado qual seu efeito na expressão de RNAm da GAP-43, que é uma proteína 

utilizada como marcador de plasticidade neuronal. Dessa forma, foi quantificada a 

expressão gênica relativa de GAP-43 em células PC12 tratadas com cisplatina por 

24h em duas concentrações diferentes (50 e 150 µM). Na Figura 7, é possível 

observar que a concentração de 50 µM diminuiu a expressão gênica relativa de 

GAP-43 em 40,92% quando comparada ao controle. Entretanto, a maior 

concentração não promoveu alteração da expressão gênica de GAP-43 em relação 

ao controle.  
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Figura 7: Expressão gênica relativa de GAP-43. Efeito na expressão de RNAm da proteína GAP-43 
em células PC12 após 24h de tratamento com 50 e 150 µM de cisplatina. O material genômico foi 
extraído com Tri reagent® e a quantificação de GAP-43 foi avaliada pelo ensaio de RT-PCRq em 
tempo real e normalizada pelos valores de β-actina. *p<0,05 em relação ao controle. ns: não 
significativo SEM. *p<0,05 vs Controle. 
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5.4. Análise do efeito do LDT 409 na expressão de RNAm da proteína GAP-43 
em células PC12 tratadas com cisplatina 

 

 

Após avaliar o efeito da cisplatina na expressão de RNAm de GAP-43, foram 

realizados ensaios para verificar o efeito do LDT na expressão gênica da GAP-43 

em células tratadas com cisplatina (50 ou 150 µM). Para isso, as células foram co-

tratadas com cisplatina e LDT 409 (3, 9 e 27 µM) 24 horas. Após os tratamentos, o 

material genético das células foi coletado para posterior quantificação do RNAm de 

GAP-43 através dos ensaios de RT-PCRq em tempo real (Figura 8). 

 

Figura 8: Delineamento experimental – LDT 409 na expressão do RNAm de GAP-43. PC: 

plaqueamento celular, TTO: tratamento das células com LDT 409 e cisplatina, CR: coleta de RNAt 

após 24h de tratamento. 

 

De acordo com a Figura 9 A, não houve diferença significativa entre as 

células tratadas somente com LDT 409 em relação ao controle, a expressão gênica 

de GAP-43 foi reduzida em 40,92% quando as células foram tratadas somente com 

cisplatina (50 µM) quando comparado com o controle. Entretanto, o LDT não foi 

capaz de modular as alterações induzidas pela cisplatina em nenhuma das 

concentrações testadas.  

Os dados da Figura 9 B demonstram que não houve diferença significativa 

entre as células tratadas somente com LDT 409 em relação ao controle. O 

tratamento com 150 µM de cisplatina também não alterou a expressão de GAP-43 

Os dados também demonstram que houve aumento de 14,74% da expressão de 

RNAm de GAP-43 nas células tratadas com LDT 409 na presença de cisplatina, nas 

concentrações de 9 µM e um amento de 16,51% na concentração de 27 µM. 

(LDT + CIS) 
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Figura 9: Expressão do RNAm de GAP-43 em células PC12 tratadas com cisplatina. (A) Expressão 
gênica relativa de GAP-43. Efeito da cisplatina e do LDT na expressão de RNAm da proteína GAP-43 
em células PC12 após 24h de tratamento. O material genômico foi extraído com Tri reagent® e a 
quantificação de GAP-43 foi avaliada pelo ensaio de RT-PCRq em tempo real e normalizada pelos 
valores de β-actina. *p<0,05 em relação A CIS 50 µM. ns: não significativo. (B) Expressão gênica 
relativa de GAP-43. Efeito na expressão de RNAm da proteína GAP-43 em células PC12 após 24h de 
tratamento com LDT 409 e concentração tóxica de cisplatina. O material genômico foi extraído com 
Tri reagent® e a quantificação de GAP-43 foi avaliada pelo ensaio de RT-PCRq em tempo real e 
normalizada pelos valores de β-actina. *p<0,05 em relação à CIS 150 µM. ns: não significativo. 

A 

B 
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A Figura 10 e Figura 11 mostram a morfologia das células PC12 após 24h 

de cada tratamento empregado. É possível observar que as células tratadas com 

150 µM de cisplatina tem a estrutura fortemente distinta quando comparadas com o 

controle ou com as células tratadas somente com LDT 409.  

As células tratadas somente com LDT 409 Figuras 10 B e 11 B 

apresentaram morfologia semelhante ao controle Figuras 10 A e 11 A. Quando 

tratadas com cisplatina (150 µM), as células sofreram alterações morfológicas 

evidentes, tiveram aumento no tamanho nuclear e celular e núcleo com coloração 

mais escura Figuras 10 C e 11 C. Os grupos que apresentaram maiores alterações 

morfológicas quando comparados ao controle, foram os tratados somente com 

cisplatina (150 µM) e os tratados com cisplatina e 3 µM de LDT 409 Figuras 10 D e 

11 D. As células tratadas com 9 e 27 µM de LDT 409 juntamente com a cisplatina, 

também diferem morfologicamente do controle por estarem visivelmente 

arredondadas Figuras 10 E, F e 11 E, F, mas a diferença no tamanho das células e 

do núcleo é menos pronunciada quando comparado às células tratadas somente 

com cisplatina e às células co-tratadas com cisplatina e LDT409 (3 µM). 
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Figura 10: Morfologia das células PC12 tratadas com LDT e/ou cisplatina. As fotografias representam 
as células após 24h de cada tratamento. As imagens foram obtidas através de microscópio de 
contraste de fase invertida (aumento de 200×). (A) Controle: diluente LDT 409 (DMSO: 0,033%). (B) 
LDT 409: 27µM. (C) Cisplatina 150 µM. (D) Cisplatina 150 µM + LDT 409 3 µM. (E) Cisplatina 150 µM 
+ LDT 409 9 µM. (F) Cisplatina 150 µM + LDT 409 27 µM. Imagens feitas pelo autor. 
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Figura 11: Morfologia das células PC12 tratadas com LDT e/ou cisplatina. As fotografias representam 
as células após 24h de cada tratamento. As imagens foram obtidas através de microscópio de 
contraste de fase invertida (aumento de 400×). (A) Controle: diluente LDT 409 (DMSO: 0,033%). (B) 
LDT 409: 27µM. (C) Cisplatina 150 µM. (D) Cisplatina 150 µM + LDT 409 3 µM. (E) Cisplatina 150 µM 
+ LDT 409 9 µM. (F) Cisplatina 150 µM + LDT 409 27 µM. Imagens feitas pelo autor. 
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5.5. Avaliação do efeito do LDT 409 na neuritogênese de células PC12 

diferenciadas 

 

 

As células PC12 foram tratadas com LDT 409 para a avaliação da sua 

atividade na neuritogênese. Para tanto, foi analisado efeito do composto no 

processo de neuritogênese após 24 e 48h de tratamento (Figura 12). O semeio das 

células foi realizado em placas tratadas com colágeno IV para melhorar a adesão 

celular e a diferenciação em células neurônio-like ocorreu com a utilização do meio 

de diferenciação. A neuritogênese foi avaliada através da quantificação das células 

que apresentaram pelo menos um neurito com comprimento igual ou maior que o 

diâmetro do corpo celular utilizando o Software ImageJ®. 

De acordo com os resultados obtidos, as concentrações de LDT 409 (3, 9 e 

27 µM) não foram capazes de alterar a quantidade de células P2C12 diferenciadas 

(Figura 13), tampouco o comprimento de neuritos (Figura 14) após 24h ou 48h de 

tratamento em relação ao controle. Portanto, o LDT 409 não teve efeito sob a 

neuritogênese de células PC12. 

 

Figura 12: Delineamento experimental – Neuritogênese em células PC12 tratadas com LDT 409. TP: 
tratamento da placa de 12 poços com colágeno IV, PC: plaqueamento celular em meio completo, MD: 
troca do meio para o meio de diferenciação, TTO: tratamento das células com diferentes 
concentrações de LDT 409, F24h: fotografias dos poços após 24h de tratamento, F48h: fotografias 
dos poços após 48h de tratamento. 
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Figura 13: Porcentagem de células diferenciadas após tratamento com LDT 409. (A) 24h de 
tratamento. (B) 48h de tratamento. Controle: DMSO 0,033%. ns: não significativo. *p<0,05. 
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Figura 14: Comprimento dos neuritos de células PC12 após tratamento com LDT 409. (A) 24h de 
tratamento. (B) 48h de tratamento. Controle: DMSO 0,033%. ns: não significativo. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

A NPIQ além de diminuir a qualidade de vida dos pacientes, também pode 

limitar o tratamento quimioterápico (CAROZZI et. al., 2016). Desta forma, tem sido 

propostas diversas abordagens para tratamento e/ou prevenção da NPQI, incluindo 

estratégias de neuroproteção. Deste modo, explorar a vasta biodiversidade 

brasileira em busca de tratamentos neuroprotetores é uma boa alternativa. O Brasil 

é um dos principais produtores de caju no mundo e o cajueiro tem sido descrito, há 

séculos, como uma valiosa planta medicinal. Portanto, o estudo da bioatividade de 

moléculas isoladas de plantas brasileiras, que servem de base para a síntese de 

novos compostos como o LDT 409 pode contribuir para o avanço na pesquisa de 

novos compostos neuroprotetores para o tratamento da NPIQ.  

De acordo com a ISO 10993-5 de 2009, um composto é considerado 

citotóxico quando gera uma redução na viabilidade celular superior a 30%. Com os 

resultados obtidos, observa-se que a concentração tóxica de cisplatina foi de 150 

µM, já que a viabilidade celular foi inferior a 70%. Mendonça e colaboradores (2013) 

também relataram a diminuição da viabilidade celular em células PC12 tratadas por 

24h com cisplatina, entretanto, a cisplatina teve efeito citotóxico a partir da 

concentração de 10 µM. De acordo com os resultados obtidos, a cisplatina apenas 

se mostrou citotóxica em 24h na concentração de 150 µM. Essa diferença pode ter 

ocorrido devido ao ensaio aplicado para avaliar a viabilidade celular, uma vez que foi 

empregado o método de azul de tripano, que cora somente as células que estão 

mortas devido à permeabilidade de suas membranas danificadas, já as células 

viáveis não são coradas, o corante não as permeia por possuírem membranas 

íntegras. Diferentemente, Mendonça e colaboradores (2013) avaliaram a viabilidade 

utilizando a técnica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina). O MTT avalia a atividade da enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-

desidrogenase, e é sabido que a cisplatina interfere diretamente na função das 

mitocôndrias (CAROZZI et. al., 2016). Assim, a cisplatina pode causar dano 

mitocondrial antes mesmo de causar morte celular, observada no ensaio de azul 

tripano.  

Uma vez determinada a concentração de cisplatina que promovia redução 
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da viabilidade celular, o próximo passo foi avaliar a capacidade neuroprotetora do 

LDT 409. Porém, foi avaliado antes, se o composto per se seria citotóxico. Dessa 

forma, nos ensaios de viabilidade o LDT 409 não demonstrou citotoxicidade em 

nenhuma das concentrações testadas (3, 9 e 27 µM). 

Em seguida avaliamos a expressão gênica de GAP-43, um marcador de 

neuroplasticidade. Em nossos estudos, observamos a diminuição da expressão 

relativa de RNAm de GAP-43 em células tratadas com 50 µM de cisplatina por 24h. 

Corroborando esse resultado, foi observado no estudo de Ferreira e colaboradores 

(2016) que a cisplatina causa diminuição da expressão da GAP-43 e outras 

proteínas relacionadas à neuroplasticidade em células PC12, mesmo em 

concentrações baixas (5 µM). Takeshita e colaboradores (2019) observaram efeito 

semelhante na diminuição de expressão gênica de GAP-43 em células PC12 

tratadas com oxaliplatina na concentração de 0,5 µM por 24h, um fármaco da 

mesma classe da cisplatina que também induz NP. Mesmo que essa concentração 

de cisplatina não tenha reduzido a viabilidade celular, é importante ressaltar que a 

cisplatina causa outros danos neuronais (em GRD), como indução de estresse 

oxidativo e dano ao DNA nuclear e mitocondrial, então avaliar a neurotoxicidade 

através de outros parâmetros como os marcadores de neuroplasticidade é 

importante. 

Além disso, verificamos a expressão gênica de GAP-43 com a concentração 

de 150 µM de cisplatina. Surpreendentemente, o tratamento com cisplatina na 

concentração de 150 µM por 24h não promoveu alteração da expressão gênica de 

GAP-43 quando comparada ao controle. O resultado esperado seria a dimunuição 

da expressão do RNAm de GAP-43 no tratamento com a maior concentração de 

cisplatina (150 µM). No momento, não encontramos dados na literatura que possam 

explicar este fenômeno, serão necessários mais experimentos para avaliar porque 

doses maiores de cisplatina não induziram alteração na expressão de GAP-43. 

Verificamos então se o LDT seria capaz de prevenir o efeito da cisplatina (50 

µM) na expressão gênica de GAP-43 e observamos que em nenhuma das 

concentrações avaliadas o LDT 409 preveniu a diminuição da expressão de RNAm 

de GAP-43. 

Diferentemente, a concentração de 150 µM de cisplatina não induziu 

modulação da expressão gênica de GAP-43 e os co-tratamentos com LDT 409 nas 

concentrações de 9 e 27 µM aumentaram a expressão relativa desse gene quando 
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comparados às células tratadas somente com cisplatina 150 µM. Entretanto, com 

base neste último resultado não é possível considerar que o LDT 409 apresentou 

atividade neuroprotetora, já que as células tratadas com 150 µM de cisplatina não 

tiveram expressão gênica diferente do controle.  

No decorrer do trabalho, ao realizar o tratamento das células com cisplatina 

observamos nitidamente que a concentração de 50 µM não induzia alterações 

morfológicas. Entretanto, a concentração de 150 µM de cisplatina produzia notáveis 

alterações morfológicas quando comparadas ao controle ou às células tratadas 

somente com LDT 409. As principais alterações foram o tamanho celular e nuclear 

aumentado e o formato esférico das células. Ferreira e colaboradores (2016) 

descreveram alterações morfológicas semelhantes em células PC12 tratadas com 

uma menor concentração de cisplatina (5 μM). Cabe ressaltar que o descrito 

tratamento com cisplatina (5 μM) foi realizado por 72h. 

A neuritogênese pode ser considerada como um fator preditivo de 

neuroplasticidade, portanto moléculas capazes de induzir este processo tem 

potencial neuroprotetor. Assim, testamos a hipótese de que o LDT 409 tivesse 

atividade neuritogênica. Contudo, nas concentrações testadas (3, 9 e 27 µM) o LDT 

não alterou o crescimento de neuritos. Os dados obtidos sugerem que o LDT 409 

não possui efeito neuroprotetor no modelo testado. 

A hipótese inicial do trabalho foi a de que o LDT 409 tinha atividade 

neuroprotetora, uma vez que estudos de nossos colaboradores mostraram que este 

composto ativa os receptores PPARα e PPARγ e diminui a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias. Como a cisplatina sabidamente causa aumento de citocinas e de 

espécies reativas de oxigênio e os receptores PPAR interferem nestas vias de 

sinalização, seria plausível que uma molécula ativadora de PPAR pudesse diminuir 

estes efeitos e, consequentemente, ter atividade neuroprotetora. Muito embora 

nossos resultados não tenham demonstrado efeito sobre a neuritogênese, seria 

interessante avaliar o efeito do LDT 409 sobre a liberação de espécies reativas de 

oxigênio. Outro ponto importante seria avaliar se o LDT 409 previne a diminuição da 

neuritogênese induzida pela cisplatina. Mesmo considerando que esta molécula 

sozinha não induz crescimento de neuritos, seria possível interferir nos efeitos da 

cisplatina. Também poderia ser avaliada a expressão da proteína GAP-43 que 

poderia ser diferente de sua expressão gênica. Ainda, uma limitação do nosso 

estudo é que não avaliamos o efeito do LDT 409 na diminuição da viabilidade celular 
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causada pela cisplatina. Este efeito não foi inicialmente considerado, no entanto, 

será objeto de futuros estudos. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 

O estudo da atividade de biomoléculas sintetizadas a partir compostos 

isolados de plantas brasileiras, como o LDT 409 para fins terapêuticos possui 

relevância ecológica e econômica por ser um composto obtido através da 

reutilização de resíduos agrícolas. Este trabalho pode contribuir nos estudos de 

atividade de novas moléculas para tratar efeitos adversos de drogas 

quimioterápicas. Entretanto, de acordo com os ensaios realizados, o LDT 409 não 

demonstrou efeito neuroprotetor em modelo de neurotoxicidade in vitro induzido 

por cisplatina em células PC12. 
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