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RESUMO

A neurotoxicidade € um efeito adverso comum que ocorre devido ao uso de
algumas classes de quimioterapicos, 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
neuropatica, 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
neuroprote¢cao. No presente trabalho, foi avaliada a potencial agdo neuroprotetora do
LDT 409 (composto sintetizado a partir de uma molécula isolada do liquido extraido
da casca da castanha de caju), que em estudos prévios demonstrou atividade
antioxidante e diminuiu a expressao de citocinas pro-inflamatorias. Assim, avaliamos
se 0 LDT 409 seria capaz de prevenir a neurotoxicidade induzida pela cisplatina, que
dentre outras alteracdes, promove aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatédrias e inibicdo da neuritogénese in vitro. Dessa forma, para responder aos
objetivos propostos, foi avaliada em células PC12 a viabilidade celular através da
técnica de exclusdo por azul de tripano, a quantificacdo génica de da GAP-43
(marcador de neuroplasticidade) pela técnica de RT-PCRg em tempo real e a
avaliacdo da morfologia e neuritogénese por microscopia optica. Foi observado que
150 uM de cisplatina induziu morte celular, diferentemente do tratamento com LDT
409, que ndo se mostrou citotéxico nas concentracdes testadas. A cisplatina na
concentracédo de 50 uM diminuiu a expressédo de GAP-43, enquanto a concentracéo
de 150 uM n&@o promoveu alteracdo da expressdo génica. Investigamos entdo se o
LDT seria capaz de prevenir o efeito da cisplatina (50 uM) na expressédo génica de
GAP-43 e observamos que o LDT 409 nao preveniu esse efeito. Mesmo que a maior
concentracéo de cisplatina néo tenha alterado a expressao génica de GAP-43, o co-
tratamento com LDT 409 aumentou a expressao desse gene. A cisplatina (150 yuM)
aumentou tanto o tamanho nuclear quanto celular, além de alterar o formato dessas
células tornando-as esféricas. Além disso, verificamos se o LDT 409 possuia
atividade neuritogénica e observamos que o composto ndo induziu o crescimento de

neuritos. Assim, de acordo com 0s ensaios realizados, o LDT 409 ndo demonstrou



efeito neuroprotetor em modelo de neurotoxicidade in vitro induzido por cisplatina em
células PC12.

Palavras Chaves: LDT 409; cisplatina; neurotoxicidade; neuroprotecdo; 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 pM induce cell death, differently the LTD 409 treatment, which did not
was cytotoxic in the tested concentrations. The cisplatin 50 uM decrease the GAP-43
gene expression, while the 150 uM did not promote alterations on gene expression.
We next investigate whether LDT 409 would be able to prevent the cisplatin effect
(50 uM) 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 puM) 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. INTRODUCAO

1.1. Neuropatia Periférica (NP)

A neuropatia periférica € um termo geral que indica qualquer distlrbio do
SNP - sistema nervoso periférico (MISRA et al., 2008). E um disttrbio neurologico
comum, com apresentacao variavel e inUmeras causas (MISRA et al., 2008). Esta
€ uma condicao definida pela degeneracao ou disfuncdo dos nervos periféricos, em
seu trajeto da medula espinhal até a periferia, podendo gerar sintomas motores,
sensitivos ou autondmicos (DE AFONSECA et al., 2010).

Quanto a sua etiologia, a neuropatia periférica pode também estar associada
a condicfes patoldgicas, processos infecciosos ou inflamatoérios, processos
metabolicos e hereditariedade (para revisdo ver MARTIN e SILVA, 2011). A
neuropatia periférica induzida por quimioterapia (NPIQ) est4 associada a processos
metabdlicos, devido ao efeito téxico de determinados quimioterapicos e sua
interferéncia no metabolismo saudavel da célula nervosa (para revisao ver MARTIN
e SILVA, 2011).

A NPIQ é uma consequéncia relativamente comum e séria do tratamento do
cancer e, muitas vezes € a principal razdo para a redugcdo ou descontinuacao da
terapia, podendo limitar o emprego de agentes quimioterapicos eficientes (PARK et
al., 2008).

Os sintomas sao frequentemente incapacitantes, podendo afetar as
atividades diarias dos pacientes devido a neuropatia periférica axonal
predominantemente sensitiva, com distribuicdo predominante nos pés e maos
caracterizada por perda sensitiva, parestesia, frequentemente agravados pela dor
neuropatica (para revisao ver JAGGI e SINGH, 2012).

O desenvolvimento, a incidéncia e a gravidade da NPIQ dependem nao
apenas dos fatores de risco individuais, mas também da dose cumulativa, duracao
do tratamento, estrutura quimica da droga e terapias combinadas (para revisao ver

CAROZZI et al., 2015). A fisiopatologia exata ndo € clara e varios mecanismos
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subjacentes diferentes tém sido propostos para diferentes classes de drogas
anticancer (para revisao ver CAROZZI et al., 2015).

Os mecanismos de acdo das drogas quimioterapicas responsaveis pela
citotoxicidade estdo frequentemente ligados ao desenvolvimento de sua
neurotoxicidade, o que implica a dificuldade Obvia de reduzir a toxicidade sem
diminuir sua eficacia no cancer (para revisdo ver CAROZZI et al., 2015). Esses
mecanismos acontecem em diversos locais do SNP. Os ganglios da raiz dorsal
(GRDs) sédo mais vulneraveis a agentes neurotdxicos jA que ndo possuem uma
barreira hematoencefalica (BHE) efetiva (ALLEN e KIERNAN, 1994), o que explica
principalmente os sintomas sensoriais na NPIQ.

O desenvolvimento da NPIQ estd comumente associado com farmacos
anticancerigenos utilizados no tratamento de primeira linha de varios tipos de
canceres, como a vincristina, paclitaxel, oxaliplatina, cisplatina e bortezomibe
(JAGGI e SINGH, 2012).

Os compostos de platina (Pt) pertencem a uma familia de compostos usados
no tratamento de varios tipos de tumores soélidos (por exemplo, mama, cdlon,
pulmao, testicular). Eles agem interagindo com o DNA formando adutos de Pt-DNA
Figura 1 que resultam na morte celular apoptética de células cancerigenas (para
revisdo ver CAROZZI et al., 2015).

Os GRDs sao considerados os alvos primarios dos farmacos derivados da
Pt (referente ao sistema nervoso), que causam apoptose em neurdnios sensitivos,
além de alteragdes morfologicas no nucléolo, gerando danos no DNA devido a
formacéo de adutos de Platina-DNA. (MCDONALD e WINDEBANK, 2002). O DNA
dos neurdnios do SNP € mais suscetivel a sofrer danos induzidos quimicamente
devido a falta de protecdo da BHE e, além disso, os GRDs sédo vascularizados por
capilares fenestrados que os tornam mais acessiveis aos compostos circulantes,
incluindo substancias exdgenas, como os farmacos derivados da Pt (para revisdo
ver CAROZZI et al., 2015).

Esses farmacos causam uma neuropatia sensitiva determinada por dano
primario aos neurénios sensitivos do GRD, o que leva a uma degeneracao axonal
anterograda, caracteristica 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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neuropética sdo relatados frequentemente, mesmo apO0s a descontinuagdo do
tratamento (LOMONACO, et al, 1992). Considerando todos os efeitos
neurotoxicos, € importante ressaltar que as intervengdes para reduzir ou evitar a
neurotoxicidade, como tratamentos com antidepressivos, anticonvulsivantes,
analgésicos opiodides e anestésicos locais ainda nao tiveram éxito (para reviséo ver
CAROZZ| et al., 2015).

1.2. Cisplatina

A cisplatina possui um atomo central de platina rodeado por dois atomos de
cloro e dois grupos de amoénia Figura 1 (para revisao ver ELJACK, et al., 2014).
Sua ativacdo ocorre quando atravessa a membrana celular, por difusdo passiva ou
ativa através de transportadores de cobre e transportadores de cations organicos.
No citoplasma, seus atomos de cloro sédo substituidos por moléculas de agua e,
este produto hidrolisado € altamente reativo nos centros nucleofilicos de
biomoléculas como DNA, RNA, proteinas e membranas fosfolipidicas
(MENDONCGCA, 2008; para reviséo ver ELJACK, et al., 2014).

O produto de hidrdlise da cisplatina liga-se a posicdo N7 das purinas no
DNA, formando os adutos que interferem na replicacdo do DNA, através do
bloqueio da enzima DNA polimerase, podendo também inibir a transcri¢cao, levando
ao bloqueio do ciclo celular e apoptose. (WOZNIAK et al., 2004; JAMIESON e
LIPPARD, 1999).
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HaN Cl
ﬁ

Cisplatina

Posicdo N7 da Guanina

4 7] Inibicdo da Replicacdo

{ € N-H-N G YN Inibicdo da Transcricdo

N— =t Parada do Ciclo celular
Y i Reparo do DNA

H Morte Celular

Figura 1. Formacdo e efeito dos adutos DNA-Cisplatina. O atomo de Pt da Cisplatina se liga
covalentemente a posicdo N7 das purinas. Os adutos DNA-Cisplatina geram respostas celulares
como inibicdo da replicacdo celular e transcricdo, parada do ciclo celular, reparo do DNA e
apoptose. (Adaptado de WANG,; LIPPARD, 2005).

O mecanismo da lesdo neuronal causada pela cisplatina ainda nao foi
totalmente elucidado, assim como também néo foi esclarecido se a neurotoxicidade
da cisplatina ocorre através de seus mecanismos antitumorais (GORGUN et al,
2017). No tratamento com a cisplatina, o0 acumulo de adutos de Pt-DNA é maior
nos neurdnios do GRD do que em qualquer outro tecido, além da gravidade da
neurotoxicidade estar relacionada com a quantidade de adutos que € formada nas
células nervosas (CAROZZI, et al. 2015).

A cisplatina atua diretamente nos nervos sensoriais e gera efeitos toxicos
gue sao caracterizados por degeneracdo axonal distal, que pode progredir para
degeneracdo de corpos celulares e morte celular, além de causar a apoptose de
neurdnios do ganglios da raiz dorsal (CAROZZI, et al. 2015; MCDONALD, et al.,
2002).

Foi demonstrado que a cisplatina inibe a neuritogénese (sequéncia de
eventos que leva a formacdo de neuritos) in vitro, além de causar danos no DNA
mitocondrial de neurénios do GRD devido a formagao dos adutos de Pt-DNA, o que

afeta a replicacdo e transcricio do DNA mitocondrial, levando a disfuncéo
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mitocondrial nesses neurdnios (FERREIRA, et al., 2016).

1.3. Proteina GAP-43

A proteina associada ao crescimento GAP-43 (do inglés Growth-Associated
Protein 43) possui 43 kDa e faz parte das fosfoproteinas que contribuem para a
plasticidade e crescimento do terminal pré-sinaptico (para revisdo ver HOLAHAN,
2017). Esta fosfoproteina pré-sinaptica atua em um conjunto maior de proteinas e
guinases que coordenam mudancas na estrutura e funcdo axonal durante os
processos de neuroplasticidade. (para revisdo ver HOLAHAN, 2017).

Existe uma relacdo estreita entre a expressdo de GAP-43 e plasticidade
estrutural axonal durante o desenvolvimento, um aumento nos seus niveis de
expressdo apoés lesdo axonal durante a fase de regeneracdo e em processos
neuroplasticos (DENNY, 2006). As atividades funcionais da GAP-43 podem ser
atribuidas A regulacéo transcricional e pos-transcricional de seu RNA mensageiro
(RNAm - para revisao ver HOLAHAN, 2017). A expressao génica e transcricional do
RNAmM de GAP-43 é restrita ao sistema nervoso, em particular nos axénios, onde 0s
niveis aumentam durante os periodos que ocorrem crescimento de neuritos (KARNS
et al., 1987).

Desta forma, a quantificacdo da expressdo do RNAm da proteina GAP-43 é
uma ferramenta Util para a avaliagdo da atividade neurotdxica e neuroprotetora de

compostos testados in vitro.

1.4. Tratamento da Neuropatia Periférica

Os tratamentos para a NPIQ disponiveis atualmente sdo sintomaticos
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(STAFF et al., 2017). Os medicamentos utilizados nesse tratamento ndo sao
especificos para a NPIQ, sdo farmacos indicados para outras formas de dor
neuropatica, como antidepressivos, anticonvulsivantes, analgésicos opioides e
anestésicos locais (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016). Ainda ndo existem
tratamentos preventivos para a NPIQ devido a falta de compreensdo de como
drogas direcionadas a morte de células cancerosas que se dividem rapidamente,
também tém como alvo os neurbnios poés-mitéticos. (STAFF et al., 2017). A
utilizacdo de agentes na prevencdo da NPIQ se torna complicada devido A
possibilidade de que esses agentes possam também diminuir a eficacia do
tratamento antineoplasico (STAFF et al., 2017). Os ensaios de agentes preventivos
para NPIQ como o acido alfa-lipdéico, calcio/magnésio intravenoso, vitamina E,
acetil-L-carnitina ou glutationa ndo mostraram beneficios consistentes e/ou
conclusivos clinicamente significativos na comparagao dos controles com placebo
(HERSHMAN et al., 2014; STAFF et al., 2017).

Alguns antidepressivos triciclicos (ATC) como a amitriptilina e a nortriptilina,
tém sido empregados no tratamento da dor neuropatica, mas ndo especificamente
pela induzida pela quimioterapia (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016). Os
mecanismos analgésicos destes farmacos estdo no nivel central do sistema
nervoso, inibindo a recaptacdo de norepinefrina e serotonina, e a ativacao de vias
inibitérias da dor (KRAYCHETE et al.,, 2003). Os efeitos analgésicos periféricos
antidepressivos triciclicos tém sido atribuidos a diminuicdo de Adenosina
monofosfato (AMP) ciclico via ativacdo do receptor de adenosina e inibicdo dos
canais de sodio dependentes de voltagem (KRAYCHETE et al., 2003). Entretanto,
a utilizacdo destes farmacos é limitada devido ao seu inicio de acéo lento e aos
efeitos adversos, como confusdo mental, tontura, sedacéo, retencdo urinaria e
toxicidade cardiaca (O’'CONNOR e DWORKIN, 2009).

Os anticonvulsivantes como a gabapentina, pregabalina, carbamazepina,
fenitoina e lamotrigina agem diminuindo a hiperexcitabilidade neuronal através da
inibicdo de canais de calcio ou de sodio e também s&o empregados no tratamento
de dor neuropéatica (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016). Alguns destes,
como a carbamazepina e a fenitoina possuem alto indice de efeitos adversos.
Embora a carbamazepina proporcione alivio limitado da dor neuropatica, ela possui
janela terapéutica estreita, o que dificulta o tratamento (DWORKIN et al., 2010).

A gabapentina e a pregabalina, geram menor indice de efeitos adversos e se
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mostraram eficazes no tratamento de dor neuropatica de etiologias distintas da
NPIQ, mas ainda podem causar tontura, sedacdo e edema periférico, além de
terem sido ineficazes no tratamento da NPIQ em estudos clinicos assim como a
lamotrigina (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016; HERSHMAN et al., 2014).

Os analgésicos opidides como a morfina, oxicodona, metadona ou tramadol,
sao tratamento de segunda linha para dor neuropética (O’'CONNOR e DWORKIN,
2009). Estes farmacos sédo analgésicos devido a acdo agonista de receptores
opidides localizados no Sistema Nervoso Central (SNC) ou SNP e devido a sua
acdo supra medular, ocorre a ativagdo de vias descendentes inibitorias envolvidas
no controle da dor. Mesmo com a alta eficicia contra a dor de diferentes etiologias,
0s opidides possuem alto potencial para gerar dependéncia e tolerancia, o que
limita seu uso continuo, além dos efeitos indesejados como nauseas, vémitos,
constipacao, sonoléncia e tontura (HENNEMANN-KRAUSE e SREDNI, 2016).

E importante salientar que todo farmaco utilizado a fim de tratar ou prevenir
a NPIQ deve, além de reduzir a neurotoxicidade proveniente da quimioterapia,
manter a atividade anticancerigena do quimioterapico sem diminui-la ou prejudica-
la.

Embora tenham sido tentados varios tratamentos neurotroficos,
neuroprotetores ou antioxidantes para prevenir ou tratar a neuropatia, como 0s
citados anteriormente, eles ainda possuem grandes limitacdes. O uso clinico
desses compostos ainda € inviavel devido as dificuldades na administracéo,
estabilidade, efeitos adversos deletérios ou ineficacia em ensaios clinicos em
humanos (HERSHMAN et al., 2014).

Portanto, embora muitos compostos tenham sido relatados como
neuroprotetores até o momento, ndo ha nenhum que previna ou reverta
efetivamente a neurotoxicidade causada pela cisplatina (FERREIRA, 2017).

Assim, o estudo de possiveis compostos com atividade neuroprotetora é
essencial para o desenvolvimento de novos farmacos para tratar este importante

efeito adverso da quimioterapia.
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1.5. Composto LDT 409

O Liquido da Casca da Castanha de Caju (LCC) é um subproduto de
residuos agricolas da industria de castanha de caju que € obtido a partir da planta
Anacardium occidentale (BALACHANDRAN et al., 2013; LOMONACO et al., 2017).

Os constituintes quimicos do LCC sdo compostos de origem fendlica, como
0 acido anacardico, cardanol, cardol e metilcardol (SAHIN, 2017). Esses
compostos fendlicos possuem uma estrutura quimica Unica, aumentando assim
sua relevancia e possibilidades em aplicagcbes comerciais e biologicas (SAHIN,
2017).

O Brasil € um dos principais produtores de caju no mundo, tendo o estado
do Ceara como o maior produtor e exportador nacional, seguido pelo Piaui e Rio
Grande do Norte (LOMONACO et al., 2017). O Anacardium occidentale (cajueiro)
tem sido descrito, ha séculos, como uma valiosa planta medicinal, ha relatos de
aplicacbes como analgésico, diurético, liquido para higiene bucal, tratamento de
sintomas respiratérios, infecgcbes genitais, doencas de pele, dentre outras
enfermidades (PAULINO, et al., 2011).

Os acidos anacardicos sdo compostos fendlicos 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 angiogénese de tumores,
conduzindo a uma supresséo significativa do crescimento do tumor da prostata
(WU, 2011).

O LDT 409, representado na Figura 2, € uma molécula que foi sintetizada a
partir do acido anacardico, isolado a partir do LCC, pelo professor Dr. Luiz
Romeiro, do Laboratério de Desenvolvimento de InovacBes Terapéuticas da
Universidade de Brasilia. Inicialmente desenvolvido para ser testado como agonista
de receptores PPAR, o LDT 409 é agonista parcial de PPARa e PPARy e os
resultados sugerem que ocorre ativacao simultdnea desses receptores em diversos
tecidos, como adipdcitos e hepatdcitos (SAHIN, 2017). Além disso, o LDT 409

diminui a expressao de fator de necrose tumoral a (TNFa) e interleucina 18 (IL-1B)
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em camundongos com dieta rica em gordura, demonstrando atividade anti-
inflamatéria em modelo de obesidade (SAHIN, 2017).

OH
O LDT409

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

Diversos trabalhos tém demonstrado que a ativagdo dos receptores PPAR
tem atividade anti-inflamatéria em modelos de neurodegeneracdo (MOUTINHO e
LANDRETH, 2017; ZOLEZZI et al., 2017). Além disso, o LDT 409 tem atividade
antioxidante em modelo in vitro de neurotoxicidade induzida por peréxido de
hidrogénio em microglia (dados ainda ndo publicados). Assim, neste trabalho sera
avaliada a potencial atividade neuroprotetora da molécula LDT 409 na
neurotoxicidade induzida por cisplatina.

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

neuroprotetora em modelo de neurotoxicidade induzida por cisplatina.
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JUSTIFICATIVA

Os efeitos adversos causados pelo uso de quimioterapia podem ser
extremamente deletérios para o paciente, resultando no estabelecimento de
neuropatia periférica e diminuicdo da qualidade de vida dos pacientes. Assim,
diversos pesquisadores e clinicos tem proposto estratégias de tratamento e/ou
prevencdo da neuropatia periférica induzida por quimioterapicos, incluindo
estratégias de neuroprotecdo. 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 avanco do
conhecimento na é&rea e na bioprospeccdo de moléculas de interesse

farmacologico, obtidas a partir de plantas brasileiras.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a potencial atividade neuroprotetora da molécula LDT 409 em modelo

de neurotoxicidade induzida por cisplatina.

Objetivos especificos:

Determinar a dose toxica de cisplatina em cultura de células PC12;

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

Avaliar o efeito da cisplatina na expressdo de RNAm da proteina GAP-43 em
células PC12;

Avaliar o efeito do LDT 409 na expressdo de RNAmM da proteina GAP-43 em
células PC12 tratadas com cisplatina;

Avaliar o efeito do LDT 409 na neuritogénese de células PC12 diferenciadas

(com fendtipo neuronal).
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4.  MATERIAIS E METODOS

41. Células PC12

Os mecanismos de neurotoxicidade podem ser estudados através de
técnicas in vitro que sdo amplamente Uteis. Varios modelos neuronais tém sido
utilizados para detectar e caracterizar agentes neurotoxicos (DAS et al., 2004).
Lesdes induzidas por agentes quimicos em neurdnios podem ser examinadas in
vitro através da avaliacdo das alteragbes morfolégicas na diferenciacdo e no
crescimento dos neuritos (DAS et al.,, 2004). Além disso, pode-se utilizar cultura
primaria de neurdnios, bem como células imortalizadas.

As células PC12 sdo células imortalizadas, derivadas de feocromocitoma
(GREENE e TISCHLER, 1976) que tém sido amplamente utilizadas em estudos
neurobiolégicos e neurotoxicolégicos como modelo de diferenciagdo neuronal.
Essas sdo células clonais que exibem as propriedades fenotipicas associadas a
feocromocitomas e suas contrapartes nao neoplasicas, células cromafins
suprarrenais (GREENE e TISCHLER, 1976). Elas se diferenciam em células
neurdnio-like com estimulacdo do fator de crescimento do nervo (do inglés- Nerve
Growth Factor - NGF), que gera uma grande mudanca no fenotipo e o surgimento
de uma série de propriedades bioguimicas e morfolégicas caracteristicas de
neurbnios (GREENE e TISCHLER, 1982). As células PC12 tratadas com NGF
cessam a proliferagdo, prolongam 0s neuritos e tornam-se eletricamente excitaveis
(GREENE e TISCHLER, 1982). Ferreira e colaboradores (2016) demonstraram que
a cisplatina diminui o crescimento de neuritos em células PC12. Portanto, as
células PC12 sdo uma ferramenta Util para estudar a acdo de compostos com
potencial neuroprotecdo na atividade neurotdxica da cisplatina através da avaliacao

da neuritogénese das células.
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4.2. Culturade 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. Antdnio Cardozo dos Santos da FCFRP-USP. As
células foram mantidas em garrafas de 75 a 150 cm? a 37°C, em atmosfera
umidificada contendo 5 % de CO2. O meio utilizado foi o0 RPMI 1640 acrescido de:
2,0 mM de L-glutamina; 1,5 g/L de bicarbonato de sddio; 4,5 g/L de glicose; 10,0
mM de HEPES; 1,0 mM de piruvato de sddio; 50000 Ul./L de Penicilina; 0,86 mM
de Streptomicina; Soro de Cavalo inativado por calor na concentracéao final de 10%
e Soro fetal bovino (SFB) na concentracao final de 5%. O meio foi trocado a cada 2
ou 3 dias e as células foram cultivadas por 3 ou 4 dias. Apos esse periodo, as
células foram desaderidas com tripsina 0,5% e semeadas em placas de 12 ou 24

pOCOS.

4.2.1. Diferenciacéo Celular

Para os ensaios de neuritogénese as células PC12 foram diferenciadas em
células neurbnio-like. O meio de diferenciagdo utilizado foi o meio F12
suplementado com 1% de soro de cavalo inativado por calor, 1,0 mM de Piruvato
de soédio, 50 yM/mL de penicilina e estreptomicina e 100 ng/mL de NGF por 24
horas.

O plagueamento foi feito com meio RPMI 1640 por 24 horas em placas
tratadas com colageno IV para que ocorra a adeséo das células diferenciadas aos
pocos das placas. Apds esse periodo, as células foram diferenciadas por 24 ou 48
horas com o meio de diferenciacdo e foram consideradas diferenciadas, células
gue apresentaram pelo menos um neurito com comprimento igual ou maior que o

diametro do corpo celular.
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4.3. Viabilidade Celular

Para a andlise da viabilidade celular foi utilizado o corante Azul de Tripano,
gue ndo atravessa as membranas celulares integras. Assim, as células vivas ndo
permitem a passagem do corante e nao adquirem nenhuma coloracdo. Como as
células mortas tem suas membranas danificadas, ocorre o fluxo de corante para o
interior da célula fornecendo uma coloracdo azul. A contagem das células viaveis
foi realizada na camara de Neubauer por experimentador cego quanto as variaveis
do tratamento. Foram realizadas curvas concentragédo-resposta para o LDT 409 e
cisplatina (24h de tratamento) para a determinacdo das concentracdes toxicas e
nao toxicas para o LDT 409 e a cisplatina, que foram utilizadas nos experimentos
de avaliacdo de neuritogénese. Aproximadamente 200 mil células foram semeadas

em cada poco de uma placa de 24 pocos.

4.4. Andlise do Crescimento de neuritos

As células foram plaqueadas em placas de 12 pocos (400 mil células por
poco), submetidas ao tratamento com diferentes concentracdes de LDT 409 e, de
2-4 campos de visdo/poco diferentes foram fotografados 24h e 48h apoOs os
tratamentos. A analise morfolégica foi realizada nas imagens obtidas através de
microscopio de contraste de fase invertida (aumento de 400x) de forma cega
guanto as variaveis. A quantificacdo foi realizada usando o software de imagem

Image J®.

4.5. RT - PCRq (Reacao da Transcriptase Reversa seguida de Reacdo em

Cadeia da Polimerase em Tempo Real)

Primeiramente, o RNAm total das células PC12 foi extraido com o reagente
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TRI Reagent® de acordo com instru¢des do fabricante. As células foram lavadas
com 1 mL por poco de tampéo fosfato salina 1X (phosphate buffered saline - PBS) a
37°C e o material gendmico total foi extraido com 1 mL de TRI Reagent® para cada
tratamento (1 mL de reagente para cada dois po¢cos de uma placa de 12 pogos) sob
banho de gelo.

Para isolar o RNAm, foi utilizado o método de extracdo por cloroformio-
isopropanol. Foi adicionado em cada amostra 200 puL de cloroférmio, seguido de
homogeneizacdo em vértex e centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C.
Apbs esse procedimento, a fase aquosa, que possui diluido o RNAt (RNA total), foi
separada das demais fases. Essa fase aquosa foi transferida para um novo tubo e
foram adicionados 500 L de isopropanol para que o RNAt possa se precipitar. Apos
a adicado 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. Apés
essa centrifugacéo foi formado um pellet, ao qual foi adicionado 1 mL de etanol 75%
para a lavagem do RNAt, o conteudo dos tubos foi homogeneizado e as amostras
foram centrifugadas a 9.000 rpm por 5 minutos a 4°C. ApOs essa etapa, o etanol foi
descartado e o pellet formado foi seco e diluido em agua livre de ribonuclease
(RNAse).

Apo6s a diluicdo em agua livre de RNAse, as amostras foram tratadas com a
enzima desoxirribonuclease | (DNAse 1) para garantir que as amostras estivessem
livres de DNA gendmico, que poderia interferir na andlise pela RT-PCRq em tempo
real. Esse tratamento foi realizado com o kit DNAse — AMPD1®, conforme
recomendacdes do fabricante. Desta forma, as amostras foram tratadas com 1
unidade/pL de DNAse 1 para um volume final de 10 pL a temperatura ambiente por
15 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1 pL de tampé&o de inativacdo (Stop
solution) para inativagdo quimica da enzima e as amostras foram aquecidas a 70°C
por 10 minutos em termociclador (Biorad, Hercules, CA, EUA) para possibilitar a
inativacao fisica da DNAse. Foi utilizado o espectrofotometro (NanoVue Plus — GE
Health, Life Sciences, Buckinhamshire, UK) para determinar a concentracdo de
RNAt presente em cada amostra.

Os primers empregados nos ensaios de RT — PCR(q realizados neste trabalho,
ja haviam sido validados nas células PC12 pelo nosso grupo. As sequéncias de

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

Gene Sequéncia PB Referéncia
F: 5 -AGGGAAATCGTGCGTGACAT-3’ 20
B-actina Z.Y.Lietal., 2016
R: 5-GAACCGCTCATTGCCGATAG-3’ 20
F: 5 -AAGGCAGGGGAAGATACCAC-3 20
GAP-43 Z. Liu et al., 2015
R: 5 -TTGTTCAATCTTTTGGTCCTCAT-3 | 23

Para a analise da expressdo génica da proteina 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 instrucdes do fabricante. A partir desse
método, pode-se quantificar a amplificacdo do gene de interesse através da
guantidade de luz emitida pelo corante SYBR® Green I, pois o fluoréforo tem a
capacidade de se intercalar entre as fitas duplas de DNA e por consequéncia emitir
fluorescéncia. Mediante ao aumento do produto formado, as intercalacdes do
corante sdo maiores e, por conseguinte, ocorre uma emissao maior na quantidade
de luz, sendo que esse sinal luminoso € convertido para a forma numérica e
representado pelo Cicle threshold (Ct — Ciclo limiar, em traducgao livre), ou seja, 0
nuamero de ciclos necessarios para que a amplificacédo se torne exponencial.

As reacfes de amplificacdo foram realizadas em placas de MicroAmp® de 96
pocos, livres de DNA, RNA e RNase, com volume de 0,1 mL. Para tal, cada reacéo
possuia volume final de 10 pL, sendo 5,5 pL de mix da reacédo e 4,5 uL de amostra,
o volume foi completado com &gua livre de RNAse (Quadro 2). A agua foi usada
como controle negativo dos experimentos em substituicdo da amostra e os demais

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

Reagentes Volume
Mix Power SYBR® Green RT-PCR (2X) 5,00 uL
Forward primer (100 uM) 0,20 pL
Reverse primer (100 uM) 0,20 pL
Mix da Enzima Transcriptase Reversa (125X) 0,08 uL
RNAm (10 ng) 4,50 pL
Agua livre de RNAse 0,02 uL
Volume Final 10,00 puL

A mensuracgao 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
transcricdo reversa (48°C por 30 minutos), ativacdo da Taq DNA polimerase: (95°C
por 10 minutos), 40 ciclos de desnaturacao, anelamento e amplificacao (95°C por 15
segundos para desnaturacao, 60°C por 1 minuto para o anelamento e extensdo). Os
dados obtidos foram analisados no Software StepOne verséo 2.1.

Além disso, foi realizada a curva de melting, que consiste em uma curva de
dissociacdo em que as amostras sao 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 amplificacdo de outros produtos ou
formacao de dimeros de primers. A temperatura de dissociacdo (Tm - +-) determina
0 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 prépria. Dessa
forma, se a amostra apresentar apenas um pico de decaimento, h4 apenas a
formacdo de um amplicon. Os dados obtidos foram analisados em um gréfico da
razdo entre a derivada da fluorescéncia e a derivada da temperatura (dF/dT) em
relacdo a temperatura, obtido pelo Software.

As determinacdes da expressdo génica foram feitas no equipamento
StepOnePlus modelo AB7500 e os dados obtidos foram obtidos pelo programa
Software StepOne versao 2.1. A expressdo génica da B-actina foi utilizada como o

controle interno dos experimentos, dessa forma, o Cts de GAP-43 das amostras
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foram subtraidos dos Cts da B-actina (A Ct). A expressado relativa dos genes foi
realizada utilizando o método de comparacdo do Ct ou AACt. Dessa maneira, a
expressao relativa do gene corresponderd ao valor obtido pela formula aritmética 2
arCt onde AACt = ACt amostras - ACt calibrador, sendo o calibrador a amostra
tratada com veiculo (LIVAK, 2001).

4.6.Andlise Estatistica

Todos os experimentos foram repetidos no minimo trés vezes em culturas
independentes. Os resultados foram apresentados como média do n + erro padrao
média (standard error of the mean — SEM) e foram analisados através do programa
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Para resultados cuja distribuicéo
dos valores das amostras foi ndo paramétrica, as diferencas das médias entre 0s
grupos foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do poOs teste de
Dunns. Amostras cuja distribuicdo dos valores foi paramétrica, as diferencas das
médias entre os grupos foram analisadas pelo teste ANOVA, seguido do pds teste

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

5.1. Determinacdo da concentracdo téxica de cisplatina em cultura de
células PC12

Para determinar a concentracao toxica de cisplatina em células PC12, foi
realizado o ensaio de viabilidade celular, no qual as células foram tratadas por 24h
com as concentracdes de 50 uM, 150 uM e 450 uM de cisplatina, assim como o
controle negativo (PBS 1X) e posteriormente foi feita a contagem das células para a
determinacdo da viabilidade (Figura 3). De acordo com os resultados obtidos, o
tratamento com a concentracdo de 50 uM apresentou viabilidade celular de 88,18%,
a de 150 uM foi de 50,46% e a de 450 uM foi de 18,40%. A partir destes resultados a
concentracédo toxica de cisplatina escolhida para ser utilizada foi a de 150 uM, ja que

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

Dia 1 2 3
| | |
| | | >
Procedimento PC TTO cC

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 concentracfes descritas. Controle (PBS). * diferenga 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 necessario
verificar se o composto por si s6 apresenta neurotoxicidade. Para isso, as células
PC12 foram plaqueadas e tratadas por 24h com as concentracdes de 3 uM, 9 uM e
27 UM de LDT 409, assim como os controles negativo (veiculo — DMSO 0,033%) e
positivo (concentracao toxica de cisplatina — 150 uM), conforme descrito na Figura
5. As concentragcdes de LDT 409 foram determinadas baseadas em estudos
anteriores nos quais o composto nao foi citotoxico até a concentracdo de 50 uM e
demonstrou atividade a partir da concentracdo de 10 pM (SAHIN, 2017).
Posteriormente foi feita a contagem das células para a determinacdo da viabilidade

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

concentracdes testadas.

Dia 1 2 3

Procedimento PC TTO oC

Figura 5: Delineamento experimental — Viabilidade celular LDT 409. PC: plagueamento celular, TTO:
tratamento das células com LDT 409 ou Cisplatina, CC: coleta e contagem das células.

100~

Viabilidade Celular (%)

Controle 3 uM 9 uM 27 uM  Cis 150 uM

LDT 409

Figura 6: Viabilidade celular de células PC12 tratadas com LDT 409 ou cisplatina. As células foram
tratadas por 24h nas concentra¢des descritas. Controle (DMSO 0,033%). *p<0,05 vs Controle.
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5.3. Analise do efeito da cisplatina na expressdo de RNAm da proteina GAP-43

em células PC12

Uma vez determinada a concentragéo toxica de cisplatina em células PC12,
foi avaliado qual seu efeito na expressdo de RNAmM da GAP-43, que é uma proteina
utilizada como marcador de plasticidade neuronal. Dessa forma, foi quantificada a
expressao génica relativa de GAP-43 em células PC12 tratadas com cisplatina por
24h em duas concentracfes diferentes (50 e 150 uM). Na Figura 7, é possivel
observar que a concentracdo de 50 pM diminuiu a expressao génica relativa de
GAP-43 em 40,92% quando comparada ao controle. Entretanto, a maior
concentracdo ndo promoveu alteracdo da expressao génica de GAP-43 em relacéo

ao controle.

1.5-
o™
g3
(g < 1.0+
o0
38 X
o S '
S ® 0.5-
il
0.0

Controle CIS50uM CIS 150uM

Figura 7: Expresséo génica relativa de GAP-43. Efeito na expressdo de RNAm da proteina GAP-43
em células PC12 ap6s 24h de tratamento com 50 e 150 uM de cisplatina. O material genémico foi
extraido com Tri reagent® e a quantificacdo de GAP-43 foi avaliada pelo ensaio de RT-PCRqg em
tempo real e normalizada pelos valores de B-actina. *p<0,05 em relacdo ao controle. ns: néo
significativo SEM. *p<0,05 vs Controle.
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5.4.Andlise do efeito do LDT 409 na expressdo de RNAmM da proteina GAP-43
em células PC12 tratadas com cisplatina

Apos avaliar o efeito da cisplatina na expressdo de RNAmM de GAP-43, foram
realizados ensaios para verificar o efeito do LDT na expressdo génica da GAP-43
em células tratadas com cisplatina (50 ou 150 uM). Para isso, as células foram co-
tratadas com cisplatina e LDT 409 (3, 9 e 27 uM) 24 horas. Apés 0s tratamentos, 0
material genético das células foi coletado para posterior quantificacdo do RNAm de

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

Dia 1 2 3
| | |
| | | >
Procedimento PC TTO CE.
(LDT + CIS)

Figura 8: Delineamento experimental — LDT 409 na expressdo do RNAmM de GAP-43. PC:
plagueamento celular, TTO: tratamento das células com LDT 409 e cisplatina, CR: coleta de RNAt

apos 24h de tratamento.

De acordo com a Figura 9 A, ndo houve diferenca significativa entre as
células tratadas somente com LDT 409 em relacdo ao controle, a expressao génica
de GAP-43 foi reduzida em 40,92% quando as células foram tratadas somente com
cisplatina (50 uM) quando comparado com o controle. Entretanto, o LDT n&o foi
capaz de modular as alteragbes induzidas pela cisplatina em nenhuma das
concentracgdes testadas.

Os dados da Figura 9 B demonstram que ndo houve diferenca significativa
entre as células tratadas somente com LDT 409 em relagdo ao controle. O
tratamento com 150 uM de cisplatina também nao alterou a expressdo de GAP-43
Os dados também demonstram que houve aumento de 14,74% da expresséo de
RNAmM de GAP-43 nas células tratadas com LDT 409 na presenca de cisplatina, nas

concentragdes de 9 uM e um amento de 16,51% na concentragéo de 27 pM.
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Figura 9: Expressdo do RNAmM de GAP-43 em células PC12 tratadas com cisplatina. (A) Expresséo
génica relativa de GAP-43. Efeito da cisplatina e do LDT na expressdo de RNAm da proteina GAP-43
em células PC12 ap6s 24h de tratamento. O material genémico foi extraido com Tri reagent® e a
quantificacdo de GAP-43 foi avaliada pelo ensaio de RT-PCRq em tempo real e normalizada pelos
valores de B-actina. *p<0,05 em relacdo A CIS 50 puM. ns: ndo significativo. (B) Expressdo génica
relativa de GAP-43. Efeito na expressdo de RNAm da proteina GAP-43 em células PC12 apdés 24h de
tratamento com LDT 409 e concentracdo toxica de cisplatina. O material genémico foi extraido com
Tri reagent® e a quantificacdo de GAP-43 foi avaliada pelo ensaio de RT-PCRqg em tempo real e
normalizada pelos valores de B-actina. *p<0,05 em relagéo a CIS 150 pM. ns: ndo significativo.
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A Figura 10 e Figura 11 mostram a morfologia das células PC12 apds 24h
de cada tratamento empregado. E possivel observar que as células tratadas com
150 uM 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 uM), as células sofreram alteracées morfologicas
evidentes, tiveram aumento no tamanho nuclear e celular e nicleo com coloracdo
mais escura Figuras 10 C e 11 C. Os grupos que apresentaram maiores alteracoes
morfolégicas quando comparados ao controle, foram os tratados somente com
cisplatina (150 uM) e os tratados com cisplatina e 3 uM de LDT 409 Figuras 10 D e
11 D. As células tratadas com 9 e 27 uM 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 diferenca no tamanho das células e
do nucleo é menos pronunciada quando comparado as células tratadas somente

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

diferenciadas

As células PC12 foram tratadas com LDT 409 para a avaliacdo da sua
atividade na neuritogénese. Para tanto, foi analisado efeito do composto no
processo de neuritogénese apés 24 e 48h de tratamento (Figura 12). O semeio das
células foi realizado em placas tratadas com colageno IV para melhorar a adeséo
celular e a diferenciacdo em células neurdnio-like ocorreu com a utilizacdo do meio
de diferenciagdo. A neuritogénese foi avaliada através da quantificacdo das células
que apresentaram pelo menos um neurito com comprimento igual ou maior que o
diametro do corpo celular utilizando o Software ImageJ®.

De acordo com os resultados obtidos, as concentracbes de LDT 409 (3, 9 e
27 uM) nao foram capazes de alterar a quantidade de células P2C12 diferenciadas
(Figura 13), tampouco o comprimento de neuritos (Figura 14) ap6s 24h ou 48h de
tratamento em relacdo ao controle. Portanto, o LDT 409 nado teve efeito sob a

neuritogénese de células PC12.

Dia 0 1 2
| | |
| | |
Procedimento TP PC MD TTO F24h F48h

3 4 5
| | |
| | >

Figura 12: Delineamento experimental — Neuritogénese em células PC12 tratadas com LDT 409. TP:
tratamento da placa de 12 pocos com colageno IV, PC: plaqueamento celular em meio completo, MD:
troca do meio para o meio de diferenciagdo, TTO: tratamento das células com diferentes
concentragbes de LDT 409, F24h: fotografias dos pocos apds 24h de tratamento, F48h: fotografias
dos pocos ap0s 48h de tratamento.
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Figura 13: Porcentagem de células diferenciadas apds tratamento com LDT 409. (A) 24h de
tratamento. (B) 48h de tratamento. Controle: DMSO 0,033%. ns: néo significativo. *p<0,05.
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Figura 14: Comprimento dos neuritos de células PC12 apés tratamento com LDT 409. (A) 24h de
tratamento. (B) 48h de tratamento. Controle: DMSO 0,033%. ns: nédo significativo.
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6. DISCUSSAO

A NPIQ além de diminuir a qualidade de vida dos pacientes, também pode
limitar o tratamento quimioterdpico (CAROZZI et. al., 2016). Desta forma, tem sido
propostas diversas abordagens para tratamento e/ou prevencédo da NPQI, incluindo
estratégias de neuroprotecdo. Deste modo, explorar a vasta biodiversidade
brasileira em busca de tratamentos neuroprotetores € uma boa alternativa. O Brasil
€ um dos principais produtores de caju no mundo e o cajueiro tem sido descrito, ha
séculos, como uma valiosa planta medicinal. Portanto, o estudo da bioatividade de
moléculas isoladas de plantas brasileiras, que servem de base para a sintese de
novos compostos como o LDT 409 pode contribuir para o avanco na pesquisa de

NOVOS compostos neuroprotetores para o tratamento da NPIQ.

De acordo com a ISO 10993-5 de 2009, um composto é considerado
citotoxico quando gera uma reducdo na viabilidade celular superior a 30%. Com o0s
resultados obtidos, observa-se que a concentracdo toxica de cisplatina foi de 150
UM, j& que a viabilidade celular foi inferior a 70%. Mendonca e colaboradores (2013)
também relataram a diminuicdo da viabilidade celular em células PC12 tratadas por
24h com cisplatina, entretanto, a cisplatina teve efeito citotoxico a partir da
concentracéo de 10 uM. De acordo com os resultados obtidos, a cisplatina apenas
se mostrou citotéxica em 24h na concentracdo de 150 uM. Essa diferenca 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 estdo
mortas devido a permeabilidade de suas membranas danificadas, ja as células
viaveis ndo sdo coradas, 0 corante ndo as permeia por possuirem membranas
integras. Diferentemente, Mendonca e colaboradores (2013) avaliaram a viabilidade
utiizando 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 € sabido que a cisplatina interfere diretamente na funcdo das
mitocoéndrias (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 concentracdo de cisplatina que promovia reducéo
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da viabilidade celular, o proximo passo foi avaliar a capacidade neuroprotetora do
LDT 409. Porém, foi avaliado antes, se 0 composto per se seria citotoxico. Dessa
forma, nos ensaios de viabilidade o LDT 409 ndo demonstrou citotoxicidade em
nenhuma das concentracdes testadas (3, 9 e 27 uM).

Em seguida avaliamos a expressdo génica de GAP-43, um marcador de
neuroplasticidade. Em nossos estudos, observamos a diminuicdo da expressao
relativa de RNAm de GAP-43 em células tratadas com 50 uM de cisplatina por 24h.
Corroborando esse resultado, foi observado no estudo de Ferreira e colaboradores
(2016) que a cisplatina causa diminuicdo da expressdao da GAP-43 e outras
proteinas relacionadas a neuroplasticidade em células PC12, mesmo em
concentracfes baixas (5 pM). Takeshita e colaboradores (2019) observaram efeito
semelhante na diminuicdo de expressdo génica de GAP-43 em células PC12
tratadas com oxaliplatina na concentracdo de 0,5 pM por 24h, um farmaco da
mesma classe da cisplatina que também induz NP. Mesmo que essa concentracao
de cisplatina ndo tenha reduzido a viabilidade celular, € importante ressaltar que a
cisplatina causa outros danos neuronais (em GRD), como inducdo de estresse
oxidativo e dano ao DNA nuclear e mitocondrial, entdo avaliar a neurotoxicidade
através de outros parametros como o0s marcadores de neuroplasticidade é
importante.

Além disso, verificamos a expresséao génica de GAP-43 com a concentracao
de 150 uM de cisplatina. Surpreendentemente, o tratamento com cisplatina na
concentracédo de 150 uM por 24h ndo promoveu alteracdo da expressao génica de
GAP-43 guando comparada ao controle. O resultado esperado seria a dimunuicao
da expressdo do RNAmM de GAP-43 no tratamento com a maior concentracédo de
cisplatina (150 pM). No momento, ndo encontramos dados na literatura que possam
explicar este fendbmeno, serdo necessarios mais experimentos para avaliar porque
doses maiores de cisplatina ndo induziram alteracao na expresséao de GAP-43.

Verificamos entdo se o LDT seria capaz de prevenir o efeito da cisplatina (50
HM) na expressdo génica de GAP-43 e observamos que em nenhuma das
concentragdes avaliadas o LDT 409 preveniu a diminuicdo da expressdao de RNAmM
de GAP-43.

Diferentemente, a concentragdao de 150 pM de cisplatina ndo induziu
modulacdo da expressao génica de GAP-43 e os co-tratamentos com LDT 409 nas

concentracdes de 9 e 27 UM aumentaram a expressao relativa desse gene quando
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comparados as células tratadas somente com cisplatina 150 uM. Entretanto, com
base neste ultimo resultado ndo € possivel considerar que o LDT 409 apresentou
atividade neuroprotetora, ja que as células tratadas com 150 uM de cisplatina néo
tiveram expressao génica diferente do controle.

No decorrer do trabalho, ao realizar o tratamento das células com cisplatina
observamos nitidamente que a concentracdo de 50 pM ndo induzia alteracdes
morfologicas. Entretanto, a concentracdo de 150 uM de cisplatina produzia notaveis
alteragbes morfoldégicas quando comparadas ao controle ou as células tratadas
somente com LDT 409. As principais altera¢cdes foram o tamanho celular e nuclear
aumentado e o formato esférico das células. Ferreira e colaboradores (2016)
descreveram alteracbes morfoldégicas semelhantes em células PC12 tratadas com
uma menor concentracdo de cisplatina (5 pM). Cabe ressaltar que o descrito
tratamento com cisplatina (5 uM) foi realizado por 72h.

A neuritogénese pode ser considerada como um fator preditivo de
neuroplasticidade, portanto moléculas capazes de induzir este processo tem
potencial neuroprotetor. Assim, testamos a hipotese de que o LDT 409 tivesse
atividade neuritogénica. Contudo, nas concentragdes testadas (3, 9 e 27 uM) o LDT
nao alterou o crescimento de neuritos. Os dados obtidos sugerem que o LDT 409
nao possui efeito neuroprotetor no modelo testado.

A hipotese 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 PPARa e PPARy e diminui a expressédo de citocinas
pro-inflamatoérias. Como a cisplatina sabidamente causa aumento de citocinas e de
espécies reativas de oxigénio e os receptores PPAR interferem nestas vias de
sinalizacao, seria plausivel que uma molécula ativadora de PPAR pudesse diminuir
estes efeitos e, consequentemente, ter atividade neuroprotetora. Muito embora
nossos resultados ndo tenham demonstrado efeito sobre a neuritogénese, seria
interessante avaliar o efeito do LDT 409 sobre a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio. Outro ponto importante seria avaliar se o LDT 409 previne a diminuicdo da
neuritogénese induzida pela cisplatina. Mesmo considerando que esta molécula
sozinha néo induz crescimento de neuritos, seria possivel interferir nos efeitos da
cisplatina. Também poderia ser avaliada a expressdo da proteina GAP-43 que
poderia ser diferente de sua expressdo génica. Ainda, uma limitacdo do nosso

estudo € que nédo avaliamos o efeito do LDT 409 na diminuigdo da viabilidade celular
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causada pela cisplatina. Este efeito ndo foi inicialmente considerado, no entanto,

sera objeto de futuros estudos.
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7. CONCLUSAO

O estudo da atividade de biomoléculas sintetizadas a partir compostos
isolados de plantas brasileiras, como o LDT 409 para fins terapéuticos possui
relevancia ecologica e econbmica por ser um composto obtido através da
reutilizacdo de residuos agricolas. Este trabalho pode contribuir nos estudos de
atividade de novas moléculas para tratar efeitos adversos de drogas
guimioterapicas. Entretanto, de acordo com os ensaios realizados, o LDT 409 né&o
demonstrou efeito neuroprotetor em modelo de neurotoxicidade in vitro induzido

por cisplatina em células PC12.
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