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“A model is a lie that helps you see
the truth.”

Howard Skipper



RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda desordem neurodegenerativa mais comum no
mundo. A neuroinflamacao crénica, o estresse oxidativo associado a disfuncdo mitocondrial e
a morte dos neurdnios dopaminérgicos da susbstancia negra sdo caracteristicas tipicas da
fisiopatologia da desordem. Por outro lado, estudos tem sugerido que o uso de compostos
bioativos naturais, como a apigenina (APG), podem atenuar tais caracteristicas fisiopatoldgicas
e a progressao da desordem. O objetivo do estudo foi verificar o papel da APG em modelo in
vitro da DP. Para isso, foi utilizado um modelo de estudo da DP por meio de dano induzido
pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na linhagem celular SH-SY5Y submetida & um protocolo
de diferenciacdo neural de screening rapido. Os resultados obtidos sugerem que o modelo
apresenta importantes caracteristicas neurais ndo observadas em estudos similares. Em todas as
situacdes investigadas, a APG apenas demonstrou atenuar os efeitos sob viabilidade celular
qguando em co-tratamento com o dano realizado pela 6-OHDA. Dessa forma, a APG néo
revelou-se como um agente neuroprotetor efetivo neste modelo da DP. Cabe ressaltar que este
€ o primeiro estudo a investigar o papel deste fitoterapico em um modelo da DP induzido por
6-OHDA.

Palavras-chave: Apigenina. Fitoterdpicos. Doenca de Parkinson. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder.
Chronic neuroinflammation, oxidative stress associated with mitochondrial dysfunction and
dopaminergic neuron loss in the substantia nigra are typical characteristics of the disorder. On
the other hand, studies suggest that therapeutic phytochemicals, such as apigenin (APG), may
attenuate both physiopathological characteristics and the disorder progression. The aim of the
study was to investigate the effects of APG in an in vitro model of PD. In order to achieve this,
we used a model of 6-hidroxidopamine (6-OHDA) induced damage in the SH-SY5Y cell strain.
Cells underwent differentiation into neural cells using a screening protocol. The results indicate
that the model presents key characteristics that differ from similar studies in the literature. In
every investigated situation, APG seems to solely attenuate the harmful effects to cell viability
when administered simultaneously with 6-OHDA. In this sense, our study does not reveal APG
as having a neuroprotective effect in this PD model. It is noteworthy that this is the first study
to investigate the role of APG in a 6-OHDA induced model of DP.

Keywords: Apigenin. Herbal Medicine. Parkinson Disease. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. ADOENCA DE PARKINSON

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda desordem neurodegenerativa mais comum do
mundo, ficando atras somente da Doenca de Alzheimer. Estima-se que a incidéncia da DP atinja
entre 2% a 3% da populacdo acima de 65 anos de idade. Essa desordem é principalmente
definida pelo conjunto de duas importantes caracteristicas neuropatoldgicas: 1) a morte de
neurénios em uma regido do mesencéfalo denominada substancia negra e; 2) o depdsito
intracelular anormal de uma proteina conhecida como alfa-sinucleina, formando agregados
fibrilares denominados corpos de Lewy, amplamente utilizados no diagnéstico post-mortem da
DP (Poewe et al., 2017).

Os sintomas classicos como a bradicinesia (movimentos lentos), rigidez muscular e
tremores sdo a evidéncia de uma desordem ja bem estabelecida. Diversos outros sintomas ndo
motores como hiposmia, constipacdo, problemas de sono e depressdo podem surgir
antecipadamente e sdo o reflexo de uma complexa etiologia multifatorial e incerta, incluindo
fatores genéticos e ambientais (Poewe et al., 2017). Assim como sua etiologia, sua
fisiopatologia ainda ndo é totalmente compreendida. A morte dos neurénios dopaminérgicos, e
consequentemente da disponibilidade do neurotransmissor dopamina, € uma das principais
caracteristicas da desordem e parece estar fortemente relacionado com um estado inflamatério
crénico do sistema nervoso central (SNC) (Chen, Zhang and Huang, 2016). Esse estado
constante de neuroinflamacao encontrado na DP, e em outras doengas neurodegenerativas como
a Doenca de Alzheimer (DA) e a Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA), conduz a sua progressdo
por meio da ativacao da neuroglia, aumento da citotoxicidade causada por citocinas e o estresse
oxidativo (Dias, Junn and Mouradian, 2013).

Estudos tém justamente demonstrado que o estresse oxidativo, como consequéncia de
disfun¢Bes mitocondriais, € crucial para o desencadeamento de morte neuronal e na progressao
dos sintomas da DP (Dias, Junn and Mouradian, 2013). Isso ocorre visto que neurbnios
dopaminérgicos nigrais parecem ser mais suscetiveis ao estresse oxidativo por diversos fatores.
Entre eles, estdo: o grande aporte energético como consequéncia do elevado nimero de sinapses
(Pissadaki and Bolam, 2013); a grande quantidade de dopamina citosolica, que é altamente
instavel (Dias, Junn and Mouradian, 2013), e 0 modo transporte de ca®* das células (Surmeier
etal., 2011).

Visto que a dopamina é um neurotransmissor essencial para o funcionamento sinaptico

adequado do SNC, os tratamentos atualmente disponiveis visam aumentar a disponibilidade
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deste neurotransmissor na via nigroestriatal que conecta a substancia negra pars compacta
(SNpc) com o estriado dorsal. Dado que a sintese da dopamina inclui a conversdo do seu
precursor L-DOPA por meio da atividade da enzima tirosina hidroxilase (TH) no neurénio pré-
sinptico, as terapias mais utilizadas incluem a administracdo desse precursor associado a
estratégias como a inibicdo da sua degradacdo tanto periférica, quanto na fenda sinaptica; a
inibicdo da sua recaptacdo pelo neurdnio pré-sinaptico; além do uso de drogas agonistas a
dopamina (Poewe et al., 2017). Dessa forma, as estratégias empregadas atualmente sdo apenas
paliativas e por essa razdo, alternativas que permitam a reducdo do risco de ocorréncia ou

retardamento do progresso da desordem, surgem como alternativas altamente promissoras.

1.2. APIGENINA E A DOENCA DE PARKINSON

Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos quimicos amplamente presentes
em plantas. A sua fungdo natural como metabdlito secundario desses organismos esta
geralmente associada a defesa de patogenos, predadores e raios UV (Harbone, 1994). Sé&o
justamente esses compostos, 0S responsaveis por dar a cor, 0 sabor, 0 aroma e a grande
complexidade de caracteristicas presentes nas frutas que estimulam nossos sentidos (Pandey
and Rizvi, 2009). Eles sdo classificados em subgrupos conforme sua estrutura quimica (Figura
1), como por exemplo, os estilbenos e os flavonoides, que possuem diversas caracteristicas
capazes de influenciar a saude humana. Confirmando as expectativas, estudos epidemioldgicos
tém sugerido que antioxidantes e compostos fendlicos presentes na dieta, podem atuar
reduzindo o risco, ou a0 menos atrasando a progressao, de doencas como a DA e problemas
cardiacos (Arts and Hollman, 2005; Graf, Milbury and Blumberg, 2005; Dai et al., 2006). Dessa
forma, a fim de compreender melhor a influéncia de compostos naturais na saide humana e
possibilitar novas terapias, a investigacdo de compostos isolados tem gerado fortes evidéncias
a favor do uso de fitoterapicos na saude humana. Como exemplos classicos, a curcumina e 0
resveratrol sdo amplamente conhecidos pelo seu potencial anti-inflamatério (Venigalla et al.,
2016) e cardioprotetor (Pandey and Rizvi, 2009), respectivamente. Nesse cenario, um composto
conhecido como apigenina (APG), tem demonstrado ser um forte concorrente na corrida por

agentes capazes de ampliar a qualidade de vida humana.
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Figura 1- Classificacdo estrutural de fitoquimicos e seus principais exemplos.

Fitoquimicos
Carotenoides Polifendis Alcaldides ORECS o Compostos
contendo nitrogénio organosulfarados
a-caroteno Cafeina
B-caroteno
B-criptoxantina
Luteina I I I I I
Licopeno Flavonoides Cumarinas Lignanas Estilbenos Acidos
Zeaxantina fendlicos
I_ Secoisolariciresinol Resveratrol . Acido caféico
Acido clorogénico
Taninos Acido felurico
Acido galico
Flavonoéis Flavonas Isoflavonas Flavanonas Antocianidinas Flavanéis
Quercetina Apigenina Genisteina Hesperitina Cianidina Catequina
Rutina Luteolina Daidzeina Naringenina Malvidina Epicatequina
Kaempferol Eriodictiol Delfinidina Epigalocatequina
Miricetina Pelargonidina

Fonte: adaptado de Liu (2004)

A apigenina (4',5,7-Trihydroxyflavona) (Figura 2) é um flavonoide do subgrupo das
flavonas que estd amplamente presente em diversos alimentos comuns da cultura humana.
Alguns dos exemplos de alimentos mais ricos em apigenina (valores sobre 0 peso seco) sdo o
aipo chinés (24 mg/100g), a laranjinha Kinkan (21 mg/100g) e a salsa (4503 mg/100g), que
possui uma das maiores quantidades encontradas do flavonoide em alimentos (Haytowitz, Wu
and Seema, 2018). Diversos outros alimentos também possuem o composto, mas em menor
quantidade (APENDICE A). Sua estrutura quimica proporciona a ela uma baixa solubilidade
em agua de aproximadamente 182 mg/L em 25 °C (US EPA, 2018). Curiosamente, alguns
estudos tém demonstrado que a apigenina possui uma biodisponibilidade relativamente boa e
consegue transpassar a barreira hematoencefalica, alcancando assim o SNC. Em um estudo
realizado, foi constatada a concentracdo de 1,2 uM de apigenina no cérebro de ratos tratados
com doses diarias de 20mg/kg durante uma semana (Popovi¢ et al., 2014), abrindo-se assim
portas para o estudo do efeito dessa substancia na saude neuroldgica. Como exemplo disso,
alguns outros estudos apontam que o efeito relaxante da camomila pode, a0 menos em parte,
ser explicado pela presenca da apigenina e suas multiplas formas derivadas (Srivastava,
Shankar and Gupta, 2010), visto que séo justamente esses compostos os flavonoides mais
abundantes da planta e que possuem a capacidade de se ligar a receptores benzodiazepinicos
(Viola et al., 1995). Né&o a toa, estudos apontam que esses flavonoides podem chegar até 5000
mg/100 g em Matricaria chamomilla (Hostetler, Ralston and Schwartz, 2017). Além de seus

efeitos relaxantes, a apigenina possui mdaltiplas outras finalidades terapéuticas, como
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quimiopreventivo de baixissima toxicidade em células saudaveis (Maduni¢ et al., 2018) e a
modulacdo do estresse oxidativo e inflamacdo em diversos modelos de estudo como sepse
(Karamese et al., 2016) e de doencas neurodegenerativas (Zhao et al., 2013; Anusha, Sumathi
and Joseph, 2017; Nabavi et al., 2018).

Figura 2 - Estrutura quimica da apigenina.

OH

HO O

OH O

Um estudo feito por Zhao et al. (2013) demonstrou que em um modelo DA, ratos com
doses 40mg/kg de apigenina administradas foram capazes de melhorar o aprendizado espacial,
restaurar a via neurotréfica ERK/CREB/BDNF, parcialmente reverter os danos a pardmetros
oxidativos e reduzir niveis de f-amiloide insolGvel. Resultados similares, que corroboram com
a hipotese de que o flavonoide pode atuar na neuroprotecdo dessa desordem, também foram
demonstrados em modelos in vitro da DA (Wang et al., 2001; Zhao et al., 2013; Balez et al.,
2016). Interessantemente, a DA e a DP possuem diversas caracteristicas neuropatologicas em
comum, como por exemplo, a neuroinflamacdo crénica, estresse oxidativo e disfungéo
mitocondrial, acimulo de agregados proteicos danosos e a morte neuronal (Yan, Wang e Zhu,
2013; Chen, Zhang e Huang, 2016). Dessa forma, o uso terapéutico da apigenina como agente
capaz de prevenir ou reduzir a fisiopatologia das doencas neurodegenerativas como a DP, é
altamente promissor. No entanto, ainda existem poucos estudos que investiguem o papel da
apigenina em modelos da DP e cabe a novos estudos elucidar melhor o papel desse flavonoide,

tanto nessa, quanto em outras desordens do SNC.

1.3. O MODELO DE ESTUDO
A fim de se compreender os mecanismos fisiopatolégicos da DP, existem amplos
modelos de estudos da desordem, tanto in vitro, quanto in vivo, que permitem mimetizar as suas
principais caracteristicas. Entre as metodologias mais utilizadas, esta o uso de substancias
neurotoxicas, como € caso da rotenona, a 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) e a 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) e o lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Essas substancias
neurotoxicas sao capazes de desregular multiplas vias celulares, gerar disfun¢Ges mitocondriais,

estresse oxidativo, a morte de neurdnios dopaminérgicos e uma potente ativacdo da microglia
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e da neuroinflamagéo no caso do LPS (Xicoy, Wieringa and Martens, 2017; Kujawska and
Jodynis-Liebert, 2018). Entre essas, a 6-OHDA ¢é utilizada como modelo da DP devido a sua
grande similaridade com a dopamina que resulta em grande afinidade pelos seus canais de
transporte. Dessa forma, a 6-OHDA atua seletivamente em neurdnios dopaminérgicos e
catecolaminérgicos, causando disfun¢@es mitocondriais, estresse oxidativo e a morte da célula
(VAN KAMPEN 2000 e Lopes 2017). Segundo Xicoy, Wieringa e Martens (2017), a 6-OHDA
¢ a segunda neurotoxina mais utilizada para mimetizar a DP na linhagem celular SH-SY5Y.
Dessa forma, modelos in vitro, como a linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
estédo entre os modelos mais utilizados na investigacdo de doencas neurodegenerativas. Entre
as vantagens da utilizacdo de linhagens celulares, esta 0 baixo custo em relacdo ao modelo
animal, a utilizacdo de linhagens baseadas em DNA humano, a minimizacdo dos problemas
éticos e um ambiente altamente controlado que propicia a investigacdo de mecanismos
moleculares, tanto da fisiopatologia da desordem, como da atuacdo de fA&rmacos e compostos.
Por outro lado, o estudo de reviséo feito por Xicoy, Wieringa e Martens (2017) demonstrou
que, de 962 estudos que utilizaram a linhagem celular SH-SY5Y como modelo da DP, 81,5%
haviam utilizado a linhagem ndo diferenciada, ou seja, na forma de célula proliferativa.
Protocolos de diferenciacao celular, como por exemplo, o uso de acido retinoico (AR) derivado
da vitamina A, propiciam alteragdes da morfologia celular, além do aumento de importantes
marcadores neurais como enolase neurénio-especifica (NSE), tirosina-hidroxilase (TH) e BllI-
tubulina e portanto, propiciam um interessante modelo celular com caracteristicas
catecolaminérgicas (Lopes et al., 2010; Kunzler et al., 2017). Dessa forma, a diferenciacdo
celular permite a inducdo de alteracfes de um fendtipo oncogénico, para um fenotipo do tipo

neurdnio, com a expressao de uma ampla gama de caracteristicas de células neurais.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da apigenina em um modelo in vitro de Doenga de Parkinson na

linhagem celular SH-SY5Y submetida a protocolo de diferenciacao neural.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Adaptar o protocolo de diferenciacdo da linhagem celular SH-SY5Y mediada por acido
retindico para avaliagdo de viabilidade em screening de substancias neuroprotetoras e
valida-lo por meio de microscopia e imunomarcadores de células neurais.
e Investigar possiveis efeitos neuroprotetores do pré-tratamento com apigenina na
linhagem celular SH-SY5Y diferenciada e desafiada ao dano causado pela exposicdo a

neurotoxina 6-hidroxidopamina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CULTURA CELULAR
Todos os experimentos foram realizados com a linhagem celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y obtidas da European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC).
As células foram mantidas em meio de cultura celular DMEM/F12 (1:1) da marca Sigma-
Aldrich (#56498c) suplementado com antibi6tico-antimic6tico (Penicilina 100 Unidades/ml;
estreptomicina 100 pg/ml), 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado, 2,44 g/L de bicarbonato

de sodio e mantidas em incubadora com temperatura (37°c) e CO2 (5%) controlados.

3.2. TRATAMENTOS

Preparo e administragdo da 6-hidroxidopamina: devido a grande instabilidade e auto-
oxidacdo rapida do composto, a 6-OHDA (Sigma-Aldrich) foi pesada e preparada no momento
de sua utilizacdo. Dessa forma, o preparo da solucédo de trabalho consiste na dissolucdo de 25
mg do composto em uma solucdo de &cido ascorbico 0,1% em solucgéo salina. Apoés isso, a
droga é diluida no meio de cultura na concentracdo indicada e os tratamentos s&o realizados
pelo tempo total de 24 horas.

Preparo e administracdo da solucdo de estoque da apigenina (APG): foi preparada uma
solucdo estoque de APG (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 30 uM dissolvendo o composto
no solvente organico dimetilsulfoxido (DMSO) e entdo diluido no meio de cultura celular a fim
de se atingir a concentracéo final desejada. Todos os tratamentos seguiram 0s tempos de 30 e
60 minutos ou 24 horas.

Todos os reagentes utilizados foram filtrados por meio de filtros de membrana de 0.2
um antes da administracdo na cultura celular a fim de evitar possiveis contaminacgdes e foram
administradas em meio DMEM/F12 com 1% SFB.

3.3. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Para a andlise de viabilidade e citotoxicidade celular foram utilizados os métodos de
incorporacdo de sulforrodamina B (SRB) e o ensaio da liberacdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) no meio de incubagdo. Conforme descrito por Vichai e Kirtikara (2006),
0 ensaio da incorporacdo de SRB consiste na ligacdo de grande afinidade da SRB a
componentes proteicos de células aderentes quando em meio acido. Para isso, as células sdo
fixadas com uma solucdo de 15% de acido tricloroacético (TCA), em seguida secas a
temperatura ambiente e incubadas com uma solugdo de SRB 0,4% em &cido acético por 30

minutos em temperatura ambiente. O excesso é removido por 4 lavagens de acido acético e o
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corante aderido as células é ressolubilizado em uma solugdo de 10 mM de Tris base. O resultado
é observado por espectrofotometria no comprimento de onda de 515 nm e os resultados sao
expressos em porcentagem (%) do controle (Vichai and Kirtikara, 2006). J4 o ensaio da
quantificacdo da enzima LDH, consiste em mensurar a LDH, responsavel pela conversdo de
piruvato a lactato com a oxidagédo de NADH, quando liberada no meio extracelular por lise da
membrana celular (Korzeniewski e Callewaert, 1983; Decker e Lohmann-Matthes, 1988). Para
isso, 0 sobrenadante removido das placas de cultura é misturado aos reagentes do kit comercial
LDH Liquiform (Labtest SA) conforme indicagBes do fabricante. A atividade cinética do
decaimento de NADH é mensurada por espectrofotometria no comprimento de onda de 340nm

e o resultado foi expresso em porcentagem (%) do controle.

3.4. DIFERENCIAQAO CELULAR

Para execucdo dos protocolos de diferenciacdo celular, seguiu-se a metodologia ja
descrita na literatura (Lopes et al., 2010; Kunzler et al., 2017) com alteracdes pontuais.
Resumidamente, as células sdo semeadas em placas de 6 ou 96 pocos com densidade celular
entre 15 e 20 mil células/cm? em meio de cultura DMEM/F12 com 10% de SFB. Apés 24 horas,
0 meio de cultura é trocado por DMEM/F12 com 1% de SFB e 10 uM de &cido retindico (AR)
para a diferenciacdo tradicional de sete dias e 20 UM para a diferenciagdo rapida de trés dias.
No protocolo de diferenciacao rapida, as células sdo mantidas até o terceiro dia, no qual iniciam-
se os tratamentos. Para a diferenciacéo tradicional, 0o meio é renovado no terceiro e sexto dia da
diferenciacédo (Figura 3).

Figura 3 - Comparacao esquematica dos protocolos de diferenciacao celular induzida por acido retindico
na linhagem celular SH-SY5Y.

o5 <
Tratamento 1 Plaqueamento 20uM
Dias -1 0* 1 2 3* 4 5 6* 7
| | | | | | | 1 |
| I | | | | | | |
Tratamento 2 Plaqueamento AR AR AR
10uM 10uM 10uM
10% SFB  i”7 Diferenciagéo rapida “*’ Troca de meio de cultura

1% SFB [[] Diferenciagao tradicional ¥ Fim da diferenciagéo

Acima, na linha tracejada, o “Tratamento 1” representa o protocolo de diferenciagdo rapida medida pelo tratamento
de 20 uM de AR pelo total de trés dias. Abaixo, na linha continua, o “Tratamento 2” representa o protocolo de
diferenciagdo tradicional mediada pelo tratamento de 10 pM de AR pelo total de sete dias com a troca de meio
para renovacdo do AR a cada trés dias. Ambos protocolos utilizam redugdo da concentracdo de SFB para 1%.
Fonte: autoria prépria (2018).
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3.5. IMUNODETECGCAO DE PROTEINAS (WESTERN BLOTTING)

Por meio da técnica de Western Blotting, € possivel detectar proteinas de interesse de
um homogeneizado de células. Para isso, as células foram lisadas em tampéo Laemmli 4X
(250mM Tris, 8% SDS, 40% glicerol e 0,002% azul de bromofenol, pH 6,7), vigorosamente
agitadas em um agitador vortex e fervidas por dez minutos a 100C°. Entéo, as amostras foram
adicionadas ao gel de poliacrilamida 10% e suas proteinas separadas por eletroforese para entdo
ser transferidas a uma membrana de nitrocelulose. A eficiéncia da separagdo e transferéncia é
verificada por meio do corante Ponceau S. Apds isso, as membranas sdo lavadas em TBS-T
(Tris-buffered saline-Tween-20 - Tris 100 mM, pH 7.5, 0.9% NaCl e 0.1% Tween-20) e o
bloqueio da membrana é realizado com uma solu¢éo de 5% de BSA (albumina de soro bovino)
em TBS-T. As membranas bloqueadas sdo lavadas novamente e ap6s o bloqueio sdo incubadas
com o anticorpo primario adequado por 15 horas (“overnight”) a 4°C. Foram utilizados
anticorpos primarios para as proteinas BIII-tubulina (Cell Signalling - Ref. #4456) e B-Actina
(Sigma-Aldrich Ref. #A1978) e posterior incubacdo por uma hora do anticorpo secundario
associado a peroxidase (Sigma-Aldrich Ref. #AP124P). Todos os anticorpos foram diluidos
conforme a indicacdo do fabricante. A deteccdo da quimioluminescéncia foi realizada
utilizando o Kit Westar Nova 2.0 (Cyanagen - XLS071,0250) e fotodocumentador
(ImageQuant™ LAS 4000, GE Healthcare Life Sciences).

3.6. ANALISE ESTATISTICA
As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o Software GraphPad Prism versao
5 e os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) de uma via e posteriormente
comparados com o controle pelo teste de Dunnett nas curvas de 6-OHDA e APG, e entre si pelo
teste de Tukey nos demais ensaios. Os dados foram expressos pela média + desvio padrédo (DP)
e as diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando p <
0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. DIFERENCIA(;AO CELULAR

A fim de comparar os protocolos de diferenciacdo celular e a viabilidade da
diferenciacdo rapida, as células da linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram
induzidas a diferenciacdo por meio da administracdo de AR 10 pM e 20 uM seguindo o
protocolo ja descrito na literatura (Lopes et al., 2010; Kunzler et al., 2017) com adaptacGes
pontuais (Figura 3) a fim de padronizar o protocolo de diferenciagdo rapida. Apds a indugdo da
diferenciacdo celular, as células apresentaram reducdo das taxas de proliferacdo (dados nao
exibidos) quando comparadas ao grupo nao diferenciado e aumento de projecdes celulares
tipicas de neurénios, o que foi verificado por meio de microscopia de contraste de fase (Figura
4). Por outro lado, a linhagem ndo diferenciada apresentou morfologia que se assemelha a de
células epiteliais. Ambos 0s grupos expostos aos protocolos de diferenciacdo apresentaram
prolongamentos celulares evidentes, tanto na diferenciacéo rapida de trés dias com 20 uM de

AR, quanto nos dias trés e sete da diferenciacdo tradicional a 10 pM.

Figura 4 - Comparacdo morfoldgica representativa entre os tratamentos dos protocolos de diferenciacdo
celular mediada por acido retingico
Proliferativa Dia 3 - 10uM AR Proliferativa

Dia 3 - 20uM AR Dia 7 - 10uM AR Dia 3 - 20uM AR

Aumento de 100X Aumento de 400X

A linhagem celular SH-SY5Y néo diferenciada em seu estado proliferativo (A e C), sob o protocolo de
diferenciacdo rapida (D e F) e diferenciacdo tradicional (B, E) foi registrada por meio do uso de microscopia de
contraste de fase.

A BIII-tubulina é uma proteina componente de microtibulos amplamente encontrada

em células de origem neural e por essa razdo, é utilizada como um marcador para esse tipo
celular (Katsetos et al., 2003). Dessa forma, utilizando a técnica de Western Blotting, foi
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possivel verificar o conteddo da proteina Plll-tubulina (Figura 5) que demonstrou estar
evidentemente baixo nas células ndo diferenciadas. Por outro lado, houve um aumento
proeminente da expressdo dessa proteina nas culturas celulares expostas a ambos protocolos de
diferenciacdo celular. No entanto, visto que este experimento possui o carater de experimento
piloto (n=1 por grupo), ndo foi possivel realizar a quantificacdo correspondente. Portanto, todos
0s experimentos seguintes utilizaram o protocolo de diferenciacao rapida de trés dias.

Figura 5 - Imagem representativa do imunoconteiido da proteina marcadora neural Bl11-tubulina nos
diferentes tratamentos de diferenciacio

B3-tubulina | -_ e e

B-Actinal—- - -'

Acima, o contetido da expressao da proteina BllI-tubulina do homogeneizado celular nos diferentes protocolos de
diferenciagdo foi analisado por meio da técnica de Western Blot, n=1. Abaixo, a proteina p-actina é utilizada apenas
como controle do contetdo proteico, visto que sua expressdo é constante independentemente do tratamento.

4.2. CURVAS DE SENSIBILIDADE DO MODELO DE ESTUDO
A curva de dano da 6-OHDA foi realizada com as concentrac¢Ges de 12,5 a 200 uM por
24 horas nas células SH-SY5Y diferenciadas por trés dias com 20 uM de AR (Figura 6). Dessa
forma, foi possivel observar a sensibilidade e a relagdo dose-dependente do modelo exposto a
neurotoxina por meio tanto do ensaio da incorporacdo de SRB, quanto da liberacdo da LDH
(Figura 6A e 6B).
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Figura 6 - Curvas de citotoxicidade de 6-OHDA e APG na linhagem celular diferenciada
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A curva de dano da 6-OHDA foi realizada com concentragdes de 12,5 a 200 uM por 24 horas nas células SH-
SY5Y diferenciadas sob o protocolo de diferenciagdo répida (A e B) e a viabilidade e citotoxicidade celular do
tratamento foi verificado pelos ensaios da incorporacéo de SRB (A) e liberacdo da enzima LDH (B). Da mesma
forma, foi realizada a curva de concentragdo da APG (0,1 a 100 uM) por 24 horas e a viabilidade e citotoxicidade
celular foi quantificada pelo ensaio da incorporacdo SRB (C) e liberacdo da enzima LDH (D). Os dados sdo
apresentados pela média + DP. **p < 0,01; ***p < 0,001 em comparagdo ao grupo controle.

Para investigarmos a sensibilidade do modelo a apigenina (APG), foi realizada uma
curva de tratamento por 24 horas abrangendo as principais concentrac¢des utilizadas na literatura
(0,1 a 100 uM) (Figura 6C e 6D). Portanto, por meio dos mesmos ensaios de citotoxicidade
citados anteriormente, a APG demonstrou alteracdes significativas na viabilidade celular

apenas em concentracdes bastante elevadas (50 e 100 puM).

4.3. O PAPEL DA APIGENINA NO MODELO DE ESTUDO

A fim de compreender quais 0s possiveis cenarios em que a APG pode atuar frente ao
modelo desafiado a neurotoxina 6-OHDA, pré-tratamentos por 30 minutos, 60 minutos ou 24
horas foram realizados nas concentragdes de 1, 10 e 30 M, assim como um co-tratamento das
duas substancias (Figura 7). Os ensaios de citotoxicidade, nos pré-tratamentos por 30 minutos
ou 60 minutos (Figura 7A e 7B), demonstraram ndo surtir efeitos em nenhuma das
concentrag0es testadas. No entanto, o pré-tratamento por 24 horas demonstrou efeitos negativos
na viabilidade celular na concentracdo de 30 pM, tanto no ensaio da liberagdo da LDH, quanto

da incorporacdo da SRB (Figura 7D e 7E). Por outro lado, o co-tratamento utilizando
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simultaneamente a 6-OHDA com a APG, demonstrou que a concentracdo de 30uM foi capaz
de atenuar significativamente o dano realizado pela 6-OHDA, enquanto as concentracdes

inferiores (1 e 10uM) néo obtiveram diferenca estatistica (Figura 7C).

Figura 7 - Efeito na viabilidade celular da APG sob os modelos de dano com 6-OHDA.
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As células diferenciadas foram pré-tratadas com a APG em diferentes concentragGes por 30 minutos (A), 60
minutos (B) e 24 horas (D e E) previamente ao dano realizado pela 6-OHDA na concentracdo de 20 uM por 24
horas ou concomitantemente (C). Ambas figuras representam o ensaio da incorporacéo de SRB, com a excecdo de
(E), que representa o ensaio da liberacdo da enzima LDH. (F) Esquematizacdo dos desenhos experimentais dos
pré-tratamentos realizados por (1) 30 ou 60 minutos (2) 24 horas e (3) concomitantemente ao dano. Os dados so
apresentados pela média = DP. *p < 0,05; ***p < 0,001 em comparagdo ao grupo controle e #p < 0,01; ##p <
0,001 em comparacéo ao grupo 6-OHDA.
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5. DISCUSSAO

Os compostos bioativos naturais da classe dos polifendis tém sido amplamente
investigados para inUmeras neuropatologias, evidenciando um enorme potencial de
aplicabilidade para a salde humana. Na ultima década, a apigenina (APG) tem demonstrado ser
um composto promissor para prevengdo de doengas neurodegenerativas. Por outro lado, 0s
possiveis efeitos desse composto em modelos da Doencga de Parkinson (DP) apenas foram
investigados por pouquissimos estudos recentes (APENDICE B) e seus mecanismos de atuacio
celular na desordem ainda sdo pouco conhecidos. A utilizacdo da 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) ¢ justamente um dos modelos mais populares da DP e que até entdo nao foi explorado
a fim de investigar o papel da APG. Dessa forma, foi possivel por meio dos dados obtidos,
compreender os possiveis efeitos desse composto em um importante modelo ainda nao
investigado.

Conforme os dados obtidos, a APG demonstrou ndo atuar protegendo as células
expostas ao dano por 6-OHDA. Em ambos pré-tratamentos, as concentracdes de 1 e 10 UM néo
surtiram efeitos sob parametros de viabilidade e citotoxicidade celular em células desafiadas a
neurotoxina. Por outro lado, a concentracdo de 30 pM resultou em um efeito deletério na
exposicdo por 24 horas, sendo esse superior ao dano realizado apenas pela 6-OHDA.
Curiosamente, tal resultado vai de encontro ao esperado de acordo com a literatura atual.
Modelos da DA in vitro tém demonstrado que a APG é capaz de modular a inflamacéo, a
sinalizacdo de Ca?" e as espécies reativas de oxigénio (ERO), além de reduzir a morte celular
por apoptose e elevar os sistemas antioxidantes celulares (Wang et al., 2001; Zhao et al., 2013;
Balez et al., 2016). Ja do ponto de vista dos poucos estudos em modelos da DP em cultura
celular, as linhagens celulares PC12 (proveniente de Rattus norvegicus) e SH-SY5Y (linhagem
humana) foram expostas as neurotoxinas MPP+ e rotenona, respectivamente, e o efeito do pré-
tratamento da APG foi avaliado. Em ambos estudos, o pré-tratamento com o flavonoide
amenizou o efeito das neurotoxinas, controlando a morte celular por meio de apoptose (Anusha
et al., 2014; Liu et al., 2015). Tal resultado se opde claramente aos dados aqui evidenciados e
pode estar relacionado a inumeros fatores, tanto do desenho experimental, como das
caracteristicas tipicas dos modelos empregados. Desse modo, € importante ressaltar que em
alguns dos estudos observados, a metodologia do desenho experimental empregado ndo é clara.
Dessa maneira, 0 pré-tratamento tanto pode se estender a administracdo da neurotoxina no
mesmo meio de cultura, quanto esse pode ter sido renovado. Em outros, como em Anusha et
al. (2014) e Wu et al. (2015), ao longo do texto fica claro que o pré-tratamento acaba por ora

se tornando um co-tratamento no momento da adicdo do dano no mesmo meio de cultivo
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celular. Dessa forma, observa-se ndo somente a influéncia do composto na maquinaria celular
possibilitando protecdo e sim, o efeito da anulacédo do agente indutor de dano antes mesmo que
ele possa causar a disfungdo mitocondrial dentro da célula. Isso ocorre visto que tanto a
rotenona, a MPP+ e a 6-OHDA, sdo modelos que dependem da geracdo de ERO para sua
funcionalidade (Soto-Otero et al., 2002; Meredith and Rademacher, 2011; Sanders and Timothy
Greenamyre, 2013) e compostos flavonoides possuem estruturas quimicas que justamente
podem atuar como potentes antioxidantes. De tal modo, superestima-se o efeito celular do
composto. Tal hipdtese é corroborada no experimento realizado em que o tratamento com
apigenina foi feito concomitantemente ao dano por 6-OHDA (Figura 7C). Nesse experimento,
0 grupo co-exposto a 30 UM APG e a 6-OHDA demonstrou que a apigenina pode atenuar
significativamente o dano da neurotoxina nesse cenario e as concentracdes de 1 e 10 uM
possuem a mesma tendéncia, porém sem significancia estatistica. De fato, esse comportamento
ndo foi observado quando os tratamentos foram suscetiveis e com a devida troca do meio de
cultivo celular, evidenciando-se que os diferentes desenhos experimentais possuem importantes
diferencas praticas.

O protocolo de diferenciagéo celular gerou importantes alteracdes celulares no modelo
de estudo. Os resultados obtidos indicam que o tratamento com AR alterou tanto a morfologia
celular, quanto a expressao de marcadores neurais e pode assim, alterar suas caracteristicas para
um fenotipo do tipo neurdnio. Diversos trabalhos ja tém demonstrado que a diferenciacédo
celular da linhagem SH-SY5Y mediada por AR ndo apenas aumenta a expressao de importantes
proteinas marcadoras neurais como TH e NeuN, mas também propicia alteracdes funcionais
importantes como a reducdo das taxas de proliferacdo, e 0 aumento do contetido de dopamina
e dos seus transportadores (Lopes et al., 2010, 2017; Kunzler et al., 2017). Dessa forma, o
modelo de estudo aqui empregado possui caracteristicas experimentais importantes que o
distinguem consideravelmente dos outros modelos em que a APG fora investigada tanto na DP,
guando na DA. Mesmo trabalhos que investigaram o papel de outros flavonoides em modelos
de dano com 6-OHDA, como a rutina e a luteolina (que se diferencia da apigenina por apenas
uma hidroxila), foram utilizadas linhagens celulares oncogénicas ndo diferenciadas
(Magalingam, Radhakrishnan and Haleagrahara, 2013; Wu et al., 2015).

Portanto, os resultados contrastantes obtidos sd@o, muito possivelmente, um reflexo
direto tanto de um modelo de estudo com caracteristicas distintas e pautadas em uma maior
semelhanca neural, como do emprego de um desenho experimental que visa uma melhor
mimetizacdo da situacdo patoldgica. Além disso, a utilizacdo de um agente de dano alternativo

do empregado na literatura tambem pode acarretar em importantes alteracdes experimentais.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Modelos in vitro da DP possuem diversas limitacbes por serem modelos
demasiadamente simplificados, ndo recriando a real complexidade das interagdes dos diversos
tipos celulares presentes no SNC. No entanto, permitem uma investigagdo preliminar com um
custo muito inferior a pesquisa tradicional com roedores, um ambiente altamente controlado e
possibilitam o uso de linhagens baseada em genoma humano. Sendo assim, sdo uma alternativa
bastante interessante para screenings rapidos de drogas com potencial terapéutico e
investigacdo de mecanismos de atuacdo moleculares. Dentro dessa perspectiva, os resultados
obtidos sugerem que por mais que a apigenina tenha demonstrado um papel bioldgico
importante em outros modelos de doencas neurodegenerativas, em nosso modelo, o flavonoide
demonstrou ser ineficaz como agente neuroprotetor a DP. Até entdo, nenhum outro estudo
publicado havia utilizado seja in vivo, ou in vitro, 0 modelo de dano por 6-OHDA para
investigar o papel da apigenina em doencas neurodegenerativas.

Como perspectivas futuras, os resultados serdo complementados por meio do aumento
do nimero amostral na técnica de Western Blotting para que assim possa ser realizada a devida
quantificacdo, além da realizacdo de experimentos necessarios para a complementacédo afim de
publicar os resultados. Por outro lado, visto que diversos estudos tém apontado um importante
papel da apigenina como fator neurotréfico e indutor de diferenciacdo neural em células
pluripotentes humanas, investigacdes futuras sobre seus mecanismos poderdo ser realizadas.
Ainda, o modelo de screening por meio do protocolo de diferenciacdo rapida, sera utilizado

para investigagdo de outros compostos com potencial terapéutico.



27

REFERENCIAS
Anusha, C. et al. (2014) ‘Neuroprotective effects of apigenin in human neuroblastoma SH-
SYS5Y cells against rotenone toxicity: A pilot study’, Drug Invention Today, 6(1), pp. 6-12.

Anusha, C., Sumathi, T. and Joseph, L. D. (2017) ‘Protective role of apigenin on rotenone
induced rat model of Parkinson’s disease: Suppression of neuroinflammation and oxidative
stress mediated apoptosis’, Chemico-Biological Interactions. Elsevier Ltd, 269, pp. 67-79. doi:
10.1016/j.chi.2017.03.016.

Arts, I. C. W. and Hollman, P. C. H. (2005) ‘Polyphenols and disease risk in epidemiologic
studies.’, The American journal of clinical nutrition, 81(1 Suppl). doi: 10.1093/ajcn/81.1.317S.

Balez, R. et al. (2016) ‘Neuroprotective effects of apigenin against inflammation, neuronal
excitability and apoptosis in an induced pluripotent stem cell model of Alzheimer’s disease’,

Scientific Reports. doi: 10.1038/srep31450.

CHEN, W.-W., ZHANG, X. and HUANG, W.-J. (2016) ‘Role of neuroinflammation in
neurodegenerative diseases (Review)’, Molecular Medicine Reports, 13(4), pp. 3391-3396.
doi: 10.3892/mmr.2016.4948.

Dai, Q. et al. (2006) ‘Fruit and Vegetable Juices and Alzheimer’s Disease: The Kame Project’,
The American Journal of Medicine, 119(9), pp. 751-759. doi: 10.1016/j.amjmed.2006.03.045.

Decker, T. and Lohmann-Matthes, M. L. (1988) ‘A quick and simple method for the
quantitation of lactate dehydrogenase release in measurements of cellular cytotoxicity and
tumor necrosis factor (TNF) activity’, Journal of Immunological Methods, 115(1), pp. 61-69.
doi: 10.1016/0022-1759(88)90310-9.

Dias, V., Junn, E. and Mouradian, M. M. (2013) ‘The role of oxidative stress in parkinson’s
disease’, Journal of Parkinson’s Disease, 3(4), pp. 461-491. doi: 10.3233/JPD-130230.

Graf, B. A., Milbury, P. E. and Blumberg, J. B. (2005) ‘Flavonols, Flavones, Flavanones, and
Human Health: Epidemiological Evidence’, Journal of Medicinal Food, 8(3), pp. 281-290. doi:
10.1089/jmf.2005.8.281.

Harbone, J. B. (1994) Introduction to Ecological Biochemistry. 4th Editio. Academic Press.
doi: https://doi.org/10.1016/C2009-0-03518-1.

Haytowitz, D. B., Wu, X. and Seema, B. (2018) USDA database for the flavonoid content of



28

selected foods. Release 3.3, Beltsville: US Department of Agriculture. Available at:
https://www.ars.usda.gov/ARSUserFiles/80400525/Data/Flav/Flav3.3.pdf  (Accessed: 19
November 2018).

Hostetler, G. L., Ralston, R. A. and Schwartz, S. J. (2017) ‘Flavones: Food Sources,
Bioavailability, Metabolism, and Bioactivity’, Advances in Nutrition: An International Review
Journal, 8(3), pp. 423-435. doi: 10.3945/an.116.012948.

Karamese, M. et al. (2016) ‘Anti-oxidant and anti-inflammatory effects of apigenin in a rat
model of sepsis: an immunological, biochemical, and histopathological study’,
Immunopharmacology  and Immunotoxicology, 38(3), pp. 228-237. doi:
10.3109/08923973.2016.1173058.

Katsetos, C. D. et al. (2003) ‘Class III B-tubulin isotype: A key cytoskeletal protein at the
crossroads of developmental neurobiology and tumor neuropathology’, Journal of Child
Neurology, 18(12), pp. 851-866. doi: 10.1177/088307380301801205.

Korzeniewski, C. and Callewaert, D. M. (1983) ‘An enzyme-release assay for natural
cytotoxicity’, Journal of Immunological Methods, 64(3), pp. 313-320. doi: 10.1016/0022-
1759(83)90438-6.

Kujawska, M. and Jodynis-Liebert, J. (2018) ‘Polyphenols in parkinson’s disease: A systematic
review of in vivo studies’, Nutrients, 10(5). doi: 10.3390/nu10050642.

Kunzler, A. et al. (2017) ‘Changes in Cell Cycle and Up-Regulation of Neuronal Markers
During SH-SY5Y Neurodifferentiation by Retinoic Acid are Mediated by Reactive Species
Production and Oxidative Stress’, Molecular Neurobiology, 54(9), pp. 6903-6916. doi:
10.1007/s12035-016-0189-4.

Liu, R. H. (2004) ‘Potential Synergy of Phytochemicals in Cancer Prevention: Mechanism of
Action’, The Journal of Nutrition, 134(12), p. 3479S-3485S. doi: 10.1093/jn/134.12.3479S.

Liu, W. et al. (2015) ‘Protective effects of apigenin against 1-methyl-4-phenylpyridinium ion-
induced neurotoxicity in PC12 cells’, International Journal of Molecular Medicine, 35(3), pp.
739-746. doi: 10.3892/ijmm.2014.2056.

Lopes, F. M. et al. (2010) ‘Comparison between proliferative and neuron-like SH-SY5Y cells

as an in vitro model for Parkinson disease studies’, Brain Research. Elsevier B.V., 1337, pp.



29

85-94. doi: 10.1016/j.brainres.2010.03.102.

Lopes, F. M. et al. (2017) ‘RA Differentiation Enhances Dopaminergic Features, Changes
Redox Parameters, and Increases Dopamine Transporter Dependency in 6-Hydroxydopamine-
Induced Neurotoxicity in SH-SY5Y Cells’, Neurotoxicity Research. Neurotoxicity Research,
31(4), pp. 545-559. doi: 10.1007/s12640-016-9699-0.

Maduni¢, J. et al. (2018) ‘Apigenin: A dietary flavonoid with diverse anticancer properties’,
Cancer Letters, 413, pp. 11-22. doi: 10.1016/j.canlet.2017.10.041.

Magalingam, K. B., Radhakrishnan, A. and Haleagrahara, N. (2013) ‘Rutin, a bioflavonoid
antioxidant protects rat pheochromocytoma (PC-12) cells against 6-hydroxydopamine (6-
OHDA)-induced neurotoxicity’, International Journal of Molecular Medicine, 32(1), pp. 235—
240. doi: 10.3892/ijmm.2013.1375.

Meredith, G. E. and Rademacher, D. J. (2011) ‘MPTP mouse models of Parkinson’s disease:
an update.’, Journal of Parkinson’s disease, 1(1), pp. 19-33. doi: 10.3233/JPD-2011-11023.

Miean, K. H. and Mohamed, S. (2001) ‘Flavonoid (Myricetin, Quercetin, Kaempferol,
Luteolin, and Apigenin) Content of Edible Tropical Plants’, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 49(6), pp. 3106-3112. doi: 10.1021/jf000892m.

Nabavi, S. F. et al. (2018) ‘Apigenin as neuroprotective agent: Of mice and men’,
Pharmacological Research. Elsevier Ltd, 128, pp. 359-365. doi: 10.1016/j.phrs.2017.10.008.

Pandey, K. B. and Rizvi, S. 1. (2009) ‘Plant Polyphenols as Dietary Antioxidants in Human
Health and Disease’, Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2(5), pp. 270-278. doi:
10.4161/0xim.2.5.9498.

Patil, S. P. et al. (2014) ‘Neuroprotective and neurotrophic effects of Apigenin and Luteolin in
MPTP induced parkinsonism in mice’, Neuropharmacology, 86, pp. 192-202. doi:
10.1016/j.neuropharm.2014.07.012.

Pissadaki, E. K. and Bolam, J. P. (2013) ‘The energy cost of action potential propagation in
dopamine neurons: clues to susceptibility in Parkinson’s disease’, Frontiers in Computational
Neuroscience, 7(March), pp. 1-17. doi: 10.3389/fncom.2013.00013.

Poewe, W. et al. (2017) ‘Parkinson disease’, Nature Reviews Disease Primers, 3, pp. 1-21. doi:
10.1038/nrdp.2017.13.



30

Popovi¢, M. et al. (2014) ‘The flavonoid apigenin delays forgetting of passive avoidance
conditioning in rats’, Journal of Psychopharmacology, 28(5), pp. 498-501. doi:
10.1177/0269881113512040.

Sanders, L. H. and Timothy Greenamyre, J. (2013) ‘Oxidative damage to macromolecules in
human Parkinson disease and the rotenone model’, Free Radical Biology and Medicine, 62(2),
pp. 111-120. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2013.01.003.

Soto-Otero, R. et al. (2002) ‘Autoxidation and Neurotoxicity of 6-Hydroxydopamine in the
Presence of Some Antioxidants’, Journal of Neurochemistry, 74(4), pp. 1605-1612. doi:
10.1046/j.1471-4159.2000.0741605.x.

Srivastava, J. K., Shankar, E. and Gupta, S. (2010) ‘Chamomile: A herbal medicine of the past
with  bright future.”, Molecular medicine reports, 3(6), pp. 895-901. doi:
10.3892/mmr.2010.377.

Surmeier, D. J. et al. (2011) ‘The role of calcium and mitochondrial oxidant stress in the loss

of substantia nigra pars compacta dopaminergic neurons in Parkinson’s disease’, Neuroscience,

198(143), pp. 221-231. doi: 10.1016/j.neuroscience.2011.08.045.

US EPA. [2018]. Estimation Programs Interface Suite™ for Microsoft® Windows, v 4.11.
United States Environmental Protection Agency, Washington, DC, USA.

Venigalla, M. et al. (2016) ‘Novel promising therapeutics against chronic neuroinflammation
and neurodegeneration in Alzheimer’s disease’, Neurochemistry International, 95(8), pp. 63—
74. doi: 10.1016/j.neuint.2015.10.011.

Vichai, V. and Kirtikara, K. (2006) ‘Sulforhodamine B colorimetric assay for cytotoxicity
screening’, Nature Protocols. doi: 10.1038/nprot.2006.179.

Viola, H. et al. (1995) ‘Apigenin, a Component of Matricaria recutita Flowers, is a Central
Benzodiazepine Receptors-Ligand with Anxiolytic Effects’, Planta Medica, 61(03), pp. 213—
216. doi: 10.1055/s-2006-958058.

Wang, C. N. et al. (2001) ‘The Neuroprotective Effects of Phytoestrogens on Amyloid P
Protein-induced Toxicity Are Mediated by Abrogating the Activation of Caspase Cascade in
Rat Cortical Neurons’, Journal of Biological Chemistry, 276(7), pp. 5287-5295. doi:
10.1074/jbc.M006406200.



31

Wu, P. S. et al. (2015) ‘Luteolin and apigenin attenuate 4-hydroxy- 2-nonenal-mediated cell
death through modulation of UPR, Nrf2-ARE and MAPK pathways in PC12 cells’, PLoS ONE,
10(6), pp. 1-23. doi: 10.1371/journal.pone.0130599.

Xicoy, H., Wieringa, B. and Martens, G. J. M. (2017) ‘The SH-SYS5Y cell line in Parkinson’s
disease research: a systematic review’, Molecular Neurodegeneration. Molecular
Neurodegeneration, 12(1), pp. 1-11. doi: 10.1186/s13024-017-0149-0.

Yan, M. H., Wang, X. and Zhu, X. (2013) ‘Mitochondrial defects and oxidative stress in
Alzheimer disease and Parkinson disease’, Free Radical Biology and Medicine, 62(14), pp. 90—
101. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2012.11.014.

Zhao, L., Wang, J. L., Wang, Y. R., et al. (2013) ‘Apigenin attenuates copper-mediated [-
amyloid neurotoxicity through antioxidation, mitochondrion protection and MAPK signal
inactivation in an AD cell model’, Brain Research. Elsevier, 1492, pp. 33-45. doi:
10.1016/j.brainres.2012.11.019.

Zhao, L., Wang, J. L., Liu, R, et al. (2013) ‘Neuroprotective, anti-amyloidogenic and
neurotrophic effects of apigenin in an Alzheimer’s disease mouse model’, Molecules, 18(8), pp.

9949-9965. doi: 10.3390/molecules18089949.



APENDICE A - LISTA DOS PRINCIPAIS ALIMENTOS COM ALTO CONTEUDO

DE APIGENINA

Nome popular

Nome cientifico

Quantidade*

Referéncia

(mg/100g)
Salsa Petroselinum crispum 4503 (Haytowitz, Wu and Seema, 2018)
Salsa (crua) Petroselinum crispum 215 (Haytowitz, Wu and Seema, 2018)
Semente de aipo Apium graveolens 78 (Haytowitz, Wu and Seema, 2018)
Bertalha Basella alba 62 (Haytowitz, Wu and Seema, 2018)
Goiabeira Psidium guajava 57 (Miean and Mohamed, 2001)
Goji-berry Lycium chinense 54 (Miean and Mohamed, 2001)
Bilimbi Averrhoa bilimbi 45 (Miean and Mohamed, 2001)
Aipo Apium graveolens 33 (Miean and Mohamed, 2001)
Pimentdo Capsicum annum 27 (Miean and Mohamed, 2001)
Aipo Chinés Aplumsggg}/i?]cal;ns var. 24 (Haytowitz, Wu and Seema, 2018)
Alho Allium sativum 21 (Miean and Mohamed, 2001)
Qumc%h&;ﬁnjmha Citrus japonica 21 (Haytowitz, Wu and Seema, 2018)
Couve Chinesa Brassica oleraceae 18 (Miean and Mohamed, 2001)
Ervilha Pisum sativum 17 (Miean and Mohamed, 2001)

*Quantidade de apigenina relativa ao peso dos alimentos desidratados, exceto quando citado o contrério.
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APENDICE B - LISTA DE REFERENCIAS DA LITERATURA CIENTIFICA QUE
ABORDAM O USO DA APIGENINA EM MODELOS DA DOENCA DE PARKINSON.

Modelo ~!nducdo Efeito da APG* Concentragdo/  peferancia
do dano Dose
) | Citotoxicidade . (Anusha et
SH-SY5Y Rotenona | Fragmentaciio DNA 10; 20 e 30 uM al., 2014)
| Citotoxicidade
) | EROs intracelulares ) (Liu et al.,
PC-12 MPP+ | Dano mitocondrial 3;6el2uM 2015)
| Apoptose
1 TH
1 BDNF _ .
Camundongo ~ MPTP 1 SOD, CAT, GSH 5; 10 e 20 mg/kg (Pa;gfi al.
| Inflamacéo (gavagem) )
| Peroxidagdo Lipidica
1 TH
1 BDNF
1 SOD, CAT, GST, GSH, GPx, 10 e 20 mglkg (Anusha,
Rato Rotenona Sumathi and
GR (gavagem)

| Inflamagio
| Peroxidacgdo Lipidica

Joseph, 2017)

Conforme os bancos de dados Pubmed, ScienceDirect e Web of Science. *Em relacdo ao grupo desafiado ao dano.



