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RESUMO

Dapsona (DDS) € um farmaco da poliquimioterapia da hanseniase e pode ser usado
para tratar outras doencas, tanto infecciosas como inflamatorias. Contudo, as reacfes
adversas (RAM), principalmente disturbios hematoldgicos e neurologicos podem
limitar o uso desta droga. O principal mecanismo de toxicidade é a oxidacdo de
hemoglobina e consequente liberacdo de ferro, um metal altamente catalitico de
processos oxidativos. Por outro lado, reacdes no sistema nervoso provocadas por
DDS né&o sédo bem descritas, ainda que o dano nestes tecidos tenha como uma das
causas 0 acumulo de ferro, levando a neurodegeneracdo. Nesse sentido,
antioxidantes como o acido a - lipéico (ALA) podem auxiliar contra os efeitos téxicos
do uso de farmacos como DDS. Assim, avaliar o perfil oxidativo gerado por DDS e sua
relagdo com a neuroinflmacéo e o efeito do ALA constituem o objetivo deste trabalho.
Para isto, foram dosados TEAC, GSH, TBARS, SOD, CAT e Ferro, citocinas IL-18, IL-
17, IL-4 e BDNF, além da imunofenotipagem de células macrofagicas/microglial
(F4/80+) e astrocitos (GFAP) no hipocampo de camundongos tratados com DDS (40
mg/Kg/5 dias e com doses de ALA em 12,5, 25 e 50 mg/Kg. Os dados obtidos mostram
aumento de TBARS e niveis de ferro e redugéo de TEAC e GSH no grupo tratado com
DSS. Os grupos tratados com ALA apresentam aumento de TEAC e GSH, além da
diminuicdo de TBARS. Citocinas IL-1B, IL-17 e IL-4 tiveram aumento da expressao,
acompanhado pela reducdo de BDNF em grupo DDS em contraste aos grupos
tratados com ALA. Além disto, a imunofenotipagem de astrocitos e microglia mostrou
o perfil de migracédo caracteristico de processos inflamatérios no grupo DDS. Contudo,
ALA apresentou capacidade de protecdo contra os danos oxidativos atuando por
mecanismos multiplos, com potencial acdo anti-inflamatoria e imunomoduladora sobre
0 SNC. Dessa forma, € possivel concluir que o tratamento prolongado de DDS provoca
estresse oxidativo e inflamacao no hipocampo e niveis elevados de ferro podem levar
a geracao de espécies reativas de oxigénio e consequente dano oxidativo no tecido.
Por outro lado, o antioxidante ALA reverte o estresse oxidativo e neroinflamacgao

causados por DDS.

Palavras-chave: dapsona, acido a-lipbico, estresse oxidativo, hipocampo, ferro,

neuroinflamacéao,



ABSTRACT

Dapsone (DDS) is a leprosy multidrug therapy and can be used to treat other infectious
and inflammatory diseases. However, adverse reactions (AR), especially
haematological and neurological disorders, may limit the use of this drug. The main
mechanism of toxicity is hemoglobin oxidation and consequent release of iron, a highly
catalytic metal from oxidative processes. On the other hand, nervous system reactions
caused by DDS are not well described, although damage to these tissues is caused
by iron accumulation, leading to neurodegeneration. In this sense, antioxidants such
as a - lipoic acid (ALA) may help against the toxic effects of drugs such as DDS. Thus,
evaluating the oxidative profile generated by DDS and its relationship with
neuroinflammation and the effect of ALA constitute the objective of this work. It was
measured TEAC, GSH, TBARS, SOD, CAT and iron, cytokines IL-18, IL-17, IL-4 and
BDNF, as well as immunophenotyping of macrophage/microglial cells (F4/80+) and
astrocytes (GFAP) in the hippocampus of mice treated with DDS (40 mg / kg / 5 days
and with ALA doses at 12.5, 25 and 50 mg / kg. The data obtained show increased
TBARS and iron levels and reduced TEAC and GSH in the group treated with The
ALA-treated groups show increased TEAC and GSH, as well as a decrease in TBARS
IL-1B8, IL-17 and IL-4 cytokines increased expression, accompanied by a reduction in
BDNF in the DDS group in contrast to the treated groups. In addition, the
immunophenotyping of astrocytes and microglia showed the characteristic migration
profile of inflammatory processes in the DDS group. However, ALA showed protection
against oxidative damage acting by multiple mechanisms, with potential anti-
inflammatory and immunomodulatory action on ALA. Thus, it is possible to We
conclude that prolonged treatment of DDS causes oxidative stress and inflammation
in the hippocampus and elevated iron levels can lead to the generation of reactive
oxygen species and consequent oxidative tissue damage. On the other hand, the
antioxidant ALA reverses the oxidative stress and neroinflammation caused by DDS.

Keywords: dapsone, a - lipoic acid, antioxidant, oxidative stress, hippocampus, iron,

neuroinflamation,
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1. INTRODUCAO

Dapsona (4,4’-diaminodifenil- sulfona) ou DDS é um farmaco utilizado na
poliquimioterapia da hanseniase (VADHER e LALLJEE, 1992), no tratamento de
malaria, (SHANKS et al. 1992) nos casos de resisténcia a Cloroquina (WOZEL, 1989)
e na maléria ndo complicada, ocasionada por Plasmodium falciparum (AMUKOYE et
al.1997). A sua atividade antimicrobiana tem como mecanismo de acédo a inibicdo da
producéo do acido folico, visto que ha um antagonismo competitivo entre dapsona e
0 acido para-aminobenzodico (PABA) pelo sitio ativo de dihidropteroatosintetase
(COLEMAN, 1993; ANNIGERI et al. 2007). Este mecanismo confere a caracteristica
bacteriostatica, sendo a droga de escolha para o tratamento das formas multibacilares
e paucibacilares da hanseniase. O grupo sulfonamida presente na molécula apresenta
atividade contra Mycobacterium leprae (SENER et al. 2006).

Além disso, ja é conhecido a a¢ao antimicrobiana/antiprotozoaria da DDS, cujo
potencial anti-inflamatério é semelhante ao dos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINES). Neste contexto, uso de DDS em disturbios inflamatérios mediados por
anticorpos, como algumas dermatoses bolhosas e dermatite herpetiforme € bem
estabelecido (WOZEL et al. 2014). Nestes casos, ocorre diminuicdo da infiltracdo de
neutroéfilos no tecido afetado (LANG, 1979), devido ao bloqueio de mecanismos de
adesdo mediados pelas integrinas (BOOTH et al. 1992). Além disso, o DDS inibe a
atividade de mieloperoxidase, a explosao respiratoria e a atividade das enzimas
lisossomais dos neutréfilos. Portanto, a acdo anti-inflamatoéria da DDS parece estar
relacionada a sua acédo nas func¢des dos neutréfilos (WOLF et al. 2001; OLIVEIRA et
al. 2014).

A administracdo de DDS, mesmo em baixas doses diarias de 100mg, € a
principal responsavel por reacGes adversas (RAM) em pacientes hansenianos
(COLEMAN e TINGLE, 1992). A maioria dos pacientes apresenta alteracbes
hematologicas, tais como inducdo da formagéo de metemoglobina (MetHb) e hemdlise
com presenca de corpusculo de Heinz (RIMIOLLI, 2001). Além disso, alguns estudos
relatam que a DDS e seus metabdlitos podem alterar a homeostase do ferro e levar a
disfuncdo mitocondrial, assim como estimular a producdo de citocinas pro-

inflamatorias, levando a neurotoxicidade e neuroinflamacédo (PILONI et al. 2013;
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URRUTIA, 2014). No aspecto neurologico, um desenvolvimento sutil e lento de
neuropatias periféricas, sensoriais e motoras também séo reacdes ja descritas em
pacientes que fizeram uso de DDS (RHODES, 1995; MCCARTY, 2010). O uso de
dapsona pode levar ao desenvolvimento de atrofia 6tica, ainda que em niveis clinicos
discretos (CHALIOULIAS, 2006). Este perfil de reagbes adversas de DDS,
especialmente de aspectos hematol6gicos e no sistema nervoso, torna seu uso
limitado nos pacientes em tratamentos prolongados (DEGOWIN et al. 1966;
COLEMAN, 1995).

Neurotoxicidade relacionada ao uso de DDS é descrita em uma variedade de
efeitos adversos de base neurolégica. O mais comum destes efeitos é a neuropatia
periférica, um distdrbio do sistema nervoso periférico que pode ser classificado
segundo a forma, sintomas ou tipo de fibra acometida. Os mecanismos tdxicos desta
reacdo ndo sdo conhecidos, porém, estudos de condugdo nervosa demonstraram
amplitude axonal reduzida e evidéncias de desenervacdo (PRATT e WEIMER, 2005)
sugerindo perda de tecido nervoso causada por uso de DDS. Além disso, DDS pode
estar relacionada a disturbios no SNC devido ao fato de ser um agente indutor da
formacao de MetHb. Este mecanismo oxidativo pode levar ao acumulo de ferro no
organismo (MELLS et al. 2010). Com isto, o transporte de ferro na forma Fe3* através
de MetHb pode induzir apoptose de células endoteliais, levando a lesdo de pequenos
vasos encefalicos. Assim, a passagem deste ion se torna possivel no SNC, onde
podera causar os danos oxidativos as células e tecidos (MOHOROVIC et al. 2014)

Atualmente, o tratamento mais eficaz para uma das principais reacfes
provocadas por DDS, a metemoglobinemia, consiste no uso de azul de metileno (AM).
Seu mecanismo é baseado no processo de reducao da MetHb pela acdo da enzima
NADPH redutase, que atua como um cofator neste processo (CURRY, 1982;
MANSOURI e LURIE, 1993;). Esse composto € administrado por via intravenosa, 1-2
mg / kg de peso corporal durante um periodo de 5 minutos (COOPER, 1997). No
entanto, doses maiores que 4 mg/kg podem desencadear sintomas como dispneia,
dor precordial, cianose persistente e anemia hemolitica (SILLS e ZINKHAM, 1994;
SHIHANA et al. 2010). Durante sua utilizagdo, o AM ativa a NADPH-MR, um sistema
enzimatico alternativo, fundamental na reducdo da MetHb. Esse sistema reduz o AM
a leucoazul de metileno, um agente redutor, que por mecanismo nao-enzimatico reduz
a MetHb em Hb (HAYMOND et al. 2005).
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Embora o tratamento com DDS provoque uma série de reacbes adversas,
ainda é indispensavel o seu uso terapeuticamente, visto que o seu potencial
terapéutico supera as desvantagens do seu emprego clinico. Especialmente no
tratamento da hanseniase em areas de grande prevaléncia, cuja poliquimioterapia é
uma das formas de controle da disseminacédo do M. leprae, mas as reacfes adversas
dos farmacos, principalmente o DDS, podem agravar consideravelmente o curso da
doenca (FISCHER, 2017). Assim, a busca de produtos naturais com menor toxicidade
e que apresentem acao antioxidantes tem gerado grande interesse na reversao de
distarbios hematologicos e no SNC ocasionados por farmacos oxidativos como o
DDS. Neste sentido, varias terapias vém sendo estudadas, tais como o oxigénio
hiperbérico, o &cido ascoérbico (O'DONOHUE et al. 1980; BORAN et al. 2008; EL-
HUSSEINI e AZAROQOV, 2010) e resveratrol (LEONARD et al. 2003). Além disso, 0
piruvato de etila e a curcumina também mostraram eficacia contra a
metemoglobinemia induzida por dapsona em ratos (JO et al. 2008; BERGAMASCHI
et al. 2011). Uma das propostas de molécula antioxidante & o acido a-lipdico (ALA),

um composto natural sintetizado por plantas e animais (REED, 2001).

O acido a-lipdico (ALA; &cido 1,2-ditiolano-3-pentandico), considerado um
potente antioxidante, vem sendo estudado por apresentar boa atividade no combate
as espécies reativas de oxigénio (ERO), tanto em meio lipidico quanto aguoso. Esta
caracteristica o diferencia dos demais antioxidantes comumente utilizados (PACKER
et al. 1999; BILSKA e WLODEK, 2005). Quanto aos efeitos do ALA sobre reagdes
provocadas por dapsona, estudos mostraram que este composto reduz a
metemoglobinemia induzida pelo metabdlito mono acetildapsona-hidroxilamina
(MADDS-OH) (COLEMAN e WALKER, 2000). Por outro lado, o ALA também é um co-
fator essencial para a atividade de enzimas mitocondriais e tem sido explorado no
tratamento de doenca de neurodegenerativas, como Alzheimer. Pesquisas mostram
gue o tratamento com ALA reverteu ou preveniu algumas das caracteristicas da
doenca de Alzheimer em modelos in vivo e in vitro (CONSTANTINESCU et al. 1994;
HAN et al. 1997; MOINI et al. 2002; BILSKA e WLODEK 2005). Desta forma, seria de
grande interesse investigar a acado anti-inflamatdria e antioxidante do ALA na

neurotoxicidade induzida por dapsona em modelo animal.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Dapsona e Seus Metabdlitos

A dapsona (4,4-diaminodifenil-sulfona) ou DDS (Figura 1), também é
conhecida com outras sinonimias, tais como, diadifenilsulfona, sulfonildianilina,
disulfona e sulfona. Este farmaco € um poé cristalino inodoro branco, cuja formula
molecular € C12H12N202S (GRUNWALD e AMICHAI, 1996; FARHI et al. 2005).

Q
\Va
AN
~ AN
HoN NH>

Figura 1 - Férmula estrutural da DDS.
Fonte: SANCHEZ- SALDANA, 2008.

A presenca do grupo sulfonil, na DDS, é essencial para sua atividade
farmacoldgica, tais como acdo anti-inflamatoria e antibacteriana/antiprotozoario
(TINGLE et al. 1990; FORD, 2000; PANIKER e LEVINE, 2001). A propriedade anti-
inflamatériada DDS ainda néo € completamente compreendida, contudo, sabe-se que
esta atividade provavelmente ndo esta relacionada a sua acdo antibacteriana, com
isso pode ser usada em doencas inflamatdrias ndo-infecciosas, tais como: dermatite
herpetiforme, dermatite linear IgA, artrite reumatoide, vasculite leucocitaria e lUpus
eritematoso sistémico bolhoso (COLEMAN, 1993; ZHU e STILLER, 2001) e como
adjuvante sistémico combinado com corticoide no tratamento do pénfigo vulgar oral
(BERNABE et al. 2005).

Por outro lado, a acdo bacteriostatica da DDS esta relacionada com sua
interacdo com o sitio ativo da enzima dihidropteroatosintetase (Figura 2), que leva a
inibicdo da sintese de acido félico, um evento essencial para sintese de purinas e

consequente formacdo de RNA e DNA, inibindo, assim, o crescimento de micro-
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organismos, como o M. leprae (WOLVERTON, 1992; COLEMAN,1993; FARHI et al.
2005).

Acido para-amino-benzoico (PABA)

Diidropteroato sintetase DAPSONA

Acido diidropteréico

Acidd diidrofolico

v
Acide tetraidrofélico

v

! ' }

Timidina Purina Metionina

Figura 2 - Mecanismo de acdo da DDS no interior de
microrganismos
Fonte: Adaptado de Farhi et al. 2005

Além do uso da DDS com rifampicina e clofazimina na PQT, ela também é
utilizada em conjunto com a pirimetamina na profilaxia e no esquema alternativo no
tratamento da toxoplasmose e da pneumonia causada por Pneumocystis carinii em
pacientes portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(PODZAMCZER et al. 1995; EL-SADR et al. 1998). Na malaria causada por
Plasmodium falciparum € preconizado a associacdo da DDS com o clorproguanil
como antimalarico de acdo esquizonticida e em esquemas profilaticos contra

infeccbes ndo complicadas por este protozoario (BRASIL, 2008).

Em relacao as suas propriedades farmacocinéticas, DDS tem absor¢édo quase
completa pelo trato gastrintestinal, sua distribuicdo ocorre por todo liquido corporeo,
atingindo quase todos os tecidos. Aproximadamente, 70% DDS se encontra ligada a
proteinas plasméticas, com concentragdo plasmatica variando entre 0,4 a 1,2 mg/L,
apos 24 h da ingestdo de 100 mg/dia do farmaco (ELLARD, 1966; SHEPARD, 1976;
ZUIDEMA et al. 1986).
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A principal via de excre¢édo da DDS é a urinaria, com uma pequena quantidade
eliminada por via biliar (ELLARD, 1966; FORD, 2000). Apés uma dose Unica deste
farmaco, aproximadamente 50% é excretado durante as primeiras 24 horas (GLAZKO
et al. 1968). Na urina o principal metabdlito encontrado é a monoacetildapsona
(MADDS), conjugada com o acido glicurénico (MELLO, 2005).

A DDS apresenta meia-vida de eliminacdo com uma variagao interindividual de
14 a 83 horas e valores médios em torno de 30 horas, sendo que geralmente, 90% de
uma dose Unica de 100mg do farmaco é eliminada, em média em 9 dias. JA& em
tratamentos prolongados, esse farmaco pode ser encontrado nos fluidos biol6gicos
até por um periodo de 35 dias apds sua administracao. Possivelmente, a explicacéao
para o longo tempo de meia-vida desse farmaco, seja a circulacdo éntero-hepatica e
a extensa ligacdo as proteinas plasméticas, que varia de 70 a 90% a taxa de ligacédo
da DDS e 99%a ligagao da monoacetil hidroxilamina (MADDS-OH) (MELLO, 2005).

A biotransformacédo da DDS ocorre principalmente no figado, por N-acetilacéo
realizada pela enzima N-acetiltransferase e N-hidroxilacdo através da via citocromo
P450 (GILL et al. 1995; WOZEL, 2010). Este segundo processo é responséavel pela
producdo de metabdlitos hidroxilados, como a DDS-hidroxilamina (DDS-NHOH) e
MADDS-NHOH (Figura 3), responsaveis pelos distirbios hematolégicos, como
hemdlise e metemoglobina (MetHb), causados pelo uso deste farmaco (VAGE et al.
1994; WOZEL 2010).
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Figura 3 - Proposta de mecanismos de bioativacdo e detoxificagcdo de DDS. CYP:
Cytocromo P-450; Hb: hemoglobina; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa
oxidadas; NAT: N-acetil-transferase; GT: glucuronil-transferase; UDPGA: acido uridina
difosfato glucurénico; MetHb: Metemoglobina; O2: oxigénio. Fonte: Adaptado de Gill et
al.1995

As reacdes adversas relacionadas ao uso da DDS variam desde problemas
digestivos, naduseas, vomitos e estomatite, a manifestacdes menos comuns, como:
hepatites toxicas, ictericia colestatica, reacdes cutaneas por fotossensibilidade,
psicoses, € uma sindrome que ficou conhecida por “Sindrome da Sulfona”,
caracterizada por rash cutdneo, aumento de linfonodos, ictericia,
hepatoesplenomegalia e linfocitose com linfocitos atipicos (SANCHEZ-SALDANA,
2008). Casos clinicos de anemia hemolitica e MetHb séo frequentemente encontrados
na literatura, e podem ocorrer mesmo em doses terapéuticas (MAYO et al. 1987,
COLEMAN, 1995; LANDERS et al. 1996; QUEIROZ et al. 1997; WARD E
MCCARTHY, 1998; SALAMAT e WATSON, 2003).
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No sistema nervoso, os efeitos oxidativos de DDS levam a danos
principalmente em nervos periféricos, causando neuropatia periférica. O mecanismo
de injuria as células do sistema nervoso periférico (SNP) ndo é bem descrito, porém
existem suposicdes de que o dano tecidual é decorrente de uma acéo neurotoxica
direta de DDS, que apresenta habilidade de se concentrar no SN (MCCARTY, 2010).
Adicionalmente, no sistema nervoso central (SNC), os efeitos adversos de DDS sao
pouco descritos, sendo apenas suposto que, por ser uma molécula altamente
lipossoluvel e de baixo peso molecular (GATTI, et al. 1997), DDS se difunde no tecido
cerebral facilmente. Contudo, o principal mecanismo de dano ao SNC parece estar
relacionado ao ferro oxidado durante o processo de formacdo de MetHb. Na forma
Fe%*, este ion tem grande potencial de causar danos aos tecidos que estiver livre,
assim como gerar mais radicais livres e assim ocasionar maiores danos neste tecido
(MINHAS et al. 2014).

2.2. Efeitos do Ferro No Sistema Nervoso Central

O cérebro tem uma das maiores taxas de atividade metabdlica e, por essa
razdo, tem a segunda maior quantidade de Fe seguido do figado, com isso alguns
estudos associam o comprometimento da homeostase de Fe com consequente
acumulacéo desse elemento no sistema nervoso central (SNC), que podem levar a
muitos disturbios neurodegenerativos, tais como Alzheimer, Parkinson e doenca de
Huntington (BERG e YOUDIM, 2006; GAGGELLI et al. 2006; PAL et al. 2006;
LUMSDEN et al. 2007; ALTAMURA e MUCKENTHALER, 2009; JOMOVA et al. 2010;
MOHOROVIC et al. 2014).

Regibes cerebrais como o hipocampo sdo areas de especial interesse na
pesquisa dos mecanismos de distlrbios neurodegenerativos. Miller et al (2017)
demonstraram relacdo de maior acumulo de proteinas associadas a doengcas como
Alzheimer nesta regido do cérebro. Esta estrutura encefalica com formato de
ferradura, localizada no lobo temporal medial nos dois hemisférios do cérebro,
compde parte crucial do sistema limbico. O hipocampo apesenta fun¢des relacionadas

a formacéo de memorias, comportamentos emocionais, adaptativos e reprodutivos. O
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sistema de células hipocampais funciona como um indicador de memdrias, enviando
a informagao para outra regido de armazenamento e recuperando-a quando
necessario. Esta area cerebral € umas das mais sensiveis a desordens metabolicas
(SADEGHI, et al. 2016), contudo estd associada a desordens ocasionadas por

estresse oxidativo, incluindo o depésito de ferro (GAO, et al. 2017).

O acumulo de ferro em regiées como o hipocampo tem sido estudado no intuito
de elucidar os mecanismos subjacentes ao dano provocado pela presenca aumentada
deste metal no SNC. Um destes mecanismos aponta a ligacdo do ion férrico em
regides especificas da proteina Tau em neurdnios, resultando na fosforilacdo desta
proteina e seu consequente acumulo, gerando os emaranhados neurofibrilares. O
depdsito destas proteinas esta relacionado as bases da Doenca de Alzheimer (GAO,
et al. 2017). Outro mecanismo oxidativo sugerido para os danos ocasionados pelo
ferro livre € a formacdo de peroxido lipidico levando a toxicidade celular, com

consequente inducio de apoptose ou necrose (EGANA, et al. 2003).

No intuito de proteger o SNC, varios mecanismos de retroalimentag¢do formam
um sistema de controle elaborado para garantir a concentragéo de Fe precisamente
equilibrada, para isto a barreira hematencefalica (BHE) representa o principal
obstaculo que limita a entrada deste metal e, por conseguinte sua sobrecarga. Com
iSs0, vias de transporte seletivas, como Tf, receptor de transferrina (TfR), ferritina (Ft),
ferroportina (Fpn) e transportador divalente de metal 1 (DMT-1) visam garantir um
nivel precisamente equilibrado de Feno SNC (FILLEBEEN et al. 1999; HENTZE et al.
2004; MOOS et al. 2007).

No plasma humano em condicdes fisioldgicas as moléculas de Fe normalmente
se encontram na forma de Fe3®* (=20 uM) ligada a Tf (Tf ~ 40 uM) e, portanto, ndo
agride o organismo. Entretanto, em condicGes de sobrecarga de Fe a Tf é saturada e
o Fe®*que ndo esta ligado a Tf sera reduzido a forma Fe?* resultando na formacéo de
NTBI que atinge concentracdes de 1-20 pM. No liquido cefalorraquidiano em que a
concentracéo de Tf é baixa (< 0,5 uM), a NTBI pode alcancar concentracdo milimolar
(<1 mM) (SAVMAN et al. 2005).

Até o momento, concentracbes de NTBI no cérebro ainda n&do foram
detectadas, fato que pode ser atribuido a presenca da BHE com suas células

endoteliais vasculares ligadas por junc¢des de oclusao, que resulta em uma barreira
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fisica impedindo a troca de componentes entre os tecidos cerebrais e fluidos do
sangue (MOOS et al. 2007). Consequentemente, o tecido encefalico ndo pode captar
Fe diretamente do sistema circulatério, com isto a principal via de absor¢cédo é mediada
por células endoteliais vasculares (brain vascular endotelial [BVECS]) presentes na
BHE (Figura 6). Ao contrario das pequenas moléculas de gas, como Oz2e CO2 que se
difundem livremente através das membranas lipidicas para o cérebro, o influxo de Fe
ocorre através dos TfR expressos em BVECSs, estes receptores possuem uma
estrutura dimérica de alta afinidade pelo complexo Fe2-Tf presente no plasma (AISEN,
2004).

Portanto, o Tf-Fez se liga ao TfRe acontece a endocitose do Fe que é
temporariamente armazenado em endossomos (MOOS e MORGAN, 1998; ABBOTT
et al. 2006; KE e QIAN, 2007; MILLS et al. 2010). Posteriormente, dois mecanismos
estéo associados a liberacdo de Fe das BVECs para 0 meio extracelular, os quais sao
iniciados pela acdo de bomba para protons que reduzem o pH no interior do
endossoma, provocando alteracdo conformacional em ambas as unidades Fez-Tf e
TfR. Por sua vez, este evento resulta na liberacdo de Fe®* o qual pode ser exportado
diretamente para o meio extracelular por exocitose (Figura 4) (HENTZE et al. 2004).
Durante a exocitose, ocorre também a saida de ions H*, com isto, o pH do endossoma
retorna a neutro, provocando a dissociacdo da apo-Tf (Tf sem Fe) do TfR, assim, a
molécula de Tf é reciclada e podera ser reutilizada no transporte de Fe novamente
(HARE et al. 2013).

Outra via para o efluxo do ion Fe3* ocorre quando o mesmo é liberado no
endossoma e é rapidamente reduzido a Fe?*, pelo antigeno epitelial transmembrana
de prostata tipo 1-4 (STEAP 1-4), viabilizando sua saida para o citosol das BVECs via
DTMF-1 (DeDOMENICO et al. 2008). Os ions Fe?* presentes no citosol das BEVCs
sdo disponibilizados ao meio extracelular via proteina transmembrana ferroportina
(Fpn) o qual é rapidamente convertido a Fe3* pela enzima ferroxidase dependente de
cobre (WU et al. 2004; MILLS et al. 2010).

Assim, a maioria do Fe®* presente no meio extracelular formara complexos com
ascorbato, citrato e ATP, e assim sera reduzido a Fe?* e, portanto, pode ser absorvido
pelos astrocitos por DTMF-1, Outra via de captacdo de Fe pelos oligodendroécitos

envolve receptores Tim2 aos quais se acoplam a ferritina (Ft), proteina secretada no
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soro e que pode transportar até 4500 atomos de Fe, o complexo Ft-Tim2
desempenham um papel importante no fornecimento de Fe durante os processos de
organogénese e mielinizagdo neuronal (FISHER et al. 2007; TODORICH et al. 2008;
LI et al. 2009; TODORICH et al. 2009). J& nos neur6nios a absor¢éo de Fe é feita por
DMT-1 e TfR, sendo que estas foram as Unicas células neurais onde foram detectadas
a expresséo de receptor de Tf (MILLS et al. 2010).
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Figura 4: Mecanismos de transporte e absorc¢éo do ferro no tecido cerebral (WARD
et al. 2014).

Varios fatores podem afetar os mecanismos de absorcdo/transporte do Fe
como as mutacBes genéticas e 0s agentes oxidantes que causam MetHb e assim
levam ao acumulo deste metal no organismo (MELLS et al. 2010). Recentemente,



24

Mohorovic et al. (2014) relataram a importancia da MetHb como transportador do Fe3*,
sendo que 0s mecanismos oxidativos deste ion podem induzir a apoptose das células
endoteliais, levando a lesédo dos pequenos vasos encefalicos. Esse mecanismo torna
possivel a passagem de MetHb e de Fe nesse tecido, possibilitando assim o acumulo
desses componentes no parénquima cerebral com posterior redistribuicdo para os
astrocitos, neurbnios e outras células neurais, fato que gera danos teciduais
ocasionados pelo estresse oxidativo. Os mecanismos oxidativos estdo associados a
acao catalitica do Fe na geracdo de ERO por um processo denominado de reacao de
Fenton (Equacéo 1) (MATSUBARA, 1997; PROUSEK, 2007):

Fez*+ 02 <«—>» Fed"+02
202"+ 2H* — 02+ H202 (2)

Fe2*+ H:0, —» Fe3* + OH + OH"

Equacéo 1: Reagéo de Fenton

O potencial catalitico do Fe tem sido associado a amplificacdo de danos no
tecido encefalico pos-acidente vascular encefalico, visto que nesta patologia ha
grande quantidade de ferro livre que podem catalisar e produzir mais radicais livres e,
consequentemente, ocasionar mais danos nesse tecido (MINHAS et al. 2014).

De maneira geral, todas as células e componentes celulares sdo suscetiveis a
acdo das ERO, entretanto, a membrana é uma das mais atingidas em decorréncia da
peroxidacao lipidica, que promove alteracdes estruturais e na permeabilidade das
membranas celulares (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Desta forma, essas
alteracdes membranares levam a perda da seletividade na troca ibnica, liberacdo do
conteudo das organelas, ativacao de enzimas hidroliticas dos lisossomas e formacao
de produtos citotoxicos (malonaldeido), ocasionando a morte celular (HERSHKO,
1989).

A lipoperoxidacédo também pode ser catalisada por ions Fe, por converséo de
hidroperoxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila, LO® e

peroxila, LOO"), que por sua vez, iniciam uma cadeia de reacdes denominada
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ramificacdo que podem ser rapidas ou lentas dependendo da valéncia do Fe (Equacao
2) (BORG e SCHAICH, 1988).

Réapida
LOOH + Fe?* ——» LO'+ OH" +Fe3*
LOOH + Fe3* — LOO" + H* + Fe?* (2)

Lenta

Equacéo 2: Peroxidacdao lipidica catalisada pelos ions Fe.

O radical hidroxila (OH®) é reconhecido como a espécie iniciadora e a mais
importante da lipoperoxidacédo, porém os ions Fe?*e Fe3' também desempenham
papel determinante na iniciacdo deste processo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).
Deste modo, é necessario a realizacdo de estudos que possam elucidar o papel da
DDS no acumulo de Fe nos niveis de MetHb e nos possiveis danos no SNC, assim
como avaliar o desequilibrio oxidativo entre os fatores pro e anti-oxidantes, e propor
terapias antioxidantes que apresentem mecanismos nheuroprotetores para

reestabelecer os niveis de MetHb e o equilibrio redox do organismo.

Estudos acerca da avaliacdo do estresse oxidativo tem mostrado elevada
relevancia na busca de biomarcadores de progndsticos, diagndsticos e preditivos.
Nesse sentido, os marcadores oxidativos desempenham importante papel na génese
dos processos metabdlicos associados a patologias, incluindo as do sistema nervoso
central. Desta forma, esforcos tém sido realizados na identificagcdo de marcadores
para avaliagdo do estresse oxidativo, para sistematizar sua utilizacdo no diagnéstico,
bem como, a elucidacédo de mecanismos e implicacdes biolégicas do dano oxidativo,
possibilitando o planejamento de acdes eficazes no controle e prevencéo de varios
processos patolégicos (MAYNE, 2003; REYES et al. 2006; VINCENT et al. 2007,
BARBOSA et al. 2008).

Além disso, a busca por composto que possam atenuar este processo é de
extrema relevancia para pacientes que fazem uso de DDS como terapéutica. Neste
sentido, os estudos relatam que, geralmente, pacientes que apresentam taxas de

MetHb abaixo de 10% nao apresentam sinais e sintomas. Contudo, a partir de 10-20%
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de MetHb, percebe-se o desenvolvimento de sinais clinicos leves como cianose e em
casos mais graves, com valores acima de 50% de MetHDb, os sintomas exibidos sao

convulsdes, arritmias, acidose coma e morte (SALAS, 2006).

Diante destas reacdes adversas que limitam o uso clinico da DDS, varias
terapias que revertam esses efeitos toxicos vém sendo estudadas, tais como o uso de
oxigénio hiperbarico, o acido ascorbico (O'DONOHUE et al. 1980; BORAN et al. 2008;
EL-HUSSEINI e AZAROV, 2010), curcumina (BERGAMASCHI et al. 2011) e o acido
a-lipdico (ALA) (COLEMAN e WALKER, 2000; BILSKS e WLODEK, 2005).

2.3.  Neuroinflamacéao

O desequilibrio no metabolismo e consequente acumulo de ferro, bem como
sua reatividade células do cortex cerebral foram relacionados a neurodegeneracéo e
inducao do estresse oxidativo cerebral em uma série de doencas neurodegenerativas
(VAN BERGEN et al. 2016; BUIJS, 2017). Assim, a deposicdo anormal de ferro pode
ocasionar morte celular associado ao acumulo de ERO e danos patolégicos (DIXON
e STOCKWELL, 2014). Em algumas regides cerebrais, os altos niveis de ferro podem

predispor individuos a alto risco de declinio cognitivo e motor (LI et al. 2015).

Além disso, a inflamac¢do no SNC também pode ocasionar morte neuronal e
esta associado a varios disturbios neurodegenerativos (HIRSCH E HUNOT, 2009) e
em processos infeciosos (WESSLING-RESNICK, 2010). A neuroinflamacdo é
caracterizada pela ativacdo microglial e uma elevada producédo de citocinas pro-
inflamatdrias (URRUTIA, 2013). Esses processos inflamatdrios desencadeiam uma
série de eventos, incluindo aumento da producdo de ERO e RNS, desequilibrio
homeostéatico do metabolismo do ferro e disfuncdo mitocondrial, (URRUTIA, 2014;
ZHANG, 2015). Além disso, a microglia ativada possui altos niveis de NO sintase
(NOS) e NOX, dois sistemas enzimaticos que medeiam o aumento do grau oxidativo
induzido na inflamacdo, levando a disfuncdo cognitiva e neurodegeneracao
(URRUTIA, 2014; ZHANG, 2015).

Este € um evento chave no estresse oxidativo e pode agravar lesdes neuronais

na sobrecarga do ferro no SNC. Assim, muitas evidéncias apoOiam a idéia de que o
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ferro se acumula progressivamente no cérebro, levando ao estresse oxidativo, morte
celular e neurotoxicidade. Como consequéncia deste microambiente, a microglia pode
ser ativada para combater uma lesdo (infeccdo ou trauma) e pode contribuir para a
neuroinflamacéo (ONG, 2005; LI, 2016).

Microglia é considerada como os macroéfagos residentes do cérebro, tanto que
sao as Unicas células mieldides presentes no parénquima do SNC. Elas usam sua
morfologia “ramificada” para atuar como sentinelas imunes, estendendo processos
especializados e patrulhando o ambiente local da presenca de corpos estranhos
(GRETER et al. 2015). A microglia tem multiplas fun¢cdes no SNC e contribue para (1)
a eliminacdo de células apoptéticas, (2) suporte de neurogénese, migracdo e
diferenciacdo de neurdnios, (3) crescimento axonal e sinaptogénese, (4) geracao e

maturacéo de astrocitos e oligodendrdcitos e (5) angiogénese (TAY, et al. 2017).

Células de micrdéglia ativada podem ser téxicas aos neurénios, englobando-os
ou liberando varias moléculas e fatores neurotoxicos, incluindo ERO, glutamato,
ligante Fas e TNFa. Quando a morte neuronal massiva € induzida, a microglia no
cortex responde com um aumento agudo nos niveis de TNFa, IL13 e CDG68,
consistente com um estado pré-inflamatério (TAY et al. 2017). Um marcador
importante de ativacdo microglial € o antigeno F4/80, uma glicoproteina madura da
superficie celular do camundongo expressa em altos niveis em células de Kupffer,

macréfagos esplénicos, microglia e células de Langerhans na pele (CASSADO, 2017).

IL-18 € amplamente produzida por macrofagos e mondcitos, embora também
possa ser secretada por outros tipos de células, como células dendriticas, mastocitos,
neutrdfilos, células B e T, células endoteliais e epiteliais e € comumente liberada pelas
células quando estdo morrendo (DE CASTRO, 2015). A IL-18 medeia diversas
respostas inflamatérias, como febre, vasodilatacéo e hipotensao, principalmente pela
inducdo de cicloxigenase tipo 2 (COX-2), fosfolipase A2 e éxido nitrico sintase
induzivel (iNOS). IL-1B também é capaz de aumentar a expresséo de quimiocinas e
moléculas de adesdo, o que promove a infiltragdo de células inflamatoérias e
imunocompetentes da circulacéo para os tecidos (De CASTRO et al. 2015). IL-1B esta
envolvida na sintese e secrecado de IL-17 a partir de células T CD4+ ativadas (LACY,
2017).
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Estudos in vitro mostram que a estimulacdo em curto prazo (pelo uso de TNF-
a, IL-6 ou lipopolissacarideo) por até 18h aumenta o acumulo de ferro nos neurénios
e na microglia. Este acumulo esta associado a mudancas nos dois transportadores de
ferro, DMT1 e Fpn;, os neurénios do hipocampo estimulados apresentam aumentos
substanciais no DMT1 e diminuicdo das concentracoes de Fpn, ao passo que a
microglia mostra aumento das concentracdes de proteina DMT1, sem alteracdes na
Fpn (URRUTIA, 2013).

A microglia e mondcitos/macrofagos ativados sdo definidos como classicos
(pré-inflamatorios; tipo M1) ou alternativos (anti-inflamatérios ou protetores; tipo M2)
em condicbes fisiopatologicas. Mais precisamente, a micréglia tipo M1 secreta
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q, IL-1p3, IL-12 e IL-23, e exacerba a inflamacao
e a lesdo tecidual. Em contraste, a microglia tipo M2 secreta citocinas anti-
inflamatorias, como TGF-f3, IL-4, IL-10, IL-13, e fatores de crescimento como VEGF e
BDNF, suprime a inflamacéo e promove a recuperacdo dos tecidos. Além disso, o
BDNF e o seu receptor trkB sdo expressos em macrofagos e desempenham papéis
autocrinos e paracrinos na modulagéo da regeneracao e angiogénese apés lesédo do
nervo. Adicionalmente, dados recentes sugerem que o pr6-BDNF (precursor do
BDNF) é um fator supressor da migracéo e infiltracdo de macrofagos e pode ter um

papel prejudicial apds a lesdo medular (BOVOLENTA et al. 2010).

Critica para a regulacdo da resposta imune, a resposta inicial tipo M1 é
tipicamente seguida por uma ativacdo secundaria tipo M2 que € importante para a
cicatrizacdo de feridas e supressdo da inflamacdo (GRETER et al. 2015). Essas
alteracbes em microglia ativada sdo implicadas tanto na iniciagdo quanto na
progressdo de doencas neurodegenerativas, pois, quando ativada, a micréglia é
capaz de adquirir fenotipos diversos e complexos, o0 que permite participar da resposta

citotoxica, regulacdo imune e resolucéo de lesbes (WARD et al. 2014).

IL-4 é produzida por varios subtipos de células linféides ativadas. As células
TH2 sdo particularmente fontes importantes dessa citocina, pois séo criticas para
iniciar a imunidade humoral contra patdégenos extracelulares. Em macrofagos, IL-4
inibe a secrecdo de quimiocinas pro-inflamatdrias e citocinas, como TNF-a e IL-1f,
prejudicando a capacidade dessas células de produzir ERO e ERN, e bloqueia a

expressdo de moléculas de adesao celular induzidas por IFNy, como ICAM e E-
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selectin. No entanto, a IL-4 também pode induzir macrofagos a aumentar sua sintese
de IL-12, fornecendo um mecanismo de feedback negativo para regular a resposta
Th2 (MAK, 2006).

Paralelo a ativagdo microglial, os astrdcitos também tem importante papel como
marcador de agressao neurotoxica, principalmente pela expressao de proteina acida
fibrilar glial (GFAP), uma proteina de filamento intermediario presente em varios tipos
de células neurais, principalmente astrocitos, formando parte do citoesqueleto. GFAP
esta aumentada em lesbes cerebrais de roedores (GLUSHAKOVA et al. 2018). A
inducdo dessa proteina é rapida, frequentemente macica e pode resultar em
mudancas na morfologia do astrécito. Tanto a lesdo astrocitica primaria, como as
respostas gliais secundarias a lesdo neuronal podem induzir aumento de GFAP,
apoiando o uso dessa proteina como um marcador de lesdo neurotdxica (PYLE,
2010).

As atividades atribuiveis a GFAP incluem a supresséao da proliferacdo neuronal
e extensdo das neurites no cérebro adulto, formando uma barreira fisica para isolar
tecidos danificados, regulando o fluxo sanguineo apés isquemia, contribuindo para a

BHE, apoiando a mielinizacdo e fornecendo resisténcia mecanica (BRENNER, 2014).

Outro fator importante no contexto das alteracBes neuronais, € o Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), uma neurotrofina que esta envolvida na
plasticidade sinaptica e na sobrevida dos neurbnios, na integridade estrutural dos
neurdnios e na neurogénese. Acredita-se que o BDNF esteja envolvido na patogénese
de vérios distlrbios neuropsiquiatricos, e varios estudos avaliam os niveis de BDNF
em humanos como importante biomarcador, principalmente em relacdo a depressao
e de transtornos de ansiedade (SULIMAN et al. 2013; MURINOVA et al. 2017). No
entanto, 0s mecanismos que ligam o isolamento social cronico, a expressdo do BDNF
e as alteracbes comportamentais ainda s&o atualmente desconhecidos (MURINOVA
et al. 2017).
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2.4. Acido Alfa Lipoico

O acido a-lipoico (acido 1,2-ditiolano-3-pentandico- ALA) é também conhecido
como acido tidico e lipoamida, é um acido graxo que contém um anel tiolano com uma

ponte dissulfeto entre os carbonos 6 e 8 (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura quimica do Acido a-lipdico (a) e a estrutura quimica da sua
forma reduzida (ADHL) (b). Fonte: BILSKA e WLODEK, 2005.

O ALA é um composto naturalmente encontrado em praticamente todas as
espécies vegetais e animais, em células procariontes e eucariontes (PACKER et al.
2001). A sua sintese em animais e vegetais ocorre devido o ALA estar covalentemente
ligado ao grupo amino de lisinas residuais e atuar como cofator em de enzimas
mitocondriais, catalisando descarboxilagdo oxidativa do piruvato, a-cetoglutarato e
cadeias ramificadas de a-cetodcidos formados durante a transaminagéo da leucina,
isoleucina e valina (BILSKS e WLODEK, 2005; PACKER et al. 2001).

O ALA apresenta caracteristicas hidrossoluveis e lipossoluveis, influenciando o
metabolismo celular na eliminagdo de residuos toxicos. Este composto auxilia na
recuperacao de lesbes, na quelacdo de metais de transicdo e na inibicdo da ativacéo
do fator NFk-B (Fator Nuclear Kappa Beta), consequentemente, inibindo a resposta
inflamatéria (MOINI et al. 2002). Além disso, diversos estudos mostram que o ALA e
ADHL séo considerados potentes agentes antioxidantes, uma vez que podem capturar
diversas ERO, incluindo radicais superoxido, radicais hidroxila, acido hipocloroso,
radicais peroxila e oxigénio singleto, além disso, podem reciclar a GSH, o a-tocoferol
e 0 acido ascorbio (WOLLIN e JONES, 2003).Além disso, estudos in vitro mostram
gue o ALA diminui a suscetibilidade plasmatica a oxidacdo (MARANGON et al., 1999),
protegendo eritrocitos humanos da hemodlise induzida por radicais peroxil
(CONSTANTINESCU et al. 1994), e aumento da sintese de GSH em eritrécitos
humanos isolados ( HAN et al. 1997).



31

Estudos in vitro mostram que o ALA diminui a suscetibilidade plasmatica a
oxidacdo (MARANGON et al. 1999), protegendo eritrocitos humanos contra hemolise
induzida por radicais peroxil (CONSTANTINESCU et al. 1994), e aumenta a sintese
de GSH em eritrocitos humanos isolados (HAN et al. 1997). Conforme Perez e
Castaneda (2006) a capacidade antioxidante do ALA esta relacionada a presenca de
um grupamento tiol, que é capaz de reagir diretamente com radicais oxidantes,
portanto ele € considerado um excelente antioxidante com valor terapéutico em
patologias relacionadas a producdo acentuada de ERO, incluindo diabetes mellitus e

doencas neurodegenerativas, como Alzheimer.

Coleman e Walker (2000) mostraram que o ALA quando incubado com
eritrécitos de humanos diabéticos e ndo diabéticos in vitro, provocou uma reducao
acentuada da MetHb induzida por MADDS-NOH. Outros estudos mostram que o ALA
pode reverter ou prevenir algumas das caracteristicas da doenca de Alzheimer em
modelo in vivo e in vitro (PEREZ e CASTANEDA, 2006) e melhorar o estado
antioxidante cerebral (MOINI et al. 2002; BILSKA e WLODEK, 2005; PEREZ e
CASTANEDA, 2006).

Os principais mecanismos de acdo ALA e ADHL sugeridos sédo: aumento da
producao de acetilcolina ativando acetilcolinesterase, aumento da absorcao de glicose
fornecendo assim mais acetilCo-A para producéo de acetilcolina, quelacdo de metais
de transicao inibindo assim a formacédo de ERO e produtos de peroxidacao lipidica,
induzindo a producdo de enzimas envolvidas na sintese de glutationa e outras
enzimas antioxidantes protetoras (PACKER et al. 1999). Assim, atuando no reparo de
moléculas danificadas pelo estresse oxidativo e ainda formam um par redox
ADHL/ALA com potencial de redugcdo mais negativo (EO’= -0,32 V) que os pares
glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) e cisteina/cistina (CSH/CSSC)
(EO’ = -0,24 e -0,22V, respectivamente). Devido a seu potencial redox, o DHALA é
capaz de reduzir a GSSG a GSH e a CSSC a CSH. No caso da GSH em patrticular, o
par redox ADHL/ALA pode funcionar como um sistema de reciclagem alternativo a
atividade da glutationa redutase, sem gasto de NADPH (PACKER et al. 1999).

Atualmente, o antidoto mais eficaz para niveis elevados de MetHb € o azul de
metileno que atua como um cofator para acelerar a redu¢cdo MetHb pela acdo da
enzima NADPH redutase (CURRY, 1982; MANSOURI e LURIE, 1993). O esquema
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de administracdo € por via intravenosa (1-2 mg / kg de peso corporal) durante um
periodo de 5 minutos (COOPER, 1997). Entretanto, em individuos com deficiéncia de
G6PD, resultante da incapacidade do ciclo glicolitico da hexose monofosfato em
produzir NADPH, o azul de metileno ndo consegue ser convertido da sua forma
oxidada para a forma reduzida (leucobase), com isso ocorre 0 agravamento da

metemoglobinemia nos pacientes (RIEDER, 1985).

O &acido alfa lipoico tem sido largamente utilizado em produtos farmacéuticos e
nutracéuticos, justamente por apresentar propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias (IKUTA et al. 2017; BITTNER et al. 2017). A atividade quimica de ALA é
devida principalmente ao anel ditiolano, cuja presenca dos atomos de enxofre confere
uma alta densidade eletrbnica & molécula de ALA. Estes efeitos, aliado as
caracteristicas hidrofilica e lipofilica da molécula (DINICOLA et al. 2017b), assim como
seu status de agente mais eficiente dentre todos os antioxidantes (TIBULLO et al.
2017), sustentam estudos realizados com modelos de suplementacdo em doencas
metabdlicas e neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer. ALA é classificado
como um antioxidante neuroprotetor ideal devido sua capacidade de atravessar a
barreira hemato encefélica e seu perfil de captacdo uniforme por todo o sistema
nervoso central e periférico (ZHAO et al. 2015; MARBOOB et al. 2016). Sintetizado de
novo nas mitocondrias de células animais e vegetais, bem como em micro-
organismos, o acido alfa lipéico também pode ser obtido da dieta, através do consumo
de carnes e vegetais de folhas verde escuras e (ROBERTS et al. 2015)

A biossintese de ALA ocorre em pequenas quantidades nas mitocondrias a
partir do &cido octanoico (ZEHNPFENNIG et al. 2015. IKUTA et al. 2017), um processo
celular natural durante o metabolismo de acidos graxos. Por outro lado, a producéo
de ALA pela industria resulta de sintese quimica e este processo requer catalisadores
toxicos na adicdo dos atomos de enxofre (SUN et al. 2017). Adicionalmente, ALA é
encontrado em forma de suplementos compostos da mistura racémica de seus
isbmeros R-ALA e S-ALA em concentragdes de 50 a 600 mg (DORSAM e FAHRER,
2015), ou do isdbmero R-ALA isolado, com doses de 200 a 300 mg (YOON et al. 2016).
O isbmero R-ALA é instavel em temperaturas acima de 49° C, enquanto a mistura
racémica se mantém estavel em temperaturas entre 60 e 62° C. Em estudos de
farmacocinética em individuos saudaveis, o isdbmero R-LA apresenta maior nivel de

absorcdo, enquanto o isdbmero S-LA auxilia neste percentual, impedindo a
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polimerizagdo da forma R-LA (SEIFAR et al. 2017). Neste sentido, o uso de
suplementos com a mistura racémica é mais viavel em relacdo ao isbmero R-ALA
(UCHIDA et al. 2017).

Na suplementacdo de ALA, com a administracdo oral o composto €
rapidamente absorvido e eliminado por via renal. Devido sua caracteristica anfifilica,
ALA é amplamente distribuido por todos os compartimentos do corpo, incluindo CNS
(PECORA et al. 2016). ALA apresenta tempo médio para atingir a concentracao
plasmatica maxima (tmax) de 15 minutos e média de meia-vida plasmatica (t¥2) de 14
minutos (YOON et al. 2016). Estes valores farmacocinéticos diferem entre alguns
autores, estando o tmax em até 30 minutos apds administracdo oral (IKUTA et al.
2017) (10 minutos em ratos) e t%2 em torno de 30 minutos. A meia-vida curta de ALA
é resultado de ampla extracdo e metabolismo hepético, que reduz a bioequivaléncia
a 30 % da dose ingerida, em média (PECORA et al. 2016). Multiplos fatores
influenciam na bioequivaléncia do ALA, dentre os quais a ingestdo alimentos, que
interfere na absorcéo de ALA, seja na mistura racémica ou isdmeros isolados. Assim,
€ recomendado o consumo de ALA 30 minutos antes ou 2 horas apés a ingestédo de
alimentos (SEIFAR et al. 2017). A alta variagdo em parametros farmacocinéticos de
ALA foi reportada em varios estudos, porém ndo estd completamente explicada.
Mudancas em condi¢des fisiologicas, como absorcao gastrica e perfusdo hepatica, ou
interacdo droga-droga e mecanismos de sistema de entrega de droga sé&o algumas
justificativas para a variacao, porém ainda nao completamente elucidados (RHEE et
al. 2018).

A absorgéo de pelo menos 93% da dose administrada de ALA, demonstrada
em um estudo com ratos, ocorreu no trato gastrointestinal, incluindo estdémago
(TEICHERT et al. 2003). No intestino, ALA é internalizado nas células através de
receptores denominados Na+/multivitamin transporter (SMVT). Em humanos, a
veriante hSMVT (human Na+/multivitamin transporter) é responsavel pelo transporte
de biotina e acido pantothenic, ions de lodo e ALA racémico. Contudo, evidéncias in
vitro sugerem a existéncia de mais de um mecanismo de transporte celular
envolvendo outros transportadores de acidos graxos, como monocarboxilic acid
transporter (MCT) (ZEHNPFENNIG et al. 2015). De fato, a absorcéo intestinal de ALA
parece ser bastante variavel, devido a existéncias de meios de transporte do ALA

ainda ndo completamente elucidados. Esta complexidade de um sistema de absorcao
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e distribuicdo aos tecidos sugere a existéncia de varios fatores envolvidos, por
exemplo, competicdo de substrato, mecanismos regulatérios transcricionais,

traducionais e pés-traducionais (SHAY et al. 2009).

Assim, apds sua internalizagdo na célula, ALA é catabolizado, através de [3-
oxidacdo ou reducdo enimatica a acido dihidrolipdico (DHLA), que junto com ALA
formam uma dupla de moléculas com alta capacidade antioxidante (ROBERTS et al.
2015), gerando um potencial de reducédo de — 0.32 V (SHAY et al. 2009). A reducéo
de ALA a DHLA ocorre sob acao de enzimas como dihydrolipoamide dehydrogenase
mitocondrial, glutationa redutase citoplasmatica ou extracelular e thioredoxina
redutase citoplasmatica (FRATANTONIO et al. 2018). A B-oxidacao é a principal via
de metabolizacdo do ALA, resultando da oxidacdo da cadeia lateral de carbonos,
gerando varios metabdlitos (TEICHERT et al. 2003). Além disto, ALA sofre alquilacao
por acdo de S-metiltransferases e com isto, apenas 0,2 % da dose administrada é
excretada na urina de forma inalterada (RHEE et al. 2018). Em diferentes espécies,
foram identificados 12 metabdlitos de ALA (SCHUPKE et al. 2001), sendo pelo menos
5 na espécie humana. O acido 4,6-bismetiltiohexandico (BMHA) foi identificado como
o0 principal metabdlito em amostras de urina de voluntarios saudaveis apos a
administracdo oral de ALA, seguidos de menores concentracdes de acido 6,8-bismetil-
octandico (BMOA) e 2,4-bismetiltio acido butanoico (BMBA). (TEICHERT et al. 2003).
Até a momento, ndo existem estudos que comprovem outras vias de eliminacédo de

ALA e seus metabdlitos apos suplementacao.

Estudos in vitro, em animais e ensaios clinicos ja demonstraram o perfil
farmacocinético e de seguranca do ALA (YOON et al. 2016), elucidando
caracteristicas interessantes da molécula, seja em sua forma racémica ou dos
isémeros. Por outro lado, existem ainda poucos dados disponiveis de estudos em
individuos idosos (BITTNER, 2017). Assim, isto representa uma inconveniente falta
de informagdes precisas em grupos notadamente atingidos por doencas associadas
ao envelhecimento, como AD. Contudo, 0s avangos em investigagdo dos mecanismos
de ALA ligados aos processos associados aos disturbios mitocondriais e de outras
vias celulares associadas a disturbios neurodegenerativos vém sendo alcancados em

trabalhos de todos 0s niveis nos ultimos anos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar efeito antioxidante e anti-inflamatério do acido alfa lipdico na

neurotoxicidade hipocampal induzida pela dapsona em modelo animal.

3.2. Objetivos Especificos

a. Avaliar os parametos do estresse oxidativo (TEAC, MDA, GSH, SOD, CAT e
NO) no hipocampo de animais tratados com multiplas doses de DDS;

b. Quantificar populacdes celulares especificas no hipocampo de animais
tratados com multiplas doses de DDS, como microglial e astrocitaria, usando
marcadores imunoquimicos como os marcadores GFAP e F4/80;

c. Avaliar o efeito do ALA na neurotoxicidade hipocampal induzida por dapsona
em modelo animal;

d. Avaliar o efeito do ALA no estresse oxidativo no hipocampo induzido por
dapsona em modelo animal,

e. Quantificar os niveis de ferro no hipocampo dos animais tratados com DDS,
tratados ou ndo com ALA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e Procedéncia

Para este estudo, foram utilizados 105 camundongos Mus musculus, adultos
machos, da linhagem Swiss, com massa corpérea variando de 35 a 40g, com 8
semanas de vida, provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas (IEC-PA). Os
camundongos foram alojados em gaiolas para cinco animais, sendo mantidos sob
condi¢bes controladas de temperatura (25 + 1°C) e em ciclo alternado de 12 horas de
claro/escuro. Agua e comida foram fornecidas ad libitum durante o periodo dos
experimentos. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFPA sob o0 n° 2411100816, conforme certificado em anexo.

4.2. Administracdo de Dapsona e do Acido Lipoico

A dapsona foi dissolvida em dimetilsulféxido 2% (DMSO) e administrada via
intraperitoneal (i.p) na concentracao de 40mg/kg, ja o acido a-lipdico foi dissolvido em
solucdo salina 0,9% e administrado por via oral (gavagem) em diferentes
concentracdes. A disposicao de grupos e regime de doses esta apresentada na Figura
6. A Figura 7 apresenta o delineamento experimental adotado para a obtencéo de

amostras e os testes realizados.



ANIMAIS

GRUPOS

REGIME DE MULTIPLAS DOSES

CONTROLES

EXPERIMENTAIS

Basal
(n=10)

(n=10)

ALA 12,5
(n=10)

ALA 25
(n=10)

ALA 50
(n=10)

50uL de DMSO viai.p. e 50uL de solugéo
salina a 0,9% por gavagem, durante 5

dias consecutivos.

50uL de DDS em uma solucdo de
40mg/kg de DDS diluido em DMSO por
via i.p., durante 5 dias consecutivos.
50uL de solugédo de 12,5mg/kg de ALA
em solugdo salina, que serd
administrado por gavagem durante 4
dias apés o tratamento com 50uL de
DDS em uma solucdo de 40mg/kg de
DDS diluido em DMSO por via i.p.,
durante 5 dias consecutivos.

50uL de solugdo de 25mg/kg de ALA em
solugédo salina, que sera administrado
por gavagem durante 4 dias apds o
tratamento com 50uL de DDS em uma
solugdo de 40mg/kg de DDS diluido em
DMSO por via i.p., durante 5 dias
consecutivos.

50puL de solugéo de 50 mg/kg de ALA em
solugédo salina, que serda administrado
por gavagem durante 4 dias apos o
tratamento com 50uL de DDS em uma
solugédo de 40mg/kg de DDS diluido em
DMSO por via i.p., durante 5 dias

consecutivos.

Figura 6. Divisdo dos grupos de animais, controles e experimentais e o0 respectivo regime de

multiplas doses
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Figura 7. Representacé@o esquematica do delineamento experimental.

4.3. Coletade Amostras

ApoOs 24h do término do tratamento farmacolégico com DDS e/ou ALA e dos
grupos controle, os animais foram anestesiados com quetamina (1,5 pL/g de peso
corporal) e xilazina (0,5 pL/g de peso corporal) e submetidos a eutanasia por

exsanguinacao para a coleta de sangue total por puncgéo cardiaca.

Em seguida, foi realizada uma craniotomia para a retirada do encéfalo e
posterior separacdo do hipocampo. Cada regido do encéfalo coletada (caracterizada
como hipocampo) foi pesada e colocada em microtubos com de PBS na proporgéo de
1:10 e sonicados. Apos a sonicacao, as amostras foram centrifugadas (3000 rpm por
10 minutos) e o sobrenadante coletado e armazenado a -80°C para posterior analise.
A partir das amostras de sangue foram avaliados os niveis de MetHb, DDS,

marcadores da defesa antioxidante e do estresse oxidativo.

Todos os animais eutanasiados, ap0s a coleta de material biolégico, foram
acondicionados em sacos plasticos para residuos biolégicos, em seguida congelados
até o seu recolhimento e descarte pela empresa especializada, contrata pela UFPA,
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de acordo com o Plano de Gerenciamento de Residuos da Saude (PGRS) da

instituicao.

4.4. Determinacdo da Capacidade Antioxidante Total (TEAC)

A determinacdo da capacidade antioxidante total foi realizada através da
técnica da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). O Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; Sigma Aldrich 23881-3) € um potente
antioxidante analogo hidrossolavel da vitamina E. Seguiu-se o método proposto por
Miller et al (1993) modificado por Re et al (1999). Trata-se de uma técnica colorimétrica
baseada na reacdo entre o ABTS (Sigma-Aldrich A1888) com persulfato de potassio
(K2S208; Sigma-Aldrich 60490), produzindo diretamente o cétion radical ABTS*™
(radical 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato], sal de diamonio), cromdéforo de
coloracdo verde/azul (VASCONCELOS et al. 2007). A adicdo de antioxidantes
presentes na amostra a este cation radical pré-formado o reduz novamente a ABTS,
em escala dependente da capacidade antioxidante, concentracédo de antioxidantes e
duracédo da reacdo. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria pela observagao
da mudanca na absorbancia lida a 734nm durante 5 minutos. Os resultados foram

expressos em pM/mL. O procedimento experimental esté ilustrado na Figura 8.

* ABTS 2970 uL de ABTS* 30 pL de amostra

e Ky05S;
. "j?\."

\ 4

Solugédo de trabalho 1% Leitura 734 nm 22 Leitura 734 nm

Figura 8 - Representacdo esquematica da determinacdo da Capacidade
Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC).
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4.5. Determinacéo da Atividade da Glutationa Reduzida (GSH)

A determinacao das concentracdes da glutationa reduzida (GSH) foi realizada
de acordo com o método de Ellman (1959). Esta técnica baseia-se na capacidade da
GSH em reduzir o &cido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB) (Sigma-Aldrich) para
acido 5-tio-2-nitrobenzéico (TNB), o qual foi quantificado por espectrofotometria em
comprimento de onda de 412 nm (VASCONCELOS et al. 2007).

As amostras foram desproteinizadas com &cido tricloroacético 2% e o
sobrenadante coletado para analise apos centrifugacdo a 3000 rpm por 5 min.
Inicialmente, foi retirada uma aliquota de 20 L de cada amostra e colocada em tubo
de ensaio contendo 3 mL de tampao PBS/EDTA e 20 pyL de agua destilada para a
realizacéo da 12 leitura da amostra (T0), em seguida foi adicionado 100 uL de DTNB
e apos 3 minutos realizou a 22 leitura da amostra (T3). A diferenca nas absorbancias

(T3 —TO) é proporcional a concentracdo de GSH, expressa em pM/mL (Figura 9).

3mL 100 pL de DTNB

(3 minutos)

- 20 pL de H;0 destilada 12 Leitura 412 nm 22 Leitura 412 nm
- 20 pL de amostra (TO) (T3)

- 4 mL de Tampéo SOD

Figura 9 - Representacdo esquematica da determinacdo da glutationa
reduzida (GSH).
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4.6. Determinacdo da Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da SOD sera realizada segundo a técnica
preconizada por McCord e Fridowich (1969) adaptada. Esta metodologia € de
deteccao indireta da atividade da SOD, pois a presenca desta enzima na amostra,
promove a converséo do Oz2-em H202 e Oz, impedindo consequentemente a redugéo
do citocromo C, que é detectada por espectrofotometria em comprimento de onda de
550nm. A atividade da enzima SOD sera expressa em nmol/ mL do hemolisado e dos
orgaos dos animais tratados e os controles. Neste ensaio, uma unidade de atividade
é definida como a quantidade de enzima que promove 50% de inibicdo da reducao do

citocromo C a 25°C em pH 7,8.

ApGs o preparo das amostras, uma aliquota de 50 pL foi adicionada a uma
mistura de tampdao, citocromo C 0,075mM, hipoxantina (Sigma-Aldrich) 1,5 mM e
xantina oxidase (Sigma-Aldrich) 56 mM; a solucéo resultante foi incubada a 37°C e ao
abrigo da luz e, apds 15 min, foi realizada uma Unica leitura na faixa de 550 nm em
espectrofotometro UV-1800 (Shimatzu). Os valores de absorbancia foram aplicados
em curva padrdo de citocromo C para determinacdo da concentracdo enzimatica,
expressa em Unidade SOD/mg proteina: uma unidade de SOD é a quantidade de
enzima necessaria para inibir em 50% a velocidade de reducéo do citocromo C em

pH 7,8. O procedimento € ilustrado na Figura 10.

1° 20 1000 pL de mL 30

Banho-maria

-
37°C por 15 min |

- 1300 pL de Tampéo SOD Leitura 550 nm
- 50 pL de citocromo C

- 50 pL de hipoxantina
- 50 pL de xantina oxidase

Figura 10 - Procedimento para determinagdo da SOD.
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4.7. Determinacéo da Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da enzimacatalase foi determinada conforme, o0 método descrito por
Aebi (1984), que avalia a capacidade da catalase presente na amostra converter o
H202 (Merck) em agua e oxigénio. Assim, para verificar o decaimento do H202,
aliquotas das amostras diluidas foram adicionados a 900uL de solugédo de reagao
(Tampéo TRIS base, H202 30% e agua ultrapura) em pH 8 (BUKOWSKA e
KOWALSKA, 2004). A diminui¢ao da concentracdo de H20:2 foi verificada a A=240 nm
em espectrofotdbmetro a 25°C durante 60 seg. A atividade de catalase foi definida
como a atividade necesséria para degradar um 1 mol H202em 60 seg, em pH 8 a
25°C, sendo expressa como U/mg Hb nos eritrécitos. Os dados de atividade
enzimatica obtida no ensaio da CAT foram normalizados pelas respectivas
concentracdes de protéicas totais, usando-se o Kit comercial Doles. O procedimento

para dosagem de CAT esta representado na Figura 11.

10
- 8 yL de amostra
- 3992 pyL de tampéo Tris

100 pL
900 pL 1 minuto

Solu¢cdo de Reacéo 12 Leitura 240 nm 22 Leitura 240 nm
H>0> 30% To
Tris base e (X1}
Agua miliQ

Figura 11 - Procedimento para determinacéo da atividade da enzima
catalase (CAT)
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4.8. Determinacdo de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico
(TBARS)

A determinacdo da peroxidacao lipidica foi realizada pelo método de Khonn e
Livesedge (1944) e adaptado por Percéario et al (1994). Trata-se de uma técnica
baseada na reacdo do malondialdeido (MDA) e outras substancias com o acido
tiobarbittrico (TBA; Sigma-Aldrich T5500), em pH 2,5 a 94°C, formando o complexo
MDA-TBA de cor résea, com absorbancia em 535 nm. Como a rea¢éo nao é especifica
para o MDA, uma vez que o TBA pode reagir com agucares, aminoacidos, proteinas
e bilirrubina, utiliza-se o termo substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
(Mayne 2003). As concentragcfes elevadas de TBARS tem sido utilizada como um

indicador do estresse oxidativo.

O procedimento consiste no preparo inicial do fosfato monobasico de potassio
(KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) em agua acidificada (pH 2,5). Esta solucao é utilizada
na preparacao do TBA (10 nM). Adiciona-se 100 ul de amostra a 500ul da solucéo de
acido tiobarbitdrico 10 nM. Em seguida leva-se ao banho-maria (94°C por 60 min);
adiciona-se 2,0 ml de alcool 1-butilico, homogeneiza-se vigorosamente em vortex e
posteriormente submete-se a centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos; coleta-se 1,0
ml do sobrenadante para leitura espectrofotométrica a 535 nm (Figura 12). O padrao
MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano - Sigma-Aldrich, T9889) foi utilizado para a
realizacdo da curva padrdo, com resultados expressos em puM/L.

e 0.1mLdeamostra 4 L'I |
mL de aicoo 3 mL do sobrenadante
¢« 0,5mLde TBA n-butilico
v ) \ ) I
' - e
Leitura
¢ Banho-maria > e Vortex 30's 535 nm

94°C/1h ¢ Centrifugar

(2500 rpm/10 min.)
J J

®

Figura 12 - Representacdo esquematica da dosagem das Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS).
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4.9. Determinagcdo da Concentracao de Ferro

A concentracdo de ferro nas amostras foi determinada pelo método
colorimétrico de Goodwin (1966), modificado. Para isso, foram utilizados 50pl de cada
amostra e as leituras foram feitas em espectrofotometro em 565nm. Os tubos
utilizados na manipulacédo das amostras durante os procedimentos foram de plastico
e descartaveis, para evitar a contaminagao com tracos de ferro. Na analise, o ferro é
liberado da transferrina em meio acido tamponado e na presenca de &cido tioglicélico
é reduzido a Fe*2. O ion reduzido liga-se ao reagente de cor (ferrozine), formando um
complexo molecular de coloracdo résea, cuja intensidade da cor produzida é
diretamente proporcional a concentracdo de ferro na amostra. Os resultados foram

expressos em mg/L.

4.10. Determinacédo da Expresséo de IL-1B, IL-17, IL-4 e BDNF

As dosagens das citocinas IL-1B, IL-17 e IL-4, bem como de BDNF, foram
realizadas no homogeneizado do hipocampo dos camundongos com kits comerciais
(R&D Systems, Billings, MT, EUA) pela técnica de ELISA, com limite de detecc¢éo para

cada citocina de 5 pg/mL.

O teste de ELISA (do inglés “Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay”) baseia-
se nas reacdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacdes enzimaticas. Todas
as citocinas foram medidas pelo método de ELISA, como descrito. Resumidamente,
placas de microtitulacdo de fundo chato foram revestidas durante 3 h com um mAb
MD2 de captura (Innogenetics, Gent, Belgium) a 10 pg/ml in a 0.1 M em tampéao de
carbonato a 0,1 M (pH 9,6, 50 pL/poco) a 37°C e 5% de CO2. Todos 0s passos
subsequentes de incubacéo foram em volumes de 50 pL, seguidos de lavagem com

PBS suplementado com 0,05% (v / v) de Tween-20.

As placas foram lavadas duas vezes e incubadas por 1h com PBS / 3% BSA
(37°C, 5% de CO2). ApO6s a lavagem, amostras contendo citocinas recém-
descongeladas diluidas em PBS / BSA a 3% foram entdo adicionadas e incubadas
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overnight a 4 ° C. As placas foram lavadas e o mAb MD1 biotinilado foi adicionado
durante 2 h (37, 5% de COZ2). Posteriormente, as placas foram lavadas e incubadas
com estreptavidina acoplada a peroxidase (Genzyme Corp., Cambridge, MA), 1/5000
diluidas em PBS a 3% durante 1 h (37°C, 5% de CO2 e lavado, e a atividade
enzimatica foi determinada com o substrato 1,2-fenileno-diamina (Fluka, Buchs,
Suica) com H202 (30%) em tampao de substrato, pH 5,4. A reacdo foi parada
adicionando um volume igual de H2SO4 1M aos pocos. As placas foram lidas a dois
comprimentos de onda de 490 e 405 nm em leitor de microplacas (Bio-Rad, Richmond,
CA).

4.11. Imunofenotipagem de células macrofagicas/microglial e astrocitos

A imunofenotipagem de células macrofagicas/microglial (F4/80+) e astrocitos
(GFAP) foi realizada por citometria de fluxo (Attune NXT Acoustic Focusing
Cytometer). Para a imunomarcacdo foi utlizada a técnica de imunofluorescéncia
direta, onde uma amostra de hipocampo de 1,5x108 cel/mL foi pré-incubada por 15
minutos a temperatura ambiente, com cinco microlitros de um dos seguintes
anticorpos monoclonais: anticorpo anti-F4/80* conjugado a PE (Sigma-Aldrich) e anti-
GFAP conjugado a FITC (Thermo Fisher Scientific). Amostras de animais basais (sem
tratamento) e animais com dapsona ou dapsona + ALA foram avaliadas quanto a
intensidade de expressao e percentagem de células positivas para F4/80* e GFAP,
medida pela intensidade média de fluorescéncia. Para cada amostra de animais
submetida a citometria de fluxo, foram analisados 10.000 eventos utilizando Attune
NXT Software.

4.12. Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica, onde cada parametro foi
analisado inicialmente em relacdo aos possiveis pontos discrepantes (outliers), sendo
utilizado o calculo do intervalo interquartil. Para cada parametro analisado foi realizada

Andlise Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para a comparacao de pares
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de médias. Para verificacdo de possivel correlacdo entre parametros, foi realizado o
teste de correlagdo de Pearson. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos para p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao de parametros do estresse oxidativo (TEAC, GSH, SOD,
CAT e TBARS) no hipocampo de animais tratados com multiplas

doses de DDS e do efeito antioxidante do pds-tratamento com ALA.

A Figura 13 mostra que o tratamento com DDS levou a uma redugao na
capacidade antioxidante total pelo método TEAC no hipocampo dos animais tratados
em relacdo aos animais sem tratamento (Grupo basal). No tratamento com ALA, todas
as doses deste antioxidante foram capazes de reverter a agao oxidativa de DDS no
hipocampo, reestabelecendo a capacidade antioxidante total aos niveis basais. O
grupo tratado com DDS e pos-tratados com AM néo apresentou diferenca significativa
na capacidade antioxidante total quando comparado ao grupo DDS, mostrando que o

AM nao foi capaz de reverter o efeito oxidativo do DDS in vivo.

30+
#
. -1 &
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o * —_——
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g
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l—
BASAL 0 ALA 12,5 ALA 25 ALA 50 AM (1mg/Kg)

DDS 40 mg/kg (5 dias)

Figura 13 - Efeito do tratamento com ALA sobre a capacidade antioxidante total em hipocampo de
camundongos tratados com DDS. #p < 0,05 comparado a DDS; *p < 0,05 comparado grupo BASAL
sem tratamento, &p < 0,05 comparado aos grupos ALA 12,5; ALA 25 e ALA 50 mg/Kg. ALA: Acido a-
lipdico; TEAC: Capacidade Antioxidante Equivalente ao TROLOX; DDS: Dapsona; AM: Azul de
metileno
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Em relacdo aos niveis do tripeptideo GSH (antioxidante enddégeno), os multiplos
tratamentos com DDS foram capazes de reduzir os niveis de GSH no hipocampo dos
animais tratados com este farmaco em relacdo aos animais sem tratamento (Figura
14). O poés-tratamento com ALA nas doses de 12,5 e 25 mg/Kg (p = 0,01 para a dose
de ALA 12,5 e p < 0,0001 para ALA 25) reverteram esta reducdo nos niveis de GSH
hipocampal induzida pelo tratamento com DDS in vivo. No entanto, somente a dose
de 25 mg/Kg foi capaz de elevar os niveis de GSH aos valores basais (Figura 14). Por
outro lado, o tratamento com o AM néao alterou significativamente (p > 0,05) os niveis

de GSH no hipocampo comparado ao grupo DDS sem tratamento.
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BASAL 0 ALA 12,5 ALA 25 ALA 50 AM (1mg/Kg)

DDS 40 mg/kg (5 dias)

Figura 14 - Efeito do ALA nos niveis de GSH em células do hipocampo de camundongos tratados com
DDS. Os dados foram expressos como média + desvio padréo de triplicatas. #p < 0,05 comparado ao
grupo BASAL; *p < 0,05 comparado ao DDS sem tratamento. ALA, acido a-lipéico; DDS, dapsona;

GSH, glutationa; AM, azul de metileno

A Figura 15 mostra que o tratamento com DDS 40mg/kg diminuiu a atividade
de SOD no hipocampo em relagéo ao controle (grupo basal; p<0,05). Os tratamentos
com ALA nas concentracdes de 12,5 e 25 mg/kg e AM (1mg/kg) n&o alteraram a
atividade de SOD comparado ao grupo DDS. Os grupos de tratamento se nao
mostraram capacidade de restaurar a atividade de SOD (p<0,05).
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Figura 15: Efeitos da Dapsona 40 mg/kg (ip) sobre a atividade de Superédxido Dismutase (SOD) no
hipocampo de camundongos e do pds-tratamento com ALA em duas doses (12,5 e 25 mg/kg) e azul e
metileno (1mg/kg), durante 5 dias consecutivos. *p < 0,05 comparado ao grupo basal; ALA: acido o-

lipéico, DDS: dapsona, AM: Azul de metileno.

A Figura 16 mostra que o tratamento com DDS 40mg/kg, diminuiu a atividade
de CAT no hipocampo em relacéo ao controle (grupo basal). Em relacdo ao tratamento
com o ALA, ambas as doses de 12,5 e 25 mg/kg, foram capazes de reestabelecer a
atividade de CAT (p<0,05) em relacdo ao grupo DDS. O tratamento com AM (1mg/kg)
também mostrou aumento de niveis de CAT quando comparado ao grupo DDS, ainda

que tenha mantido niveis mais baixos que os basais.
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Figura 16: Efeitos da Dapsona 40 mg/kg (ip) sobre a atividade de Catalase (CAT) no hipocampo de
camundongos e do pos-tratamento com ALA em duas doses (12,5 e 25 mg/kg) e azul de metileno
(1mg/kg), durante 5 dias consecutivos. *p < 0,05 comparado ao grupo basal; #p < 0,05 comparado ao
grupo DDS sem tratamento com antioxidante. ALA: acido a-lipéico, DDS: dapsona, AM: Azul de

metileno 1mg/kg.

A avaliacdo da peroxidacao lipidica, por TBARS, que expressa 0s danos em
lipidios ocasionados pelo desequilibrio oxidativo em células e tecidos, como o
hipocampo, foi mostrada na Figura 17. Os animais tratados com multiplas doses de
DDS apresentaram aumento nos niveis TBARS no hipocampo em rela¢do aos animais
sem tratamento, mostrando que a DDS levou ao estresse oxidativo com possivel
aumento de MDA nestes animais tratados. Todos as doses de pos-tratamentos com
ALA foram capazes de inibir a peroxidacéo lipidica hipocampal induzida pela DDS
(Figura 17). Interessantemente, o tratamento com AM também foi capaz de inibir a
producdo MDA hipocampal induzida pela DDS, embora ndo altere os niveis dos

antioxidantes testados acima.
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Figura 17 - Efeito do ALA sobre os niveis de TBARS em hipocampo de animais tratados com DDS *p
< 0,05 comparado ao BASAL: #p < 0,05 comparado ao DDS sem tratamento. ALA: Acido a-lipéico;
TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitirico; MDA: malondialdeido; DDS: Dapsona; AM: Azul

de metileno.

5.2. Avaliacdo de niveis de ferro no hipocampo dos animais tratados

com DDS, na presencga ou nao de ALA.

A fim de avaliar o efeito do DDS no acumulo de Ferro em areas importantes do
SNC, como o Hipocampo, o animais foram tratados com multiplas doses de DDS. A
Figura 19 mostra que o tratamento com DDS elevou os niveis de ferro acumulados no
hipocampo em relacdo aos animais sem tratamento com o farmaco. Além disso,
verificou-se se o0 pés-tratamento com compostos como ALA (12,5, 25 e 50 mg/Kg) ou
AM (1mg/Kg) alteraram o acumulo de ferro hipocampal induzido pelo tratamento com
DDS. Nossos resultados demonstram que todas as doses de ALA e a dose de AM
foram capazes de reverter o acumulo de ferro no hipocampo induzido pela dapsona,

apresentando valores deste metal similar aos niveis basais (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito do ALA sobre os niveis de ferro em hipocampo de animais submetidos ao tratamento
de mdltiplas doses com DDS *p < 0,05 comparado ao BASAL; #p < 0,05 comparado ao DDS sem
tratamento com antioxidante. ALA: Acido a-lipdico; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico;
MDA: malondialdeido; DDS: Dapsona; AM: Azul de metileno.

5.3. Avaliacao de Perfil Celular e Citocinas no Hipocampo de animais
tratados com DDS, na presenca ou ndo de ALA.

Para a avaliacdo do perfil de ativacdo de macrofagos/micrdoglia e astrécitos no
hipocampo foram usados marcadores fluorescentes de F4/80 e GFAP,
respectivamente, e analisados por citometria de fluxo. A Figura 19 mostra que o
tratamento com DDS 40mg/kg, apés 4h, elevou o percentual da populacéo
macrofagica/microglial que expressa baixos (“low”) niveis do marcador F4/80+
(populacdo recém-migrada) no hipocampo em relacdo ao grupo basal (p<0,05). No
entanto, ndo alterou o percentual de macrofagos/microglia ativados ou diferenciados,
populagédo que expressa altos (“high”) niveis de F4/80+. Por outro lado, o pés-
tratamento com ALA 25 mg/kg foi capaz de estimular a ativacdo ou diferenciacéao de
macrofagos/microglia, levando a um aumento no percentual da populacéo F4/80+high
e diminuicdo da populagcéo F4/80+low, mostrando que o ALA pode levar a ativacdo ou

diferencacéo de um perfil de macrofagos/micréglia no hipocampo.
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Em relacdo aos astrécitos, o tratamento com DDS 40mg/kg diminuiu o
percentual de astrocitos com baixa (low) expressdao de GFAP, e aumentou o
percentual de astrocitos com elevada (high) expressao de GFAP (astrdcitos reativos)
em relacdo ao grupo basal, mostrando que a DDS estimulou a reatividade de
astrocitos no hipocampo. Interessantemente, o pos-tratamento com ALA 25 mg/kg
mostrou um efeito imunoregulador sobre astrocitos estimulados pelo DDS, retornando
aos niveis basais o perfil de astrécitos com baixa e alta expressdo de GFAP. Estes
dados mostram que o tratamento com ALA pode atuar com acdo anti-inflamatéria ou
imunomoduladora diminuindo a populacdo de astrocitos reativos (GFAP+high ) no

hipocampo comparado ao grupo DDS.
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Figura 19: Efeitos da Dapsona 40 mg/kg (ip) sobre macrofagos/microglia (F4/80+) e astrécitos (GFAP+)
no hipocampo de camundongos e do pos-tratamento com ALA 25mg/kg, durante 5 dias consecutivos.
A: Populagao positiva para F4/80+ e GFAP, analises por citometria de fluxo; B: Percentual de expressao
de macrofagos/microglia (F4/80+) e astrocitos (GFAP+). *p < 0,05 comparado grupo basal; #p < 0,05
comparado ao grupo DDS sem tratamento com antioxidante. ALA: acido a-lipdico, DDS: dapsona.

Para avaliar a resposta inflamatéria no hipocampo induzidos pelos tratamentos
com DDS ou DDS+ALA, citocinas proé-inflamatérias (IL-1B e IL-17) e anti-inflamatoria
(IL-4) e a producéo de BDNF foram dosadas neste tecido. A Figura 20 mostra que o
tratamento com DDS 40mg/kg, em 4h, aumentou a expressao de IL-183, IL-17 e IL-4
no hipocampo em relacdo ao grupo basal (p<0,05), no entanto, reduziu a producao de
BDNF, mostrando que o DDS induz um processo inflamatorio e confirmando o seu
efeito oxidativo neste tecido, jA mostrado pelos niveis elevados de MDA (Figura 20).

No entanto, o pés-tratamento com ALA 25 mg/kg foi capaz de reduzir a producgéo de
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IL-1B e aumentar os niveis de BDNF, mas nédo alterou os niveis de IL-17 e IL-4 no
hipocampo apds o tratamento com DDS (p<0,05), mostrando ag¢des anti-inflamatoria

e antioxidante neste tecido.
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Figura 20: Efeitos da Dapsona 40 mg/kg (ip) sobre os niveis de citocinas IL-1B, IL-17 e IL-4 e BDNF no
hipocampo de camundongos e do pés-tratamento com ALA 25mg/kg, durante 5 dias consecutivos. *p

< 0,05 comparado grupo sham; #p < 0,05 comparado ao grupo DDS sem tratamento com antioxidante.

ALA: acido a-lipéico, DDS: dapsona.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que o regime de tratamento em multiplas
doses com DDS diminuiu a capacidade antioxidante total e os niveis de GSH no
hipocampo dos animais tratados com este farmaco. No presente estudo, o grupo
tratado com DDS, apresentou reducado de niveis de GSH, bem como a diminuicdo da
capacidade antioxidante total, aumento de peroxidacéao lipidica e elevacao de niveis
de ferro. Além disto, este grupo apresentou menores niveis de enzima catalase, assim
como uma reducdo de niveis de enzima superoxido dismutase. Neste caso, a
metabolizacdo hepética de DDS nos animais tratados levou a formacdo de seus
metabodlitos e consequentemente as alteracdes dos parametros avaliados.
Adicionalmente, a avaliagdo de marcadores de inflamacéo em tecido nervoso mostrou
perfil inflamatério evidente no grupo tratado com dapsona na dose de 40 mg/kg, com
populacdes distintas de microglia e aumento de citocinas pro inflamatorias. Este perfil

foi reduzido com o tratamento com ALA, principalmente na dose de 25 mg/kg.

Os achados decorrentes da toxicidade provocada por DDS em um modelo
animal de avaliacdo tecidual em SNC permitem reforcar evidéncias do potencial
oxidativo da DDS, destacando o potencial neurotoxico deste farmaco. Seu perfil
farmacocinético e farmacodinamico, principalmente como farmaco causador de
efeitos adversos relacionados ao estresse oxidativo ja é conhecido. DDS, cuja
metabolizacdo ocorre no figado pelo complexo enzimatico citocromo P450, gera
metabdlitos que séo responsaveis por danos oxidativos. Tais metabdlitos, dapsona
hidroxilamina (DDS-NOH) e monoacetildapsona-hidroxilamina (MADDS-NOH) sao
considerados agentes pro-oxidantes e responsaveis por reacdes adversas
relacionadas a terapia com esta droga (ELLARD et al. 1972; VAGE et al. 1994;
SCHIFF et al. 2006). Estudos realizados in vitro demonstraram o efeito hematotoxico
destes metabdlitos, contudo a forma hidroxilamina é a mais relacionada a formacéo
de MetHb e diminuicdo da concentracdo de GSH (CICCOLI et al. 1999; REILLY et al.

2000).

No sistema nervoso, DDS farmaco € capaz de provocar danos oxidativos em

células e tecido nervosos, visto que sua caracteristica quimica confere a molécula alta

by

lipossolubilidade. O baixo peso molecular também confere a estrutura quimica a
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capacidade de se difundir facilmente pelo SNC (GATTI et al. 1997). Ainda assim,
guanto aos danos provocados por estresse oxidativo induzido por DDS no SNC,
existem poucos dados na literatura que possam ser comparados aos resultados
obtidos neste estudo. Contudo, um estudo realizado por Sadeghi e colaboradores
(2016) mostrou associacdes entre o estresse oxidativo e depoésito de ferro no
hipocampo, nos quais os niveis elevados de ferro estavam associados a um aumento
na peroxidacao lipidica e ativacao de vias apoptoticas. Nesse sentido, nossos dados
também mostraram que tanto os niveis de ferro quanto a peroxidacéo lipidica estéao
aumentados no grupo tratado com multiplas doses de DDS. Estes mecanismos de
danos provocados por ferro refletem seu potencial catalitico em vias de estresse
oxidativo, sendo capaz de provocar a formacdo de espécies reativas de oxigénio e
consequente estresse oxidativo em diversas macromoléculas em células e tecidos
(CICCOLI et al. 1999).

Em um estudo in vivo, o tratamento com 5 mg/kg de sulfato ferroso durante 50
dias resultou em uma sobrecarga de ferro no plasma e aumento nos niveis de MDA
em ratos. No entanto, o pos-tratamento com ALA nesses animais, levou a reducéo de
47% nos niveis de ferro sérico, assim como diminuiu o nivel de MDA no cérebro e
plasma em 42% e 74%, respectivamente. O ALA também diminuiu o efeito das ERO
induzidos pelo ferro, aumentando a integridade da membrana dos eritrocitos por
diminuicdo da fragilidade osmoética, levando a diminuicdo de hemdlise. Esses dados
sugerem que ALA pode ser um antioxidante benéfico, diminuindo os danos causados
pelo estresse oxidativo e da sobrecarga de ferro (ALI et al. 2015).

A capacidade antioxidante total reflete de forma inespecifica uma série de
mecanismos relacionados a vias antioxidantes, sejam enddgenas ou exdgenas. No
caso dos grupos tratados com o acido a-lipéico neste estudo, observa-se uma
recuperacdo do sistema antioxidante que havia sido inibido pelo uso da dapsona in
vivo. O desequilibrio entre os fatores oxidativos e antioxidantes pode ser explicado
por aumentos das vias oxidativas e maior consumo das defesas antioxidantes levando
ao seu esgotamento nos animais tratados com dapsona. Nesse sentido, varios
estudos mostram que metabdlitos de dapsona, principalmente DDS-NOH, sé&o
responsaveis por provocar diminuicao de glutationa (BORDIN et al. 2014). Com isso,
0S animais que receberam pos-tratamento com ALA apresentaram reestabelecimento

do equilibrio oxidativo, mediado pelo uso do agente antioxidante. Um dos mecanismos
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antioxidantes do ALA deve estar baseado nas caracteristicas moleculares do ALA,
cujo isbmero R, reconhecidamente de melhor perfil farmacocinético de absorgéo
(GLEITER et al. 1996; HERMANN et al. 1996; BREITHAUPT- GROGLER et al. 1999),
€ metabolizado em &cido dihidrolipoico, um potente redutor tiol com atividade
antioxidante, capaz de aumentar esta atividade mitocondrial e celular e dessa forma
induzir a sintese de glutationa (PACKER et al. 2001; SUH et al. 2001). No nosso
estudo, o tratamento com DDS diminuiu as concentracdes de GSH no hipocampo dos
camundongos, 0 que sugere que esta regido encefalica sofre uma queda no status
antioxidante, via consumo de GSH, dependente do tempo e da acdo de DDS e seus
metabolitos, resultando em estresse oxidativo. Nossos dados corroboram com Al
Shahrani et al., (2017), que verificaram que ERO pode causar disfungdo mitocondrial

e reduzir os niveis de GSH no tecido cerebral, resultando em estresse oxidativo.

O aumento da capacidade antioxidante total, j& descrito em estudos anteriores
com antioxidantes, pode resultar de uma acéo direta ou indireta sobre o sistema
antioxidante (HAGER et al. 2001). Diretamente, o ALA tem a capacidade de capturar
espécies reativas de oxigénio. Neste caso, a acdo direta do ALA pode refletir a
capacidade de neutralizacdo das espécies reativas, considerando ainda a
caracteristica hidro/lipossolivel da molécula (PACKER et al., 1999; BILSKA e
WLODEK, 2005), que pode favorecer sua ampla distribui¢cdo. Indiretamente, ALA pode
atuar como cofator enzimatico em pontos-chave da defesa antioxidante enddgena.
Por exemplo, o ALA pode estimular a sintese de moléculas de GSH, fato que pode ter
ocorrido nos animais poés-tratados com 25 mg/Kg de ALA. Nesta faixa de dose, é
sugerido que o ALA tenha atuado na reversao do estresse oxidativo, possivelmente
por mecanismos dependentes do aumento da atividade mitocondrial, através reducao
da cistina a cisteina que eleva a biossintese da GSH (PACKER et al. 2001; SUH et al.
2001).

Xenobidticos que geram metabdlitos reativos, como € o caso da dapsona,
apresentam conjugacéo de GSH com oxidantes e a inibicdo da sintese desta enzima
como principais mecanismos de diminui¢cdo dos niveis de GSH (JADHAV et al. 2007).
Desta forma, estes compostos podem induzir a oxidagdo da Hb gerando ERO
(MURAKAMI e MAWATARI, 2003) que iniciam a peroxidagdo de lipidios de
membrana. Além disso, varios estudos relatam a importancia da GSH na inducéo da

atividade da GPx e na reciclagem de acido ascoérbico e a-tocoferol no organismo
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(NUTTALL et al. 1999). Com isso, a diminui¢éo da concentracdo de GSH pode reduzir
fatores antioxidantes ndo-enzimaticos e a capacidade de remover o O2* e o H202do
interior das células. Além disto, em modelo animal, ALA mostrou seu potencial
neuroprotetor contra danos isquémicos em camundongos, através da expressao de
PGC-1a dependente de SIRT1, uma importante proteina indutora de capacidade

antioxidante e redutora da producdo EROs (FU et al. 2014).

Outro resultado de estresse gerado por desequilibrio redox é a disfuncéo
mitocondrial células neuronais e astrociticas parece exibir uma resposta direta sobre
a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e sua capacidade de gerar ATP. Além
disso, o estado antioxidante, particularmente no metabolismo da GSH, parece ser
diferente em astrdcitos e células neuronais (POPE, 2008). Neurdnios aparentam ter
uma protecao conferida pela disponibilidade de GSH dos astrocitos contra ERO e
ERN. Este aumento no contetdo de GSH ocorre como consequéncia da transferéncia
de precursores de GSH de astrdcitos para neurdnios. Uma interferéncia nesse
processo resulta na falha das células neuronais em aumentar seu o status de GSH e
torna a cadeia de transporte de elétrons suscetivel a danos oxidativo (GEGG, 2005).
De fato, muitos estudos relatam que o estresse promove mudancas nos niveis ERO e
GSH, bem como na atividade de enzimas antioxidantes em regiées cerebrais como o
hipocampo (KUMAR et al. 2011; FREITAS et al. 2014).

No presente estudo, o aumento sintese de GSH com ALA na dose de 25mg/kg
levou a suposicdo de que esta dose apresenta melhor acdo antioxidante.
Adicionalmente, as doses de 12,5 e 50 mg/Kg ndo mostraram atividade sobre esta
via, sugerindo que exista uma faixa ideal na concentracido deste antioxidante para
maior aproveitamento de sua agéo. Por outro lado, estudos que avaliaram um perfil
voltado para a neuroinflamacéo, sugerem doses de 100 a 200 mg/Kg para inibicdo de
vias inflamatérias no sistema nervoso central, como via de sinalizacdo MAPK (mitogen
activated proteinkinase), relacionada a vias ERK e JNK e Nf-kB. Sob condi¢cbes de
distarbios metabdlicos, o microabiente celular pode acumular ERO e assim modifica-
lo, e consequentemente ativar vias de sinalizacdo de processos inflamatérios (LIU et
al. 2017). Neste contexto, ALA pode atuar na reducédo de espécies reativas de oxigénio

por captura direta destas moléculas.
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Através do aumento da concentragdo de antioxidantes endégenos, como GSH
e acido ascorbico, ALA pode proteger as células contra citotoxicidade promovida por
agentes oxidantes (PACKER et al. 2001). Este mecanismo, dependente da propria
defesa antioxidante, é sugerido para justificar a protecéo conferida pelo ALA contra a
peroxidacao lipidica. Esta acdo pode estar relacionada aos isbmeros de ALA cuja
atividade é atribuida aos grupos tiol que reagem com radicais oxidantes. Com isto, 0
equilibrio redox intracelular é reestabelecido diretamente pela retirada destes radicais
através da acao do ALA (WOLLIN e JONES, 2003) ou pelo aumento dos niveis de
GSH. Adicionalmente, glutationa também pode apresentar a capacidade de acéo
sinérgica com GPX, relacionada a reducdo de peréxidos organicos. Desta forma,
niveis equilibrados de defesa antioxidante enddgena, induzidas por moléculas como
isdbmeros de ALA podem conferir a capacidade de protecdo contra a peroxidagao
lipidica. Neste ponto, as doses de ALA testadas mostraram perfil protetor frente ao
dano provocado pelo estresse oxidativo resultante do uso de DDS, possivelmente
devido a acdo direta de reducdo de espécies reativas, pois niveis de GSH
apresentaram aumento somente na concentracdo de 25 mg/Kg.

Os mecanismos subjacentes de ALA sobre vias celulares sédo ainda
incompletamente elucidados quando se trata de vias celulares especificas. Ainda que
seu potencial antioxidante, quelante e na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
ja tenha sido amplamente descrito, mais estudos sdo necessarios para esclarecer de
fato todas as possibilidades de interacdo com moléculas intra e extraceluares,
enddgena, exdgenas e sobre como estas interacdes se refletem em efeitos. Nosso
estudo mostrou que o ALA nas doses utilizadas (12,5 e 25mg/kg) foi capaz de
aumentar ou reestabelecer os niveis de GSH apds tratamento com DDS. Desta forma,
€ provavel que ALA possa agir diretamente como indutor da sintese de GSH no
hipocampo, mas também de forma indireta pela via da SIRT-1, para aumentar a
capacidade antioxidante e reduzir os efeitos toxicos da DDS.

Dinicola et al (2017) realizaram estudo em human neuroblastoma SK-N-BE
cells tratadas com ALA em concentragédo de 0,5 mM durante 24 horas. Este trabalho
demonstrou atividade reguladora epigenética de ALA sobre a expressédo dos genes
IL-1B e IL-6, responsaveis pela codificacdo das interleucinas IL-18 e IL-6,
respectivamente. Os autores investigaram a metilacdo de DNA como possivel

mecanismo para a regulacdo que ALA exerce sobre as regides génicas. Nesse
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sentido, verificaram menores niveis de mMRNA de ambos os genes no grupo tratado
com ALA em comparagao com grupo nao tratado. A deteccao e quantificacdo de IL-
18 e IL-6, realizada por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), também
revelou niveis mais baixos no sobrenadante da cultura de células tratadas com ALA,
em comparacdo com sobrenadante de células ndo tratadas. Adicionalmente, os niveis
de metilacdo do DNA foram inversamente correlacionados aos niveis de mRNAs
codificados para as referidas interleucinas em células tratadas. Este mesmo grupo de
pesquisa, em outro estudo com tratamento de ALA sobre células de ovario, obteve
resultados similares sobre interleucinas IL-13 e IL-6 (DINICOLA et al. 2017a). Os
dados obtidos neste estudo possibilitam sugerir que estas citocinas pré-inflamatorias
relacionadas a diversos processos patoldgicos, incluindo neurodegeneracdo, sao
moduladas por ALA, direta ou indiretamente (DINICOLA et al. 2017Db).

Em um estudo para avaliar o potencial neuroprotetor e ALA e contribuir para a
elucidagéo de possiveis vias associadas ao efeito, ratos machos Wistar foram tratados
com uma dose de 30 mg/kg/dia de ALA via intraperitoneal durante 11 dias. Apés o
final do tratamento, os autores avaliaram o comportamento sobre memoria e
aprendizado dos animais, assim como parametros de estresse oxidativo no tecido
cerebral coletado. Assim, foi observado aumento de estresse oxidativo em todo o
tecido cerebral, incluindo as areas responsaveis por memoria e aprendizado, como
cortex, hipocampo e striatum. Nestes tecidos, os niveis de peroxidacao lipidica
aumentaram, assim como os hiveis de GSH, CAT e SOD reduziram. Por outro lado, a
suplementacdo com ALA reverteu este perfil oxidativo, com valores GSH no cortex
proximos aos valores de grupo controle e GPx reduzida em todos os tecidos
analisados. No grupo ALA, os niveis de catalase foram mantidos proximos aos valores
do grupo controle, diferente do grupo escopolamina. Além disso, o0s autores
observaram discreta reducéo de valores de SOD nos animais tratados com ALA. Estes
achados reafirmam o perfil de ALA sobre o estresse oxidativo em um modelo animal,
sugerindo beneficios sobre este aspecto em outras doencas associadas a danos
neuronais (TZVETANOVA et al. 2018).

A mensuracao dos niveis de ferro no tecido nervoso é um dos parametros que
pode contribuir para a compreensao de alguns dos efeitos adversos de dapsona no
SNC. Neste sentido, a correlacdo de quantidade de ferro e dano oxidativo provocado

por DDS hipocampo pode ser indicativo de maior leséo tecidual associado ao farmaco.
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Estudos relacionam o estresse oxidativo a diminuicdo dos niveis de GSH e ao
consequente acumulo de ferro atravées do aumento dos niveis de receptor de
transferrina (YARJANLI et al. 2017). Assim, nossos dados mostraram que 0
tratamento com dapsona ocasionaram maior acamulo de ferro e aumento de MDA no
hipocampo dos animais tratados. Além disso, o dano causado por agentes pro-
oxidantes como os metabdlitos de dapsona induzem a formacgédo de MetHb, um dos
principais fatores relacionados ao acumulo do ferro (MELLS et al. 2010). Hemoglobina
oxidada se torna transportador de Fe®*, ion relacionado a diversos mecanismos de
danos a tecidos irrigados pela circulagéo sanguinea (MOHOROVIC et al. 2014). Esse
mecanismo permite a passagem de MetHb e de Ferro no tecido, possibilitando assim
0 acumulo desses componentes no parénquima cerebral com posterior redistribuicdo

para os astrécitos, neurénios e outras células neurais.

Com o acumulo de ferro no sistema nervoso central, 0s mecanismos oxidativos
sao resultado da acdo catalitica do deste metal, gerando espécies reativas de oxigénio
através da reacdo de Fenton (MATSUBARA, 1997; PROUSEK, 2007). O uso de
dapsona por periodos prolongados leva ao constante dano oxidativo, levando
principalmente a formacgéo de MetHb e, consequentemente o carreamento de ferro na
forma Fe3" aos tecidos. Concentracdes elevadas de ferro podem exceder a
capacidade de sequestro de ferro celular por proteinas de armazenamento ou outras
moléculas e assim, a concentragdo de ferro intracelular livre pode aumentar, podendo
ser prejudicial e causar danos oxidativos e morte celular. No entanto, o acimulo de
ferro em regibes especificas do cérebro ocorre em muitas doencas
neurodegenerativas e, muitas vezes, esta associada ao estresse oxidativo e ao dano
celular (KRUSZEWSKI, 2003). Desta forma, a eleva¢do do acumulo nos niveis de
ferro encontrados na regido do hipocampo dos animais tratados com dapsona,
observados no presente estudo, apontam para que o uso de dapsona pode alterar
mecanismos reguladores do transporte de ferro no sistema nervoso e com isto
desencadear processos gque levem ao dano celular e tecidual, culminando em efeitos
fisiopatoldgicos no SNC. Por outro lado, o pos-tratamento com ALA, mostram niveis
de ferro menores comparados ao grupo DDS (ALA 0), sugerindo um mecanismo de

controle destes niveis de ferro promovido pelo ALA.

A neuroinflamacédo no hipocampo causada por DDS e seus metabdlitos (DDS-

NOH), estd provavelmente associada ao esgotamento de GSH e aumento na
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produgcdo de ERO, levando ao estresse oxidativo e consequente modificagdo do
ambiente neuronal, propiciando a instalagéo e cronificacdo do processo inflamatério.
Além disso, DDS e DDS-NOH podem provocar oxidacdo da Hb e hemdlise, com
liberacdo de ferro na circulacéo sistémica, ocasionando efeitos oxidativos em varios
orgéos, incluindo o cérebro e areas especificas como o hipocampo. Essa sobrecarga
de ferro pode levar a producao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-18 e
INF-y, que induzem a producéo adicional de ERO e NO. Tais mediadores e o0s ERONS
podem levar a neurotoxicidade e morte neuronal, conforme relatado em casos de
doencas neurodegenerativas e alteracbes neuroldgicas relevantes provocadas por
farmacos como a DDS.

Para a avaliacdo do efeito neuroinflamatério de DDS, bem como o papel de
ALA nesse processo, marcadores neurogliais foram quantificados no tecido cerebral,
especificamente na regido do hipocampo. Assim, marcadores como F4/80+,
relacionado a atividade macrofagica e microglial, GFAP, marcador relacionado a
atividade astrocitaria puderam fornecer um panorama deste cenario celular em
animais submetidos ao tratamento com DDS. Nesse sentido, nossos dados
mostraram que o tratamento com DDS 40mg/kg n&o levou a ativagcdo de
macrofagos/micréglia e nem estimulou a reatividade de astrécitos no hipocampo dos
camundongos, mas induziu um influxo recente de macréfagos/micréglia e astrécitos
neste tecido. Por outro lado, o pos-tratamento com ALA (25 mg/kg) estimulou a
ativacdo de um perfil de macrofagos/microglia, mas reduziu a reatividade de
astrocitos. Esses resultados mostraram que a DDS, a principio, induziu influxo
macrofagos/micréglia e astrécitos no hipocampo, mas nao levou a ativacdo destas
células. No entanto, ALA levou a ativacdo de macrofagos/micréglia e reduziu a
reatividade de astrécitos, mostrando uma acdo imunoestimuladora sobre células
macrofagicas no hipocampo, que € fundamental para a regulacdo na producdo de

ROS, estresse oxidativo e neurotoxicidade.

O tratamento com ALA interfere na ativacdo microglial, reduzindo este efeito,
assim como apresenta capacidade moduladora sobre o perfil macrofagico, inibindo o
fenétipo de macréfagos M1 (inflamatério) e estimulando o perfil M2 (anti-inflamatorio),
gue possivelmente reduz o dano neuronal (WARD et al. 2014). Em um modelo de
oclusdo da artéria cerebral média em ratos e um modelo de inflamagdo microglial

induzida por LPS in vitro forneceu dados para inferir sobre o potencial efeito de ALA
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sobre a ativagdo de micréglia. Os resultados mostraram que ALA 20 mg/kg e 40 mg/kg
diminuiu o tamanho do infarto, o edema cerebral e os déficits neuroldgicos. Além
disso, ALA induziu a polarizacdo da microglia ao fen6tipo M2, modulou a expresséo
de IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 e atenuou a ativacdo de NF-Kb, sugerindo que ALA tem
efeito benéfico no AVC experimental via modulagdo da polarizacdo da micréglia
M1/M2, sendo o potencial mecanismo de ALA a inibig&do da ativagcao do NF-kB (WANG
et al. 2018).

A populacgéo celular composta por astrécitos exibe perfil de ativacao diferente
e resulta em fungdes distintas. Assim, dependendo do contexto de sua ativacéo, estas
células podem atuar na sobrevivéncia e regeneracdo neuronal de um modo protetor
ou impeditivo. As principais alteracdes reativas dos astrocitos in vivo sdo a regulacao
positiva de GFAP. Paralelamente, o papel da micréglia ativada em processos
astrogliais apds leséo cerebral deve ser considerado, ja que a micrdglia em seu estado
ativado pode suportar o inicio da astrogliose, mas pode retardar ou reduzir a formacao
de cicatriz glial subsequente (ROHL et al. 2007). Pekny et al. (2007) demonstraram
um efeito neuroprotetor de astrdcitos reativos no neurotrauma em um estagio inicial;
em um estagio posterior, visto que estas células facilitam a formacdo de cicatrizes
gliais pés-traumaticas e inibem a regeneracédo do SNC. Eskes et al (2003) relatam que
a microglia reage precocemente a uma agressao neurotoxica. No entanto, os fatores
extrinsecos e as interagcdes célula-célula que levam a ativagdo microglial e,
consequentemente a um resultado neuroprotetor ou neurodegenerativo, ainda
precisam ser elucidados. Nossos resultados com o perfil distinto de ALA sobre estas
populacdes celulares evidenciam a existéncia de fatores relacionados a interacéo de
ALA como modulador ou ativador direto em vias de sinalizacdo que culminam na
ativacdo de microglia e reducéo de atividade astrocitaria. Todavia, estes mecanismos
carecem de investigacdes aprofundadas para melhor compreensdo dos efeitos de

ALA sobre o controle da neuroinflamacéo.

Além da ativacdo microgial e astrocitaria, no contexto da neuroinflamacéo e
atividade anti-inflamatéria, foram quantificadas as citocinas de IL-13, IL-17 e IL-4, bem
como niveis de BDNF no hipocampo. Nossos resultados mostraram que o tratamento
com DDS 40mg/kg aumentou a producdo de IL-1B, IL-17 e IL-4 no hipocampo, e
reduziu a expressado de BDNF em relagdo aos animais sem tratamento. Por outro lado,

o tratamento com ALA (25 mg/kg) reduziu a expressao da citocina inflamatéria IL-13
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e aumentou os niveis de BDNF no hipocampo, mas néo alterou a produg¢é&o da citocina
anti-inflamatoria IL-4 e nem da citocina inflamatéria IL-17. Esses dados mostram
claramente que a DDS induziu neuroinflamacéo no hipocampo, e levou ao estresse
oxidativo nesse tecido, que pode ocasionar ansiedade e depressao por interferir
negativamente nas vias de sinalizagcdo de BDNF. Niveis reduzidos deste fator no
grupo DDS indicam que vias de expressao ou mesmo sobre a transcricdo podem estar
comprometidas por efeito de DDS. Por outro lado, o pos-tratamento com ALA na dose
25 mg/kg mostrou relativo aumento da expressao de BDNF, possibilitando inferir que

ALA atua na indugao da expresséo, direta ou indiretamente.

Li et al (2014) relataram o perfil inflamatdrio da microglia em camundongos com
diferentes caracteristicas de ansiedade e encontraram alto perfil de ansiedade em
camundongos DBA/2J naive e significante polarizacdo M1 microglial. Além disso, 0os
camundongos expressaram niveis mais elevados de mRNA de IL-183, IL-6 e TNF-a no
hipotalamo antes e depois da estimulagdo com LPS. Em modelos de toxicidade
induzida por DDS in vitro, a presenca de citocinas proé-inflamatérias aumentou a
toxicidade de DDS e DDS-NOH, através da reducdo no conteido de GSH. De fato,
foram avaliados os efeitos do pre-tratamento com TNF-a nos niveis de GSH e ERO e
se observou uma diminuicéo significativa na GSH apds 24h, enquanto que a formacao
de ERO foi aumentada na presenca de DDS-NOH. Khan et al (2006). Portanto, &
provavel, que a DDS e seus metabdlitos possam causar neuroinflamacdo e
neurotoxicidade, assim como estresse oxidativo no SNC, atuando por formas
sinérgicas ou antagbnicas em resposta ou estimulos a producao e efeito de citocinas.
Além disso, estudos adicionais devem ser aplicados neste modelo de neurotoxicidade
induzida por DDS na presenca de ALA para melhor compreensao das interacdes
presentes nesta associacdo e quais possiveis mecanismos estao envolvidos nas

respostas inflamatéria e anti-inflamatoria.

ALA usando neste modelo de tratamento com esquema pés-inducdo de
toxicidade mostrou acao anti-inflamatoria e antioxidante, através da reducao de IL-183,
mas de IL-4, assim como aumentou os niveis de BDNF, levando a diminuicdo da
neurotoxicidade induzida por DDS. De acordo com Dinicolas et al (2017b), as
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias do ALA s&do exercidas através da
modulagdo do NF-kB, que reflete sobre a expressdo de diferentes citocinas

inflamatorias, incluindo IL-1B e IL-6; e mostraram que a hipermetilacdo do DNA de IL-
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18 e IL-6 com ALA 0,5 mM levou a diminui¢cdo da expressao dessas citocinas. Estes
resultados reforcam achados prévios que indicam que a IL-1 e a IL-6 sofrem
modulacao dependente da metilacdo do DNA em modelos neurais e abrem o caminho

para o estudo dos mecanismos epigenéticos desencadeados pelo ALA.

Outro possivel mecanismo associado ao efeito de ALA reside na reducdo da
permeabilidade da BHE e dos niveis de TNF-a, assim como os niveis de IL-1p no
hipocampo e no cértex pré-frontal. Assim, ALA diminui a neuroinflamacao pela
reducdo dos niveis de TNF-a e IL-1B, bem como aumenta a atividade antioxidante nas
estruturas cerebrais agudamente apds a inducéo da sepse. (GIUSTINA et al. 2017).
Em modelos animais de encefalomielite autoimune experimental (EAE) para avaliacao
da atividade anti-inflamatéria de ALA, Li et al (2018), demonstraram que ALA reduz os
niveis de MDA, TNF-a e TGF-B, e aumenta SOD e células Treg (Células T
regulatérias), o que mostra que, além da reducdo do estresse oxidativo, o ALA
apresenta propriedades antiinflamatorias e imunomoduladoras na EAE. Assim, as
possibilidades de aplicacdo de ALA sdo vastas, ndo somente em hanseniase ou
outras doencas cujo tratamento é baseado em farmacos oxidantes, mas também em
condi¢des de processos inflamatérios crénicos e agravos de saude associados ao

estresse oxidativo e inflamacao, como é o caso de doencas neurodegenerativas.

Desse modo, o possivel uso terapéutico de ALA depende basicamente das
suas propriedades antioxidantes para remover ou prevenir a formacao de ERO, e de
suas propriedades quelantes, para remover as quantidades excessivas de ferro de
regides cerebrais especificas mais vulneraveis, como o0 hipocampo. Assim, o ALA
deve essencialmente ser capaz de penetrar as membranas celulares, bem como na
BHE, para combater as ERO geradas durante o estresse oxidativo, atingindo regides
com acumulo de ferro, sem reduzir o ferro ligado a transferrina plasmatica, e ser capaz
de remover o ferro quelavel do local de acumulo ou transferi-lo para outras proteinas
bioldgicas, tais como transferrina circulante. Por tudo isso, acreditamos que o ALA é
uma alternativa terapéutica Util e promissora para o tratamento de doencas e agravos
relacionados ao aumento do estresse oxidativo, assim como da inflamacéao,
especialmente em regibées do SNC como o hipocampo, em individuos em uso crénico

de DDS, diminuindo as rea¢des adversas e aumentando a adesédo ao tratamento.
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7. CONCLUSOES

A partir deste modelo experimental, podemos concluir que:

o O tratamento com DDS reduziu a capacidade antioxidante (TEAC), SOD e CAT
no hipocampo, assim como também diminuiu as concentracdes de GSH neste tecido.
O tratamento com ALA em todas as concentracfes aumentou ou reestabeleceu os
niveis de TEAC, GSH, SOD e CAT apds o tratamento com DDS;

o DDS aumentou as concentraces de TBARS e de ferro no hipocampo dos
camundongos. O tratamento com o ALA reduziu os niveis de TBARS e ferro induzidos
pelo DDS no hipocampo;

o DDS também promoveu o influxo microglial e astrocitario no hipocampo, e
induziu a producéo de IL-18, IL-17 e IL-4, e reduziu BDNF neste tecido. No entanto, o
pés-tratamento com ALA estimulou a ativagdo macrofagica e inibiu a reatividade de
astrocitos, assim como inibiu a producdo de IL-18 e aumentou BDNF no tecido

hipocampal.
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Wigdncia da Proposta: de 092016 8 13/2017 A Meum dén das

gy Biatério Ceartral IR UFPL

Espiche:  Camundongos Boghnicos sema: Machas idade: 5a 6semanas B 1S
Linhagem: 5wiss Pesc: 5 adlg

Local do exgeinn énta: LARCRATORI0 OE FARMACOLOG, IMALAMACED E COMPORTAMENTO (LAFICO] £ LaBORATORI0 DE ENSM0%
14 VTR, B DLOGLA E SICROBIOLOGLA (LA BER)

Habé, 28 de outubro de 2017
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Poia, Dra, Marka Vivina Barros Montelng Profa, Dra, Vanessa joka de Mello
ool enadora da Comigsla de Bica na Uso de fnimais ice-Coordenadora da Comissho de Bica no Usa de bnimais
Uriversiclade Federal do Pard Uriterrsic] acke Feceral do Pard
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