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RESUMO
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ASSOCJACAO ENTRE O CONSUMO DE ANTOCIANINAS E A
PREVENCAO DE ALTERACOES COGNITIVAS, NEUROQUIMICAS E
INFLAMATORIAS NOS MODELOS EXPERIMENTAIS DE

DESMIELINIZACAO E DE NEUROINFLAMACAO EM ROEDORES
AUTOR: FABIANO BARBOSA CARVALHO
ORIENTADORA: CINTHIA MELAZZ0O DE ANDRADE
CO-ORIENTADOR: JESSIE MARTINS GUTIERRES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 14 de agosto de 2015.

As antocianinas (ANT) sdo fitonutrientes com propriedades antioxidantes e neuroprotetoras.
Neste contexto, este estudo buscou evidéncias de um possivel efeito protetor das ANT em
modelos de neuroinflamacdo e desmielinizacdo em roedores. Ratos foram submetidos a
desmielinizacdo experimental pela administracdo de brometo de etidio (BE, 0,1% em salina, 10
pL) intra-pontine. Além disso um experimento in vitro foi conduzido para verificar se as ANT (1-
100 pg/mL) séo capazes de reduzir o estresse oxidativo e nitrosativo na ponte de ratos expostos a
peroxido de hidrogénio (H,O,, 4 mM) e nitroprussiato de sodio (NPS, 1 mM). Camundongos
C57BL6 foram submetidos a neuroinflamacdo pela administracdo aguda de lipopolissacarideo
(LPS 250 pg/kg, 5 mL/kg, em salina) intraperitonealmente. As doses de ANT para ambos 0s
protocolos foram de 30 e 100 mg/kg (via oral, gavagem, em salina). As ANT foram capazes de
neutralizar as espécies reativas induzidas pelo H,O, e pelo NPS reduzindo o contetdo de
malondialdeido, proteina carbonil e nitritos e nitratos (NOx). Em relacdo ao modelo de
desmielinizacdo tdxica, as ANT provenientes da casca da uva foram administradas durante 7 dias
a partir da injecdo de BE. No sétimo dia os animais foram submetidos a eutanasia. Pode-se
observar um efeito protetor das ANT sobre o aumento nos marcadores de estresse oxidativo:
malondialdeido, proteina carbonil e NOx. ANT protegeram também a reducdo na atividade da
enzima superoxido dismutase e no conteddo de tidis ndo proteicos e glutationa reduzida. Uma
correlacdo negativa mostrou um aumento nos marcadores de estresse oxidativo e uma reducdo na
atividade das enzimas Na*,K*-ATPase e Ca’*-ATPase. As ANT restabeleceram a atividade das
bombas idnicas. As ANT também reduziram o aumento de interleucinas (IL)-1pB, IL-6, fator de
necrose tumoral (TNF)-a e interferon (INF)-y induzidos pelo BE. As ANT suprimiram o infiltrado
inflamatario local, a presenca de neutrofilos e reduziram a area de desmielinizagdo. Em relacéo ao
modelo de neuroinflamacéo, o pré-tratamento durante dez dias com ANT provenientes do mirtilo
preveniram a piora na memoria induzido pelo LPS administrado pos-treino. ANT preveniram
também o aumento do contetdo de malondialdeido, proteina carbonil e NOx no cortex cerebral e
no hipocampo 4 e 24 horas p6s-administracdo de LPS. ANT ndo mostraram efeito protetor sobre a
reducdo na atividade da enzima Na',K'-ATPase, mas foram capazes de suprimir o processo
inflamatdrio e a presenca de neutréfilos, bem como a imunoreatividade microglial para CD11b no
hipocampo 24 horas p6s administracdo de LPS. A desmielinizacdo e a neuroinflamacgéo ndo foram
capazes de induzir morte significativa de neurdnios da ponte e do hipocampo, mas sim alterar a
morfologia destas células. ANT foram capazes de prevenir este efeito. Estes resultados sugerem
que as ANT podem atuar como coadjuvantes no tratamento de doencas caraterizadas por
episddios de neuroinflamacéo e desmielinizacdo, dentre estas se destaca a Esclerose Multipla.

Palavras-chave: Desmielinizagdo. Neuroinflamacdo. Antocianinas. Bombas ionicas. Estresse
oxidativo. Roedores.






ABSTRACT
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ASSOCIATION BETWEEN ANTHOCYANINS CONSUMPTION AND
PREVENTION OF COGNITIVE, NEUROCHEMICAL AND
INFLAMMATORY ALTERATIONS IN EXPERIMENTAL MODELS OF

DEMYELINATION AND NEUROINFLAMMATION IN RODENTS
AUTHOR: FABIANO BARBOSA CARVALHO
ADVISOR: CINTHIA MELAZZ0O DE ANDRADE
CO-ADVISOR: JESSIE MARTINS GUTIERRES
Place and Date: Santa Maria, august 14, 2015.

Anthocyanins (ANT) are phytonutrients with antioxidant and neuroprotective properties. In
this context, this study sought evidence of a possible protective effect of ANT on models of
demyelination and neuroinflammation in rodents. Rats were submitted to the experimental
demyelination by ethidium bromide injection (EB, 0.1% in saline, 10 pL) in the pons. In
addition, an in vitro experiment was conducted to check whether ANT (1-100 pg/mL) are
able to reduce the oxidative and nitrosative stress in pons of rats exposed to hydrogen
peroxide (H,O,, 4 mM) and sodium nitroprusside (NPS, 1 mM). C57BL6 mice were
subjected to neuroinflammation by acute administration lipopolysaccharide (LPS 250 pg/kg,
5 mL/Kkg, in saline) intraperitoneally. ANT doses in both protocols were 30 and 100 mg/kg
(via oral by gavage, vehicle saline). The ANT were able to neutralize the reactive species
induced by H,0, and by NPS reducing the malondialdehyde, protein carbonyl and nitrites and
nitrates (NOx) contents. In relation to the model of toxic demyelination, ANT obtained from
grape skins were administered during 7 days from the BE injection. On the seventh day the
animals were euthanized. It can be seen a protective effect of ANT on the increase in
oxidative stress markers: malondialdehyde, carbonyl protein and NOx levels. ANT also
protected the reduction in superoxide dismutase activity and the NPSH / GSH content. A
negative correlation showed an increase in markers of oxidative stress and the reduction in
activity of the enzymes Na*, K*-ATPase and Ca®*-ATPase. ANT restored the activity of ions
pumps. In parallel, ANT reduced the increase in interleukin (IL)-1B, IL-6, tumoral necrosis
factor (TNF)-a and interferon (INF)-y induced by the EB. ANT suppressed the local
inflammatory infiltrate, the presence of neutrophils and reduced demyelination area. In
relation to neuroinflammation model, the pretreatment ten days with ANT from blueberry
prevented the memory loss induced by LPS administered post-training. ANT also prevented
the increased in the malondialdehyde, carbonyl protein and NOXx levels 4 and 24 hours post-
LPS administration in the cerebral cortex and hippocampus. ANT not prevented the reduction
in the Na*, K'-ATPase activity but were able to suppress the neutrophil infiltration and
microglial immunoreactivity in the hippocampus 24 hours after LPS administration. The
neuroinflammation and demyelination were not able to induce significant neuronal death but
alter the morphology of these cells. ANT were able to prevent this effect. These results
suggest that ANT can act as adjuvants in the treatment of diseases characterized by
neuroinflammation and demyelination episodes, among them stands out Multiple Sclerosis.

Keywords: Demyelination. Neuroinflammation. Anthocyanins. lonic pumps. Oxidative
stress. Rodents.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de artigo | e
manuscrito |. As se¢des Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
encontram-se no proprio artigo e manuscrito e representam a integra de seu respectivo estudo.

Ap0s a secdo de Resultados, pode-se encontrar os itens Discussdo e Conclusdo. Estas
secOes apresentam interpretacGes e comentarios gerais sobre 0 manuscrito e o artigo contido
neste trabalho. As Referéncias Bibliograficas referem-se somente as citacdes que aparecem
nos itens Introducao, Discussdo e Conclusao desta tese.

Ao término da Tese encontra-se um apéndice que refere-se aos resultados preliminares
obtidos durante a execucdo do doutoramento sanduiche no Centro de Neurociéncias e
Biologia Celular da Universidade de Coimbra, em Portugal.
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1 INTRODUCAO

1.1 Polifendis e Flavonoides: uma breve revisédo

Os compostos fendlicos sdo substancias naturalmente encontradas em plantas e se
caracterizam por possuirem uma hidroxila ou mais ligadas a um anel aromatico. Estas
substancias sdo provenientes do metabolismo secundario de aminoacidos aromaticos, dentre
estes a tirosina e fenilalanina; e glicideos, pela formacdo de malonil-CoA que ocorre nos
vegetais. Devido a grande variedade de compostos fendlicos identificados, estes foram
divididos em diferentes classes e dentre elas se destaca a classe dos flavondides (YOSHIDA,
HATANO; ITO, 2000; YOSHIMURA, 2014).

Os flavonoides sdo, portanto, compostos fendlicos e apresentam em sua estrutura
qguimica 15 atomos de carbono (C) em seu nucleo basico arranjados na configuracdo Cg-Cs-
Cs, OU seja, dois anéis aromaticos sdo unidos por uma estrutura de 3 carbonos. Estes 3 atomos
de carbono podem formar um terceiro anel ou ainda ligarem-se a varios substituintes
(AHERNE; O'BRIEN, 2002; SPENCER, 2008). A figura 1 demonstra o 2-fenilcromano,
nucleo base dos flavonodides, e esta classe pode ser dividida em seis subgrupos com base na
extensdo da oxidagdo do anel C, no padrdo de hidroxilagdo da estrutura do anel e na
substituicdo da posigédo do grupo C-3- (figura 1).

Figura 1 — Ndcleo fundamental dos flavonoides e sua numeragéao
Fonte: Adaptado de (SPENCER, 2008).
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Os flavonoides foram descritos pela primeira vez no ano de 1664 pelo pesquisador
Robert Boyle. Em suma, verificou-se nesta experiéncia uma mudanga na coloracdo do licor de
violeta apos a adicdo de algumas gotas de vinagre. Boyle percebeu que o licor apresentava
tonalidade vermelha em meio acido; e tonalidade verde em meio basico. Desta forma foi
descoberto o efeito de compostos &cidos e basicos sobre a pigmentacdo de extratos
provenientes de flores. Tal evento proporcionou a criagdo dos primeiros indicadores de pH em
papel e solucdo (TERCI; ROSSI, 2002). Desde a sua descoberta, mais de 4.000 flavonoides ja
foram isolados e identificados em alimentos de origem vegetal; e estes compostos,
comumente desconhecidos para a populacdo em geral, sempre estiveram presentes na vida e
na histéria da humaninade. Estima-se que populacGes de paises europeus, por exemplo,
consumam em média 1g diaria de flavondides (RUSAK; GUTZEIL; MULLER, 2005).

Representando um dos fatores de estilo de vida mais importantes, a dieta pode
influenciar consideravelmente a qualidade de vida bem como a incidéncia e o aparecimento
de doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (SPENCER et al., 2012; WILLIAMS;
SPENCER, 2012; RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2013; MACREADY et al.,, 2014).
Curiosamente, esta associacdo ja havia sido feita a muitos anos atras, mais precisamente nos
anos entre 460-370 A.C. Hipdcrates, considerado o pai da medicina, em um de seus relatos
deixa para historia uma de suas célebres frases “...deixe o alimento ser o seu remédio e o
remédio seu alimento”.

De fato, uma combinacdo de estudos pré-clinicos e dados epidemioldgicos sugerem
que uma dieta equilibrada associada a um consumo frequente de flavonodides podem ser
eficazes na prevencdo de indmeras condi¢Bes patoldgicas, incluindo doencas
neurodegenerativas e na piora do desempenho cognitivo associado a idade (SPENCER,;
VAUZOUR; RENDEIRO, 2009; MACREADY et al., 2010; RENDEIRO et al., 2012;
WILLIAMS; SPENCER, 2012; VAUZOUR, 2014). Em virtude destes achados, uma
associacdo direta entre consumo de flavondides e a melhora na saide neurolégica tornou-se
um importante assunto a ser investigado. Além disso, uma possivel prevencdo de doencas
através de uma alimentacdo saudéavel pode ser uma importante ferramenta contribuindo na
melhora da salde e qualidade de vida da humanidade.

O potencial de flavonoides para melhorar as fungdes neuroldgicas parece estar
relacionado com a sua capacidade de interagir com vias de sinalizacdo de sobrevivéncia
neuronal e glial, de melhorar o aporte de oxigénio e nutrientes através da regulacédo do sistema

vascular cerebral e periférico, e de reduzir os danos e perdas neuronais induzidas por varias
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espécies neurotoxicas e inflamatérias (SPENCER; VAUZOUR; RENDEIRO, 2009;
SPENCER et al., 2012; WILLIAMS; SPENCER, 2012).

Willians e Spencer (2012) fizeram um levantamento sobre a atividade dos flavonoides
e/ou seus metabolitos sobre processos bioldgicos envolvendo a neuroprotecdo e a
sobrevivéncia celular. Nesta revisdo foi demonstrado que os flavonodides podem regular
indmeros processos fisiologicos distintos, nos quais se incluem: interacdes em vias de
sinalizacdo entre neurdnio-glia, aumento na atividade e na sobrevivéncia neuronal, aumento
na atividade de enzimas antioxidantes, aumento na expressdo de proteinas neuronais
envolvidas na plasticidade sindptica e no reparo neuronal, aumento do fluxo sanguineo
cerebral, dentre outros (WILLIAMS; SPENCER, 2012). As possiveis interacdes nas vias de
sinalizacdo intracelular e sua influéncia sobre a prevencdo da neurodegeneracdo e do
envelhecimento bem como na melhora da memdria e cognicdo podem ser vistas mais
detalhadamente na figura 2. Primeiramente, a inibicdo das vias ativadas pelas proteinas
MAPKSs (proteinas cinases ativadas por mitdgenos), especialmente a cinase reguladora de
sinal apoptotico (ASK-1), cinase c-Jun N-terminal (JNK 1/2/3), cinase ativada por mitdgeno-
p38 (p38) promovem uma reducdo na atividade e expressdo da oxido nitrico sintase induzivel
(iNOS) e nos niveis de 6xido nitrico (NO) (WILLIAMS; SPENCER, 2012). Em paralelo, uma
supressao destas mesmas vias contribui para uma reducdo na relacdo Bad/Bcl (familia de
proteinas associadas com a morte celular) e na reducdo da ativacdo de caspases (um grupo de
proteases indutoras da apoptose celular). Por estes mecanismos os flavonoides podem reduzir
a neuroinflamacéo e contribuir para protecdo da vialibidade neuronal. Como produto final
destas vias ha uma prevencdo contra os efeitos deletérios da neurodegeneracdo e do
envelhecimento cerebral (figura 2).

Dentre os demais alvos moleculares ativados pelos flavonodides também se encontram
a proteina cinase regulada por sinais extracelulares (ERK1/2) e a Akt (também conhecida
como proteina cinase B, PKB). Estas cinases promovem um aumento na fosforilacdo da
proteina ligante ao elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB) e um aumento na atividade
da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), os quais promovem um aumento do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e ativagdo do fator respiratorio nuclear (NRF,
envolvido na regulacdo de genes metabolicos que controlam a respiracdo celular), Arc
(activity-regulated cytoskeleton-associated protein), mTOR (Mammalian Target of
Rapamycin) e fator de crescimento endotelial vascula-B (VEGF-B). Estas moléculas

sinalizadoras preservam a morfologia neuronal, melhoram as fungdes metabdlicas e o fluxo
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sanguineo cerebral. Como resultado da ativacéo destas vias, ha uma melhora da memoria e da

cognicdo (figura 2).

Alvos moleculares dos Flavonodides

v \4

Vias de Inibicao Vias de Ativacao
- JNK1/2/3, p38 e ASK1 ERK1/2, Akt/PKB )
 Z \4 7
STAT-1, c-jun LA eNOS
v v v\ v
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-Sobrevivéncia neuronal. -Plasticidade sindptica.
—Expressao de proteinas

de sobrevivéncia.

Preven¢daoda Neurodegeneragdo e do Melhora da Meméria e da Cognigio

Envelhecimento Cerebral

Figura 2 — Mecanismos de acdo dos flavonoides sobre vias de sinalizacdo e de sobrevivéncia
neuronal e sobre a performance cognitiva

Fonte: Adaptado (WILLIAMS; SPENCER, 2012).

Como visto anteriormente, a capacidade dos flavondides em influenciar diversas
fungdes vitais no sistema nervoso e isto dependerd, de certa forma, da sua acessibilidade para
0 cérebro através da barreira hematoenceféalica. Evidéncias apontam a capacidade de
flavonoides e/ou seus metabdlitos em atravessar a barreira hematoencefélica e, atualmente,
existem uma grande variedade de estudos cientificos in vitro e em diferentes modelos animais
demonstrando a presenca de flavonodides nas mais diversas estruturas encefélicas (YOUDIM
et al., 2003; YOUDIM et al., 2004; FARIA et al., 2011; FARIA et al., 2014; FERRI et al.,
2015). Dentre os flavondides capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e com grande
potencial neuroprotetor se destacam a classe das antocianinas. Estas ja foram detectadas em
diferentes estruturas encefalicas de roedores e de suinos (ANDRES-LACUEVA et al., 2005;
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PASSAMONTI et al., 2005; KALT et al., 2008) e tém sido apontadas como promissores
agentes coadjuvantes Uteis contra patologias que acometem o0 sistema nervoso
(ZAFRA-STONE et al., 2007; DEL RIO; BORGES; CROZIER, 2010; TSUDA, 2012).

1.2 Antocianinas: Estrutura quimica e propriedades bioldgicas

O termo antocianinas foi apresentado primeiramente por Ludwig Marquart no ano de
1835 na sua obra entitulada Die Farben der Bluthen (do alem&o, As Cores das Flores).
Antocianina deriva-se das palavras gregas anthos (flor) e kyans (azul) e foi utilizada para
indicar de maneira ampla uma familia de pigmentos naturais, independente do tom de sua
coloragdo (WHITING, 2001). Em virtude de sua capacidade de atuar como corante, as
antocianinas sdo amplamente utilizadas na indlstria de alimentos. De fato, uma das
prerrogativas de seu uso como corante baseia-se no fato de que a humanidade esta muito bem
adaptada ao consumo diario destes compostos, uma vez que as antocianinas fazem parte da
dieta do homem ha milhares de anos. Também, a substituicdo de produtos quimicos artificiais
por um antioxidante natural é visto com bons olhos pelos profissionais da salde e pela
populacdo em geral (GUPTA; PRAKASH, 2014; KOZLOWSKA; SZOSTAK-WEGIEREK,
2014; LASEKAN, 2014; SANTOS-BUELGA; MATEUS; DE FREITAS, 2014; VAN
HUNG, 2014).

As antocianinas apresentam-se na forma de glicosideos, no qual uma molécula de
antocianidina estd acoplada a um acucar. A parte deste pigmento que se apresenta na forma
livre de agUcar, genericamente conhecida como aglicona, € denominada antocianidina
(TSUDA, 2012). Embora o papel das antocianinas como um fator alimentar funcional
permanece relativamente menos estabelecido que o de outros flavondides, um progresso tem
sido feito em nivel molecular nos ultimos anos (TSUDA, 2012).

Na natureza, existe uma enorme variedade de antocianinas e a principal diferenca
estrutural esta relacionada ao nimero de radicais hidroxilados, a natureza, o nimero de
acucares e a posicdo em que estes encontram-se ligados (KONG et al., 2003). Ja foram
descritos aproximadamente 500 tipos de antocianinas e 23 tipos de antocianidinas diferentes,
sendo mais frequentemente encontradas a cianidina, delfinidina e malvinidina (KONG et al.,
2003; ANDERSEN; MARKHAM, 2006). A figura 3 mostra a estrutura quimica geral das

antocianidinas bem como as possiveis variacdes dos grupos radicais (R; e/ou R,) por H, OH
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e/ou OCHgs. A glicona (denominada a parte aglcar) se liga a antocianidina na posi¢do (ou
carbono) 3 formando um heteromonosideo. No caso de heteropoliosideos (2 agUcares) as

ligacGes podem ocorrer nas posicdes 3 e 5 ou 3 e 7 (Figura 3).

R, R, ABREVIACAO COR ANTOCIANIDINA
H H Pg N&o Pelargonidina
reportado
OH H Cy Laranja / Cianidina
Vermelho
OCH; H Pn Larajna/ Peonidina
Vermelho
OH OH Dp Azul / Delfinidina
Vermelho
OCH; OH Pt Azul / Petunidina
Vermelho
OCHj, OCH; Mv Azul / Malvinidia
Vermelho

Figura 3 — Estrutura quimica geral das principais antocianidinas
Fonte: Adaptado de (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; TSUDA, 2012).

As antocianinas s@o obtidas dos alimentos na forma glicosilada, ou seja, com um
acucar ligado a sua estrutura. A maior parte de sua absorcdo ocorre no estbmago e um dos
fatores que favorece a rapida absorcdo é a presenca de transportadores bilitranslocases
(PASSAMONTI; VRHOVSEK; MATTIVI, 2002; PASSAMONTI et al., 2003). Em relacao
ao intestino, sabe-se que este Orgdo apresenta uma capacidade menor na absorcdo das
antocianinas e 0 mecanismo de transporte atraves da membrana celular se da pela agdo dos
transportadores de glicose 1 e 2 (GLUT-1 e GLUT-2) (HOLLMAN et al., 1999; FARIA et al.,
2009; ZOU et al., 2014).
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McGhie e Walton (2007) fizeram um estudo sobre a biodisponibilidade de diferentes
antocianinas em diferentes espécies animais (MCGHIE; WALTON, 2007). Os achados em
geral pontuaram uma concentracdo maxima plasmatica para as antocianinas na primeira hora

pGs-consumo. Mais detalhes desta revisdo podem ser visualizadas na tabela 1.

Tabela 1 — Estudos de biodisponibilidade das antocianinas

Espécie Fonte de Dose Concentracao Tempo Referéncia
Antocianinas (por kg de peso Méxima p/ Crax
corporal Plasmatica
C:max
Rato Bilberry 400 mg/kg 2a3 pg/mL 0,25h  (MORAZZONI
etal., 1991)
Rato Eldelberry 360 mg/kg 3,8 umol/L 0,25h (MIYAZAWA
et al., 1999)
Rato Blackcurrant 100 mg/kg 0,4 umol/L 0,25h  (ICHIYANAGI
(Dp-3- glicosideo) et al., 2004)
Coelho Blackcurrant 117 mg/kg 780 ng/mL 0,5h (NIELSEN et
al., 2003)
53 mg/kg 450 ng/mL 0,5h (NIELSEN et
al., 2003)
Humana Blueberry 1200 mg (total) 0,029 pmol/L 4h (MAZZAetal.,
2002)
Humana Elderberry 720 mg (total) 0,097 umol/L 1,2h (MILBURY et
al., 2002)
Humana Suco de uva 284 mg (total) 100 ng/mL 0,5h (FRANK et al.,
(400mL) 2003)
Humana Vinho tinto 180 mg (total) 43 ng/mL 1,5h (FRANK et al.,
(400mL) 2003)

Tradugdes: Blueberry (mirtilo proveniente das Américas); Bilberry (mirtilo de origem Européia); Blackcurrant
(cassis ou groselha-negra do norte europeu); Elderberry (fruto proveniente do Sabumcus, popularmente
conhecido como sabugueiro).

Fonte: Adaptado de (MCGHIE; WALTON, 2007).

Em relacdo as concentracOes encefalicas, Kalt & Blunberg (2008) realizaram um
estudo de biodisponibilidade de diferentes antocianinas em porcos. Segundo os autores, este é
0 modelo mais adequado para avaliar a capacidade de absorcéo digestiva humana. Os animais
foram alimentados com 0, 1, 2 ou 4 % de mirtilo (% em relacdo a consumo da dieta
convencional) por 4 semanas. Apoés este periodo, 11 diferentes antocianinas foram detectadas
no cortex cerebral, cerebelo e diencéfalo. As concentracfes variaram de 0,279 nmol/g de
tecido para o cortex cerebral e 0,432 nmol/g de tecido para o diencéfalo (KALT et al., 2008).
Em outro estudo, Talavera e colaboradores (2005) alimentaram ratos com uma dieta
enriquecida com blackberry (Rubus fruticosus L.) durante 15 dias e foi notado no encéfalo um

conteddo de cianidina-3-glicosideo aproximado de 0,21 + 0,05 nmol/g de tecido,
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concentragdes estas mais elevadas que as plasmaticas (0,15 £ 0,02 nmol/mL de plasma).
Além disso, cianidina-3-glicosideo mostrou-se a antocianina mais proeminente nos tecidos
analisados, correspondendo um total de 84% das antocianinas totais investigadas
(TALAVERA et al., 2005).

Dentre as primeiras propriedades bioldgicas descritas para as antocianinas destaca-se a
sua capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNS)
impedindo a oxidacdo e nitrosacdo de moléculas bioldgicas (BAGCHI et al., 1998; SHU
et al., 2002; CHO et al., 2003). Em seguida, no ano de 2006, um dos primeiros relatos de um
efeito neuroprotetor das antocianinas em potencial estava voltado para a isquemia cerebral.
Tal efeito observado in vitro em células PC12 as quais s&o derivadas de uma linhagem de
feocromocitoma e que exibem caracteristicas semelhantes a de neurénios. Estas células foram
submetidas a privacdo de glicose e de oxigénio (OGD), um modelo para isquemia in vitro, e
num modelo de isquemia cerebral global em ratos (KANG et al., 2006). Mesmo sem um
mecanismo tracado, Kang e colaboradores (2006) verificaram que a cianidina-3-O-p-d-
glucopiranosideo isolada da mulberry, fruta semelhante a amora brasileira, reduziu a morte de
células PC12 e de populacdes neuronais em ratos frente a OGD. Adicionalmente, Min e
colaboradores (2011) mostraram que 2 mg/kg de antocianinas é capaz de melhorar o escore de
desabilidades motoras apresentado pelos roedores, reduzir a area do infarto e também
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (MIN et al., 2011). Estes achados apontaram
uma perspectiva promissora das antocianinas em potencial para processos isquémicos, no
entanto evidéncias sobre mecanismos de acdo das antocianinas ainda permanecem escassos no
meio cientifico.

Na Ultima década, as antocianinas ganharam uma maior repercussdo no meio
cientifico. Apontadas como agentes nootropicos, uma classe de compostos que aumentam
0 desempenho cognitivo no ser humano, as antocianinas foram capazes de melhorar a
mem©ria e cognicao tanto em ratos quanto em humanos idosos (ANDRES-LACUEVA et al.,
2005; RAMIREZ et al., 2005; WILLIAMS et al., 2008; GUTIERRES et al., 2012). Em
paralelo, novas evidéncias da protecdo das antocianinas perante modelos experimentais de
doencas neurodegenerativas comegaram a surgir. Dentre estes destacam-se estudos voltados a
modelos experimentais para déficits cognitivos associados a piora na sinalizacdo colinérgica
(com uso de escopolamina, um antagonista ndo seletivo para receptores muscarinico)
(GUTIERRES et al., 2012; GUTIERRES et al., 2014a), na doenca de Alzheimer (DARVESH
et al., 2010; SHIH et al., 2010; QIN; ZHANG; QIN, 2013; VEPSALAINEN et al., 2013;
GUTIERRES et al., 2014b) e na doenca de Parkinson (KIM et al., 2010; STRATHEARN
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et al., 2014). No entanto, trabalhos utilizando modelos experimentais para esclerose multipla
ainda permanecem ausentes na literatura.

Enquanto os mecanismos de protecdo envolvidos nos beneficios das antocianinas para
a salde permanecem desconhecidos, algumas evidéncias recentes mostraram que as
antocianinas atuam em vias de sinalizagdo pré-inflamatdrias e anti-apoptéticas. Como descrito
por Poulose e colaboradores (2012), estes compostos foram eficazes em previnir o aumento
na producéo de 6xido nitrico (NO), reduzir a expressao das enzimas iNOS, isoforma que atua
principalmente mediante processos patoldgicos; e ciclo-oxigenase-2 (COX-2), envolvida na
producdo de prostandides da inflamagdo. Em paralelo, também foi verificado neste mesmo
estudo uma reducgéo na producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), citocina indutora
de apoptose e mediadora de inimeras acdes pré-inflamatorias; e da fosforilacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB) em cultura de células microgliais (POULOSE et al., 2012).

Em seguida, outro estudo reportou que concentragfes acima de 10 pg/mL de
antocianinas sdo capazes de reduzir a translocacdo do NF-kB para o nicleo e, desta forma,
suprimir a transcricdo de RNA mensageiros para IL-1B em macréfagos expostos ao
lipopolissacarideo (LPS) (LEE et al., 2014).

Na tabela 2 pode ser encontrada uma revisdo global sobre demais alvos moleculares

nos quais as antocianinas atuam em diferentes modelos de neurotoxicidade.

Tabela 2 — Revisdo geral sobre evidéncias neuroprotetoras das antocianinas na Gltima década:
possiveis alvos moleculares

Referéncia Concentracéo ou dose Modelo Neuroprotecéo e possiveis alvos
(autor, ano) de antocianinas experimental moleculares envolvidos
utilizado
(SHIN; PARK; 300 mg/kg antocianinas  Ratos submetidos ~ Redugdo area de infarto e nimero de
KIM, 2006) totais a MCAo células mortas. Antocianinas previnem

o0 aumento na fosforilacdo da JNK e da
p53 induzidas pela MCAo.

(WILLIAMS, C.  Antocianinas totais Ratos jovens (6 Uma hora p6s-administracdo os niveis
M. etal., 2008)  purificadas da cascada  meses) e idosos cerebrais foram quantificados
fruta blueberry. Dose (18 meses). préximos a 150 nmol/mg tecido.
correspondente a 2% da Antocianinas preveniram a redu¢do na
dieta. fosforilagdo da CREB e no contelido

de BDNF induzido pelo
envelhecimento. O mesmo efeito foi
observado para a fosforilacdo da
ERK1/2 e AKT.
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(BHUIYAN etal.,
2012)

(POULOSE et al.,
2012)

(ALI SHAH etal.,
2013)

(SHAH; YOON;
KIM, 2014)

(LEE, S. G. etal.,
2014)

(TAN etal., 2014)

5-10 pg/mL de
antocianinas
provenientes do Korean
Black Soybean e 10-20
MM de Cianidina-3-
glicosideo

Antocianinas
provenientes do acai
utilizadas numa
concentragéo entre 50-
1.000 pg/mL

Antocianinas
purificadas da Korean
Black Soybean na
concentragdo de 0,1
mg/mL

Antocianinas
provenientes do Black
bean na dose de 100
mg/kg

Antocianinas
provenientes da
Blueberry, da
Blackberry e do
Blackcurrant.
Concentragdes entre
0-20 pg/mL

Blueberry (200 mg/kg)
e cianidina-3-

Cultura de
neurdnios corticais
submetidos a OGD
ea
excitotoxicidade
induzida por
glutamato

Insultos com
metanol e LPS em
cultura de células
microglials (BV-2)

Cultura de
neurbnios
expostos a etanol

Ratos filhotes (7
dias de idade)
submetidos a
neurotoxicidade
por etanol

Cultura de
macrofagos
expostos a LPS
(100 ng/mL)

Camundongos tipo
SAMPS tratados

Antocianinas totais e cianidina-3-
glicosideo sdo capazes de restaurar a
funcdo mitocondrial, previnir a piora
no potencial de membrana, impedir a
morte neuronal e a producdo de EROs
em neurénios.

Concentracdes acima de 125 pg/mL de
antocianinas previnem o aumento na
sintese de NO, reduzem a expressao da
iNOS, do contetido de TNF-a. Foram
observados também reducdo na
ativacdo da p-38, da fosforilagdo do
NF-kB e da expressdo da COX-2.

Antocianinas reduzem os niveis de
proteinas pro-apoptdéticas ativadas pelo
etanol como a Bax e caspase-3. Em
contrapartida, aumentam o contelido
da proteina anti-apoptética Bcl-2, e
também restabelecem os niveis
reduzidos de GABA1R e da CaMKII
fosforilada induzidos pelo etanol.

Antocianinas revertem a reducéo na
expressdo e na fosforilagdo de
receptores AMPA induzido pelo
etanol. Também revertem a reducéo na
expressao de receptores GABABL e a
reducéo na fosforilacdo da CREB
induzidos pelo etanol. Adicionalmente,
revertem aumento na fosforilagdo da
JNK, NF-kB e na expressdo da COX-2
induzidos pelo etanol. Em paralelo,
reduzem per se a fosforilagdo da JNK
e do NF-kB. Antocianinas reduzem o
aumento do citocromo-c, caspase 3 e 9
e aumentam a fosforilacdo da PI3K,
AKT e GSK3-B, os quais foram
reduzidos pelo etanol.

LPS promove um aumento na
expressdo de IL-1B e TNF-a.
Concentragdes acima de 10 pg/mL de
antocianinas reduzem a expressdo de
IL-1B e TNF-a. Foi observado também
que as antocianinas reduzem a
translocacéo do NF-kB para o ncleo.

Impedem a piora congitiva de animais
idosos e aumentam a foforilacdo da
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(ULLAH; PARK;
KIM, 2014)

(SKEMIENE;
LIOBIKAS;
BORUTAITE,
2015)
(SKEMIENE et
al., 2013)

galactosideo (50 mg/kg)

Antocianinas extraidas
da Korean Black bean
na concentracédo de 0,2
mg/mL

Delfinidina-3-glicosideo

Cianidina-3-glicosideo
Petunidina-3-glicosideo
(20 pM)

com blueberry ou
C-3-galactosideo

Neurénios de
hipocampo
expostos a
excitotoxicidade
induzida por acido
kainico (100 uM)

Ratos submetidos
a isquemia
cardiaca

ERK1/2 em animais com senescéncia
acelerada.

Ap6s 2 horas de estimulo com acido
kainico, as antocianinas impedem o
aumento do contelido de caspase-3 e
da proteina Bax. Em paralelo,
antocianinas previnem a reducéo no
conteldo de Bcl-2 e 0 aumento no
conteudo de citocromo-c. Também
reduzem o aumento na fosforilacdo da
AMPK alfa induzido pelo &cido
kainico.

Embora estes estudos ndo sejam
focados especialmente para 0 SNC,
eles mostram as primeiras evidéncias
de que as antocianinas atuam
quimicamente sobe o citocromo-c.
Nestes estudos foram reportados a sua
capacidade em reduzir o citocromo-c.
Sabe-se que a forma oxidada do
citocromo-c est& mais envolvida na
ativacdo de caspases e na apoptose
celular. Além disto, as antocianinas
foram capazes de recuperar a funcéo
do complexo | da cadeia respiratdria
mitocondrial bem como restabelecer
niveis de ATP que foram reduzidos
pela isquemia.

Abreviagdes: AKT (proteina cinase B); AMPA (Acido alfa-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol Propidnico);
AMPK (proteina cinase ativada por AMP ciclico); ATP (trifosfato de adenosina); CaMKII (proteina cinase
dependente de Ca**/Calmodulina); COX-2 (ciclooxigenase-2); CREB ( fator responsivo ao elemento AMP
ciclico); ERK1/2 (cinase ativada por sinal extracelular); GABA (Acido gama-aminobutirico); GSK-3
(glicogénio sintase cinase 2); iINOS (Oxido nitrico sintase induzivel); JNK (c-Jun N-terminal cinase); LPS
(lipopolissacarideo); MCAo (ocluséo da artéria cerebral média); NF-kB (fator nuclear kappa B); NO (6xido
nitrico); OGD (privacéo de glicose e oxigénio); p38 (um tipo de MAPK); PI3K (fosfatidil-inositol 3 cinase);
SAMP8 (Senescence-accelerated mice 8); TNF-a (fator de necrose tumoral alfa).

*TradugGes: Blueberry (mirtilo proveniente das Ameéricas); Bilberry (mirtilo de origem Européia);
Blackberry (amoras silvestres), Black currant (cassis ou groselha-negra do norte europeu); Korean Black

soybean (soja preta proveniente da Coréia); Black bean (feijédo preto).

Como observado acima, inumeros fatores podem estar envolvidos na neuroprote¢do

induzida pelas antocianinas. O bloqueio de vias pro-apoptoticas e inflamatdrias tiveram maior

repercussao nesta revisdo; e estas vias se relacionam com a formacdo de espécies reativas,

danos celulares e piora na homeostasia do SNC. Desta forma, a associacdo das propriedades

antioxidantes das antocianinas com os efeitos sobre os alvos moleculares citados acima pode
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contribuir impedindo a excitotoxicidade neuronal e o desenvolvimento de doengas de origem

inflamatoria e degenerativa.

1.3 Antocianinas como alimentos funcionais e nutracéuticos

Estimulado por cientistas do Ministério de Saude e Bem Estar, em 1980 foi criado no
Japdo um conceito sobre o uso de alimentos para o bem estar e preservacdo da salde. Este
passo foi pioneiro e gerou uma grande repercussdo no meio cientifico onde iniciou-se uma
busca para uma maior compreensdo sobre um alimento e seu impacto positivo na satde de um
individuo (HARDY, 2000; KALRA, 2003).

Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 18/99 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), alimento funcional é definido como sendo aquele alimento
ou ingrediente (composto bioativo) que, além das fungBes nutritivas basicas, quando
consumido como parte da dieta usual, produza efeitos metabolicos e/ou fisioldgicos e/ou
efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica. Em
contrapartida, o nutracéutico é definido como um suplemento alimentar onde o composto
bioativo é apresentado na forma farmacéutica e, por isto, encontra-se numa forma mais
concentrada. Esse composto bioativo estd separado da matriz original e em doses que
excedem aquelas que poderiam ser obtidas diretamente do alimento (ZEISEL, 1999;
COZZOLINO, 2012).

A relacdo entre 0s habitos alimentares e o risco de doenca apontam que a dieta reflete
diretamente sobre a satde humana. E aceito entre os mais diversos meios cientificos que
alimentos derivados de vegetais podem exercer alguns efeitos benéficos para a satde e, em
particular, sobre as doencas relacionadas com a idade (ESPIN; GARCIA-CONESA,;
TOMAS-BARBERAN, 2007). Por exemplo, & medida que a humanidade caminha para um
aumento na expectativa de vida, doengas relacionadas a idade, dentre elas as cardiovasculares,
neurodegenerativas, diabetes tipo Il, e varios tipos de cancer comecam a se expandir sobre a
populacéo. Este fato tem servido de estimulo a organizagdes de saude ao redor do mundo para
recomendar um aumento na ingestdo de alimentos de origem vegetal a fim de melhorar nosso
estado de salde e também para retardar o desenvolvimento destas doencas (ESPIN;
GARCIA-CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007; CHAUHAN; MEHLA, 2015).
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Até agora, os beneficios das antocianinas para a satde tém sido amplamente atribuidas
as suas propriedades antioxidantes. No entanto, esforcos recentes tém sido dirigidos para
elucidar os mecanismos moleculares subjacentes de algumas das antocianinas para a saude.
Além disso, estudos focados em doencas neuroinflamatorias e desmielinizantes, dentre elas a

esclerose multipla (EM), ainda permanecem ausentes na literatura.

1.4 Aspectos epidemiologicos sobre a Esclerose Multipla

A EM é uma doenca cronico-progressiva caracterizada por desmielinizacdo dos
neurdnios no SNC e SNP e é considerada uma das causas mais comuns de incapacitacéo
neuroldgica cronica em adultos jovens (MOREIRA et al., 2000; KURSCHUS; WORTGE;
WAISMAN, 2011). A incidéncia da EM é baixa em criancas, mas aumenta ap6s os 18 anos
de idade, atingindo um pico de incidéncia entre 20 e 40 anos, tornando-se raros 0s casos em
idade acima de 50 anos. Além disto, mulheres costumam manifestar o desenvolvimento da
doenga 2-5 anos mais cedo que em homens (CONFAVREUX; VUKUSIC, 2006). Dados
epidemioldgicos da Sociedade Brasileira de EM revelaram que aproximadamente 35.000
brasileiros sejam portadores desta patologia (MENDES et al., 2000; MOREIRA et al., 2000;
TILBERY et al., 2000b).

No Brasil, dados epidemioldgicos mostram que a prevaléncia desta doenca atinge de
15 a 18 casos para 100.000 habitantes, sendo a maior incidéncia no sul do pais. As taxas de
incidéncia mais elevadas apresentadas pela regido sul se relacionam com a alta proporcéo de
imigrantes e descendentes de europeus, especialmente alemaes e italianos. Um estudo
realizado por Finkelsztejn e colaboradores (2014) relatou que a prevaléncia da EM na cidade
de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, atinge nimeros em torno de 27,2 casos para
100.000 habitantes (FINKELSZTEJN et al., 2014). No entanto, a Europa assume a lideranca
nos casos de incidéncia mundial. Dados apontam que em toda a Europa, a taxa de prevaléncia
de EM ¢ de cerca de 83 para 100.000 habitantes, e a taxa de incidéncia média anual é de cerca
de 4,3 casos para 100.000 habitantes.

A EM ocorre com maior frequéncia em mulheres. Estes indices tém aumentado na
proporcéo de 1,4 casos no sexo feminino/1 caso no masculino (ano de 1955) para 2,3 casos no
sexo feminino/1 caso no masculino (ano 2000) (PUGLIATTI et al., 2006). Tal aumento da

prevaléncia global em mulheres foi observado em estudos longitudinais e uma justificativa
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plausivel para explicar esse fendnemo é devido ao aumento da longevidade de pacientes com
EM e os avancos no diagndéstico desta doenca; e ndo devido a um aumento do risco global do
sexo feminino para a EM (PUGLIATTI et al., 2006; KAMM; UITDEHAAG; POLMAN,
2014). Embora seja uma doenca incapacitante, a expectativa de vida em portadores desta
doenca é reduzida em apenas 7-10 anos (KAMM; UITDEHAAG; POLMAN, 2014).

Uma visdo global sobre os indices desta doenga pode ser visto no mapa para a EM no
mundo, publicado pela Organizacdo Mundial da Saude em 2008 (figura 4).

Prevalénciade EM para 100.000 pessoas

Figura 4 — A geografia da Esclerose Mdltipla: Prevaléncia para 100:000 habitantes
Fonte: Adaptado de (WHO, 2008).

1.5 A patofisiologia da Esclerose Mdltipla: O importante papel dos axénios e da bainha

de mielina

Para compreender melhor a patofisiologia da EM, é necessario destacar algumas
celulas do sistema nervoso, bem como a sua funcdo. Os oligodendrécitos e as células de
Schwann sdo as responsaveis pela producdo da mielina no SNC e SNP, respectivamente. A

mielina € uma substancia lipidica e esta presente na bainha de mielina, estrutura formada por
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projecbes do citoplasma de oligodendrocitos (figura 5A) e células de Schwann (figura 5B)
que rodeiam os axdnios dos neurdnios. O revestimento destes axonios pela bainha de mielina
permite que a conducdo do impulso nervoso ocorra de maneira saltatoria, isto €, a
despolarizacdo das membranas e conducdo do potencial de acdo dos ax6nios ocorrem somente
em pequenas por¢des entre as bainhas de mielina. Estes sitios chamam-se nodos de Ranvier
(ver figura 5). As fibras envoltas por mielina sdo chamadas precisamente mielinicas, enquanto
que as fibras que ndo possuem um revestimento de mielina chamam-se fibras amielinicas e
possuem uma conducdo de impulso mais lenta (LAZZARINI et al., 2004; BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2008).

Nerve
A3 termnals
’;ﬁ.__,_ LA
1"‘ TN
Axon

?—:77 \ I\ < ',) O / =
.=// 7 ] —
/’/ / Basallamina  Internode

Figura 5 — Bainha de mielina em neur6nios do sistema nervoso central (CNS) e sistema
nervoso periférico (PNS). Na figura podem ser observados: neuron cell body (corpo celular do
neurdnio), oligodendrocyte (oligodendrécitos), perinodal astrocyte (astrocitos que fazem
comunicagdo com 0s neurdnios na regido dos nodos de Ranvier), Nodes (Nodos de Ranvier),
Schwann cell (células de Schwann), internode (espaco entre os nodos de Ranvier que é
composto pela bainha de mielina)

Fonte: Retirada da obra de (POLIAK; PELES, 2003).
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De fato, o processo de formacgédo de mielina faz parte de um dos maiores passos da
evolucdo dos vertebrados, uma vez que permite a transmissdo do impulso nervoso de forma
rapida e eficiente integrando funcgdes sensoriais, motoras e cognitivas (LAZZARINI et al.,
2004; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008; YEUNG et al., 2014).

Na figura 6 pode ser observado o axdnio (axon) de um neurdnio (neuron) revestivo
pela bainha de mielina (myelin sheath), a qual é formada pelo oligodendrécito ou celula
oligodendroglial (oligodendroglial cell). Pode-se observar uma representacdo da infiltracdo de
uma célula T (T cell) que atravessa a barreira hematoencefalica (blood-brain berrier) para o
SNC. As células T em a¢do conjunta aos macrofagos, ou células apresentadoras de antigenos
(APC), ddo inicio a eventos biol6dgicos que resultam na liberacdo de mediadores pro-
inflamatdrios, producdo de espécies reativas e liberacdo de glutamato. O somatdrio destas
reacGes culminam em neurotoxicidade e danos sobre os oligodendrocitos e, em seguida, no
axonio dos neurénios (STEINMAN; ZAMVIL, 2003). A perda da mielina que reveste os
neurdnios e a morte de oligodendrdcitos sdo os principais alvos na EM. Tanto a sintese quanto
a integridade da mielina € dependente do funcionamento normal dos oligodendrécitos e
células de Schwann (SRIRAM, 2011) sendo vital para que ocorra a transmissdo do impulso
nervoso entre neurdnios e seus alvos (SRIRAM, 2011; PEREIRA; LEBRUN-JULIEN;
SUTER, 2012).
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Figura 6 — Etiopatologia da Esclerose Multipla
Fonte: Retirada da obra de (STEINMAN; ZAMVIL, 2003).

1.6 A enzima Na",K*-ATPase e a transmissio do impulso nervoso pelo axénios.

Tendo em vista que o processo de inflamagdo e desmielinizagdo levam a danos
axonais, enzimas localizadas nestes sitios tornam-se mais comumente afetadas pela acdo de
mediadores inflamatorios e producdo de espécies reativas. Dentre estas enzimas destaca-se a
Na’ K*-ATPase (Sodium/potassium-exchanging ATPase/EC 3.6.3.9) que estd ancorada na
membrana plasmatica e desempenha um importante papel na manutencdo da homeostase dos
eletrolitos intracelulares em todos os tecidos. Esta enzima é responsavel pelo transporte ativo
gue é movido pela hidrélise de moléculas de ATP. Tal transporte restabelece os gradientes de
Na® e K' extra e intracelular e ocorre principalmente nos axénios onde é realizada a
transmissdo do impulso nervoso (SKOU; ESMANN, 1992). Uma vez que mantém as
concentragbes idnicas na normalidade, a Na',K'-ATPase contribui também para a

manutencdo do volume e do pH celular, concentracdes de Ca®" intracelulares, e transporte de
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biomoléculas dependentes das concentracdes de Na® (LINGREL; KUNTZWEILER, 1994;
LINGREL et al., 1994).

Esta enzima apresenta 3 subunidades: o, p e y. A subunidade o possui uma massa
molecular de aproximadamente 113 kDa e 4 isoformas ja foram descritas: al, a2, a3 e 04. Na
subunidade o encontram-se 0s sitios de ligagdo para os ions Na*, K* e o ATP e também
apresenta o sitio alvo para glicosidios cardiotdnicos, como o inibidor oubaina (LINGREL,;
KUNTZWEILER, 1994; LINGREL et al., 1994; KAPLAN, 2002). As diferencas entre as
isoformas da subunidade o sdo minimas, mas no que diz respeito a sensibilidade a inibidores
como a oubaina, as isoformas 02 ¢ o3 sdo muito mais sensiveis tendo um ICsy de 28,4 nM,
enquanto que a isoforma al apresenta um ICso de 89,4 uM (NISHI et al., 1999b; NISHI et al.,
1999a). A subunidade B possui um tamanho de 55 kDa (JORGENSEN; HAKANSSON;
KARLISH, 2003) e 3 isoformas: 1, p2 e B3 (LINGREL; KUNTZWEILER, 1994; LINGREL
et al., 1994; KAPLAN, 2002). Além disso, a subunidade P exerce um importante papel na
estabilizacdo da conformagdo 6tima da subunidade o na membrana plasmatica contribuindo
para a atividade ATPasica (BEGGAH et al., 1999) e cooperando durante as alteracfes
conformacionais no ciclo reacional da enzima (KAPLAN, 2002; JORGENSEN;
HAKANSSON; KARLISH, 2003; HORISBERGER, 2004). A subunidade y é a menor
subunidade da Na*,K*-ATPase apresentando um peso molecular de aproximadamente 12 kDa
e atua como alvo modulatdrio da Na*,K*-ATPase (BEGUIN et al., 1997).

A descoberta da Na",K*-ATPase foi realizada pelo pesquisador Jens Christian Skou
que descreveu a atividade ATPasica desta enzima sobre a influéncia de cations em nervos
periféricos no ano de 1957 (SKOU, 1957). Esta descoberta rendeu a Skou, no ano de 1997, o
prémio Nobel de Quimica. Em condicdes fisioldgicas, esta enzima transfere trés fons Na* para
0 meio extracelular, dois fons K" para o meio intracelular, hidrolisando uma molécula de
ATP. Desta forma, ap6s cada despolarizacdo a Na*,K*-ATPase rapidamente promove o efluxo
de Na* e o influxo de K" (KAPLAN, 2002). Uma repolarizacdo rapida da membrana e o
reestabelecimento das concentracGes desses ions sdo vitais para a formacdo de um novo
potencial de agéo e transmissdo de um novo impulso nervoso (BOSTOCK; SEARS, 1978;
BOSTOCK; SEARS; SHERRATT, 1983).

Sabe-se que quando os ax6nios estdo desmielinizados, ocorre uma difusdo dos canais
de sddio (Na,") para regides além dos nodos de ranvier (WAXMAN; CRANER; BLACK,
2004). A redistribuicdo destes Na,” pela membrana aumenta o influxo Na’ durante a
conduco do impulso aumentando a area de membrana despolarizada. E importante ressaltar

que quanto maior for a area de despolarizacdo da membrana, maior serd a atividade da
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Na’,K*-ATPase e 0 consumo de ATP para restabelecer as concentragdes eletroliticas. Esta
relagdo mostra o importante papel desta enzima com a transmissdo do impulso nervoso pelos
axonios (YOUNG et al., 2008).

Quanto a regulagdo da Na*,K*-ATPase, € sabido que uma diminuicio da sua atividade,
bem como da sua expressdo, prejudica diretamente a sinalizagdo de neurotransmissores
comprometendo tanto aprendizado e a memdria quanto a atividade locomotora e a ansiedade
de ratos (DOS REIS et al., 2002; MOSELEY et al., 2007). Além disso, experimentos in vitro
mostraram que a inibicdo da Na’,K*-ATPase pod eocasionar no aumento das concentracdes
de Ca?* intracelulares (FUJISAWA et al., 1965; XIAO et al., 2002) e causa morte de
neurbnios e astrécitos (STELMASHOOK et al., 1999; TAKAHASHI et al., 2000; XIAO
et al., 2002). Evidéncias da literatura ainda apontam que ambas atividade e expressao destas
enzimas estdo relacionadas com o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas
(CHAUHAN; LEE; SIEGEL, 1997; ZHANG et al., 2013; DE LORES ARNAIZ;
ORDIERES, 2014; GUTIERRES et al., 2014b). Além disso, devido ao dano axonal presente
nos processos de desmielinizacdo, o mesmo efeito também foi observado em pacientes com
EM (KURNELLAS et al., 2005; GARAY et al., 2008; YOUNG et al., 2008).

1.7 EM: Manifestac@es clinicas e progressdo da doenca

Como visto anteriormente, o sistema imune do portador de EM acaba por destruir a
bainha de mielina culminando em danos axonais e na piora da transmissdo do impulso
nervoso. Tais eventos resultam na inflamacdo do sistema nervoso, desmielinizagéo, lesdo e
perda axonal. Acredita-se ser um doenca auto-imune, mas a especificidade para o antigeno da
resposta imunitaria € desconhecido.

Uma vez que se iniciam 0s processos de desmielinizacdo, ocorre 0 aparecimento de
maultiplas placas na substancia branca encefalica e medular (GOLDENBERG, 2012). Essas
lesbes levam a deficiéncia ou perda completa dos impulsos nervosos que resultam no
aparecimento das manifestacdes clinicas, como o comprometimento motor (BONDAN et al.,
2006b) visdo embacada, hiperalgesia nos membros superiores e inferiores, cansago excessivo,
fraqueza, ansiedade, depressdo e déficits neuroldgicos irreversiveis (GOLDENBERG, 2012;
GUIMARAES; SA, 2012; KIPP; VAN DER VALK; AMOR, 2012).
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Durante 0s primeiros estagios de surto-remissao, a doenca € caracterizada por lesdes
inflamatorias focais (“placas™) na substancia branca do sistema nervoso. Tais eventos levam a
desmielinizacdo primaria com variavel perda axonal e reatividade de células gliais. As células
T auto-reativas ativadas no exterior do SNC, atravessam a barreira hematoencefalica e sdo
reativados por antigenos locais através de celulas apresentadoras de antigenos. A secre¢do de
citocinas pro-inflamatdrias estimula as células microgliais e astrdcitos, recrutam células
inflamatdrias adicionais, e induzem a producdo de anticorpos por células plasmaticas. Este
processo inflamatorio finalmente conduz a danos nos tecidos no interior da placa (BERER
etal., 2011). Vaérios padrbes de desmielinizacdo foram distinguidos com base nos
mecanismos fisiopatoldgicos. O cortex cerebral, por exemplo, é comumente afetado em fases
iniciais da doenca. E observada a presenca de inflamacdo cortical e consequente
desmielinizacdo que pode evoluir para a neurodegeneracdo tecidual. Em nivel celular,
observa-se reducdo de neuritos com consequente neurodegeneracdo axonal e morte
oligodendroglial. Ao término do processo, instaura-se a atrofia cortical (LUCCHINETTI
etal., 2011; LASSMANN, 2014).

A relacdo entre a inflamacdo e a degeneracdo durante a progressdo da EM pode ser
vista no estudo de Siffrin e colaboradores (2010) e esta representada na figura 7. Pode-se
observar no grafico esquematico que nas fases iniciais, a doenca geralmente se caracteriza por
sucessivos surtos e remissées com aparecimento de sinais clinicos. H4 uma maior frequéncia
de eventos inflamatérios acompanhados de desmielinizacdo da substancia branca e dano nos
axonios. Nesta etapa é possivel uma capacidade tecidual de reparo, no qual hd uma
remielinizacdo axonal e o desaparecimento das manifestacfes clinicas. A medida que esses
eventos se repetem, hd um comprometimento tecidual e a capacidade de recuperacgdo torna-se
ineficaz. Inicia-se a fase progressiva secundéria onde ha o estabelecimento de degenderagéo
tecidual, desmielinizacdo da substancia cinzenta e atrofia cerebral. Nesta fase h4& um aumento
progressivo sobre o escore de desabilidades que podem levar a incapacitacdo do paciente
(figura 7).
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Figura 7 — Relacéo entre a inflamacéo e a degeneracdo durante a progressdo da Esclerose Multipla: Uma viséo
global sobre surtos e remissdes. A) Representa o escore para desabilidades (disability score) entre as fases de
surto-remisséo (relapsing-remitting). B) Representa a relagcdo entre a desmielinizacdo da substancia branca
(active white matter demyelination) versus desmielinizagdo da substancia cinzenta (gray matter demyelintion).
C) Representa o dano axonal agudo (acute axonal damage) versus atrofia cerebral total (total brain atrophy)

Fonte: Retirado da obra de (SIFFRIN et al., 2010).

1.8 Brometo de Etidio: Modelo experimental para estudos de desmielinizacao

O modelo experimental de desmielinizacdo pelo brometo de etidio (BE) permite
avaliar alteracfes neuroquimicas relacionadas tanto a desmielinizacdo quanto a remielinizacao
(BONDAN et al., 2006a; MAZZANTI et al., 2009) e mimetiza mudangas morfoldgicas,
enzimaticas e celulares provenientes da destrui¢do das bainhas de mielina e de danos axonais.
Em paralelo, o uso de ratos como modelo animal mimetiza manifestaces clinicas e
morfologicas semelhantes as encontradas em pacientes com EM. Ratos apresentam o
desenvolvimento de vaclolos e placas desmielinizadas no sitio de injecdo de BE.
Primeiramente ocorre uma desmielinizagdo focal devido a um processo inflamatério com
reducdo na populagéo de oligodendrdcitos e conteddo de mielina. Esta fase mimetiza o surto
presente em pacientes com EM (GRACA; BLAKEMORE, 1986; GRACA, 1987; 1988;
1989b; a; GRACA et al.,, 2001; MAZZANTI et al., 2006; MAZZANTI et al., 2007b;
MAZZANTI et al., 2007a; SPANEVELLO et al., 2007; MAZZANTI et al., 2009).

Ap0s a desmielinizacéo, € iniciado o processo de reparacao tecidual com consequente

remielinizacdo local. Este evento mimetiza a remissdo presente em pacientes com EM. Desta



50

forma, a desmielinizacdo tdxica induzida pelo brometo de etidio reproduz em parte ambas as
fases de surto-remissdo. Além disso, ratos sujeitos a desmielinizagcdo na ponte apresentam
uma piora nas habilidades motoras em tarefas comportamentais (como o Beam walking e Foot
fault task) (BECKMANN et al., 2014), e comprometimentos motores sdo as principais
manifestagdes clinicas apresentadas na EM.

O principal mecanismo da desmielinizagcdo do BE ocorre devido as suas propriedades
gliotoxicas, que levam a destruicdo de células gliais preservando os neurénios. Além de
oligodendracitos, os astrocitos também podem ser alvo da toxicidade do BE (BONDAN et al.,
2003; BONDAN et al., 2010). O uso da ponte como estrutura alvo para a desmielinizacao
consiste no fato desta estrutura atuar na comunicagdo entre SNC e SNP, desempenhando
importante papel nas funcGes motoras. Esta estrutura também é uma das mais ricas em
mielina e é a quarta estrutura com maior incidéncia de placas em pacientes portadores de EM
(28.6%). Dentre outras estruturas comprometidas estdo a medula espinhal e nervo Gptico
(MINGUETTI, 2001; SKENDER-GAZIBARA et al., 2001).

A injecdo de BE (0.1% em salina, 10 pl) na cisterna da ponte induz uma lesdo de
desmielinizacdo que compromete 1/3 até % da ponte (BONDAN et al., 2003).
Morfologicamente, pode ser observado uma lesdo degenerativa em astrécitos e
oligodentrocitos apds 72 horas de indugdo (GRACA et al., 2001; BONDAN et al., 2003). Os
axonios aparecem desmielinizados ao sexto dia, com um pico de desmielinizacdo que ocorre

no sétimo dia pds inducéo.

1.9 Lipopolissacarideo (LPS): Modelo experimental para estudos de neuroinflamacao

Quando ocorre o estabelecimento de um processo infeccioso muitas vezes este evento
induz mudancgas no humor, nas emocdes e na capacidade de aprendizado e memdria. Estas
circunstancias tornaram-se alvos de estudos cientificos que buscam uma melhor compreensao
sobre a comunicacdo entre SNC e o sistema imunologico (NGUYEN; JULIEN; RIVEST,
2002; PERRY, 2010; PERRY; TEELING, 2013). Em vista da grande importancia da
homeostasia do SNC para o funcionamento dos neurdnios, o encéfalo possui um sistema
complexo e organizado para formar respostas imunes perante infec¢des ou doencas do sistema

Nervoso.
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Astrécitos e micrdglia sdo células com capacidade fagocitica e representam a primeira
linha de defesa contra patogenos invasores, servindo também de sensores especiais para
ocorréncia de dano tecidual no encéfalo (LITTLE; O'CALLAGHA, 2001; PERRY;
TEELING, 2013). Em paralelo, outro sistema complexo e altamente eficiente é a barreira
hematoencefélica. Esta estrutura é formada de células endoteliais altamente especializadas, as
quais inibem o trdfego de moléculas devido a sua baixa atividade de pinocitose; e difusdo de
moléculas hidrofilicas,devido a uma elaborada rede de juncbes de oclusdo entre as células
endoteliais (CAMPOS-BEDOLLA et al., 2014; HAINSWORTH; OOMMEN; BRIDGES,
2015; STRAZIELLE; GHERSI-EGEA, 2015). Logo, quaisquer alteracbes que ocorram na
integridade da barreira hematoencefélica proporcionam a migracdo de biomoléculas e
leucdcitos para dentro do SNC e, como consequéncia, iniciam-se eventos 0s quais estdo
relacionados com a patogénese de doencas auto-imunes, inflamatorias, neurodegenerativas e
infecciosas deste sistema (AKTAS et al., 2007; WEISS et al., 2009).

Ao mesmo tempo, citocinas periféricas também podem atuar sobre as fungoes
cerebrais. Mediadores inflamatorios produzidos sistemicamente sdo capazes de sinalizar
informacBes ao encéfalo por rotas neurais. Neste caso, 0s receptores especificos do nervo
vago, que é a principal via aferente da cavidade toracico-abdominal para o encéfalo, emitem
impulsos nervosos até o encéfalo quando estimulados por mediadores inflamatérios. Estes
impulsos atingem o nlcleo do trato solitario que, por sua vez, sinaliza o sinal a regides do
encéfalo envolvidas com humor e motivacdo (QUAN; HERKENHAM, 2002). Sinais
humorais como IL-1B, TNF-a e IL-6 sdo tipicamente pequenos, mas grande demais para
atravessar a barreira hematoencefalica (ABBOTT, 2000; ALVAREZ; KATAYAMA; PRAT,
2013).

Existe uma grande correlacdo entre a ocorréncia de processos inflamatérios no sistema
nervoso com o desenvolvimento de patologias. Dentre estas se destacam a doenga de
Alzheimer (HAUSS-WEGRZYNIAK et al., 1998; SHENG et al., 2003; HERBER et al.,
2007; LEE et al.,, 2008; DENG et al., 2014), a doenca de Parkinson (HERNANDEZ-
ROMERO et al., 2012; RAMSEY; TANSEY, 2014) e, principalmente, a EM (AMEDEI;
PRISCO; D'ELIOS, 2012; ELLWARDT; ZIPP, 2014). Em relacdo a EM, a neuroinflamacéo €
o principal fator que contribui para a progressao e o agravamento do quadro patolégico uma
vez que leva a um aumento da &rea desmielinizada e atrofia do tecido encefalico (conforme
apresentado na figura 7) (FOX et al., 2000; FOX et al., 2005; SIFFRIN et al., 2010).

O LPS é um componente biologicamente ativo da membrana de bactérias gram-

negativas sendo composto por trés partes: uma polissacaridica hidrofilica, uma lipidica
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hidrofébica (Lipideo A) e, por fim, uma regido do antigeno-O. A parte lipideo-A é a fracéo
mais conservada desta endotoxina e é responsavel por sua toxicidade e capacidade de
estimulacao do sistema imune (LU; YEH; OHASHI, 2008). O reconhecimento dos patdgenos
é uma das propriedades mais basicas e importantes do sistema imune que possui um grupo de
receptores especificos, como os Toll Like Receptors (TLR). Esses receptores sdo estimulados
por estruturas presentes em bactérias, virus e fungos e desencadeiam a ativa¢do de uma via de
sinalizacdo comum que culmina no aumento da transcricdo de NF- KB (TAKEDA; AKIRA,
2003; AKIRA; TAKEDA, 2004). A ativacdo do NF- KB leva a alteragdes na expressao
génica, tais como regulacdo positiva da expressao de moléculas pré-inflamatérias como a IL-
1, IL-6, IL-12 e TNF-a (LU; YEH; OHASHI, 2008) e ja tem sido sugerido como alvo
terapéutico central para o tratamento da EM (SRINIVASAN; LAHIRI, 2015).

Um dos principais usos de LPS no meio cientifico é para gerar respostas inflamatorias
in vitro e in vivo. A neuroinflamacgéo induzida pelo LPS promove a liberacdo de citocinas,
prostanoides e espécies reativas. O somatorio destes eventos deletérios culminam em perda de
neurdnios hipocampais, piora no aprendizado e na memoria (HENRY et al., 2008;
ABRAHAM; JOHNSON, 2009; GRANGER et al., 2013; FAN et al., 2014; FRANCOIS
etal., 2014) e depressdo (MELLO et al., 2013). Além disso, os TLR4 tem sido sugeridos
como alvos terapéuticos para a EM uma vez que respostas inapropriadas (hiperestimulagéo)
destes receptores implicam no desenvolvimento de doengas autoimunes e na progressdo da
EM (MARTA, 2009; GAMBUZZA et al., 2011; MIRANDA-HERNANDEZ; BAXTER,
2013). Relatos também apontam que um estado cronico induzido pelo LPS contribui para
formagdo do peptideo B-amildide (LEE et al., 2008) e para o desenvolvimento da doenca de
Alzheimer (MIKLOSSY, 2008; JAEGER et al., 2009). Em virtude disso, a ativacdo da
microglia, principal responsavel pela producdo e liberacdo de mediadores inflamatdrios no
SNC, tem sido sugerida como um importante sensor para eventos patologicos cerebrais.
Sendo assim, agentes que atuam na redugdo na sua imunoreatividade sdo capazes de
contribuir para o controle da neuroinflamacdo. Desta forma, a descoberta de agentes que
modulem este processo pode promover uma melhora no progndéstico de processos patologicos
associados a neuroinflamagdo, como por exemplo, a progresséo de doencas
neurodegenerativas (ALLAN; ROTHWELL, 2001; 2003) e a evolugdo da EM (CHEN et al.,
2011; GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GALVEZ, 2013).
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1.10 Tratamento para EM: podemos nos permitir um certo otimismo?

A EM é uma doenga que nao possui cura definida e nenhum farmaco é capaz de
impedir o desenvolvimento e progresséo desta doenca de maneira totalmente eficaz. O foco
da terapia na EM estd concentrado no uso de agentes imunomoduladores como a
ciclofosfamida e o IFN-B (TILBERY et al., 2000b; TILBERY et al., 2000a; NEUHAUS;
ARCHELOS; HARTUNG, 2003). A ciclofosfamida interfere na sintese e funcdo do DNA e
parece alterar o perfil da resposta imunoldgica na EM reduzindo a producédo de interleucinas
(TAKASHIMA et al., 1998). A utilizacdo crbnica pode levar ao desenvolvimento de
neoplasias e suscetibilidade a infec¢bes (SCHLUEP; BOGOUSSLAVSKY, 1997). Em
relacdo ao IFN-B, acredita-se que este tenha um efeito inibitério sobre a proliferacdo
linfocitaria e que desvie a producdo de citocinas na direcdo de um perfil anti-inflamatorio e
reduza a migracdo das células T (YONG et al., 1998).

A imunossupressdo e reducdo de células T ativadas sdo o foco das terapias, pois
quando alcancam o SNC reconhecem antigenos especificos presentes nos astrocitos, ou
células da microglia, e sdo desta maneira reativada produzindo mediadores pré-inflamatorios
que levam a desmielinizacdo. No entanto, relatos do uso destes farmacos mostraram efeitos
colaterais como nefrotoxicidade e neurotoxicidade (SMITH; FRANKLIN, 2001; RUIZ-
PENA,; IZQUIERDO-AYUSO, 2002; ROSENDAL et al., 2005).

A metilprednisolona intravenosa (MPIV) seguida de prednisona constituem a primeira
escolha para o tratamento dos surtos devido a facilidade de obtencédo e a reducdo dos custos.
No entanto os resultados e o beneficio ainda ndo sdo totalmente eficazes (BARNES et al.,
1997; SELLEBJERG et al., 1998; SHARRACK et al., 2000). Além disso, o tratamento
crénico com prednisona oral é contra-indicado, pois ndo altera a progressdo neurolégica ou o

namero de surtos e pode contribuir para a piora do quadro (MILLAR et al., 1967).

1.11 Justificativa

Tendo em vista que a EM é uma doenca que ndo possui cura, e que 0s tratamentos
convencionais ndo oferecem uma resposta imediata totalmente satisfatoria, € de vital

importancia que o meio cientifico busque evidéncias de novos agentes que contribuam na
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qualidade de vida e no controle dos surtos nestes pacientes. A neuroinflamacdo e a
desmielinizacdo sdo condi¢Bes patologicas de significativa prevaléncia e morbidade, e
promovem uma disfuncdo encefélica que resulta na incapacitacdo destes pacientes. Dentre
estes destacam-se uma série de desabilidades motoras, piora da cognicdo, ansiedade e
depressdo (MINA et al., 2014; SCHWALM et al., 2014).

Na farmacologia existente, € comum 0 uso de monoterapias para o tratamento da
desmielinizacdo e neurodegeneracdo. Talvez, esta possa ndo ser considerada a forma mais
eficaz para resolver a heterogeneidade e complexidade da desmielinizacdo ou mesmo o
desenvolvimento de um processo de inflamagdo do sistema nervoso. A este respeito,
nutracéuticos ou fitonutrientes podem ser destinados para tratar simultaneamente diferentes
alvos terapéuticos, com o minimo de efeitos adversos possiveis e ainda representar uma
terapia coadjuvante que potencialize a monoterapia classica com uso de farmacos.

Um recente achado mostrou evidéncias promissoras fazendo a associacdo entre as
antocianinas e a capacidade de mielinizacdo de células. Conforme apresentado por Stetter e
colaboradores (2013) ingredientes presentes no vinho tinto, dente eles as antocianinas, foram
capazes de promover a mielinizacdo in vitro usando um modelo para SNP (STETTNER et al.,
2013). Neste mesmo estudo, houve um aumento no contetdo de mielina bem como no
namero de células de Schawn e de internodos quando adicionado os ingredientes do vinho.
Embora os mecanismos de acdo das antocianinas ndo estejam bem definidos, as evidéncias
sobre este fitonutriente o tornam um importante agente terapéutico que merece ser
investigado. Tomando posse deste conceito, 0 presente estudo teve o propdsito de criar uma
estreita interagdo entre o consumo de antocianinas, um fitonutriente presente na dieta, e 0s
efeitos deletérios que a neuroinflamac&o e a desmielinizagdo sdo capazes de causar no sistema
nervoso de roedores. Desta forma, neste estudo foi investigado o efeito protetor das
antocianinas diante dos efeitos deletérios em modelos experimentais que mimetizam
processos patoldgicos encontrados na EM. Através deste estudo, espera-se encontrar
evidéncias de que as antocianinas possam atuar como um composto bioativo coadjuvante

contra processos inflamatorios e desmielinizantes observados na EM.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar um possivel efeito protetor das antocianinas sobre parametros

comportamentais, morfoldgicos, neuroquimicos e inflamatorios em modelos experimentais de

neuroinflamac&o e desmielinizagdo em roedores.

2.2 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Verificar a capacidade das antocianinas em neutralizar espécies reativas em modelos
de inducéo de estresse oxidativo e nitrosativo in vitro.

Verificar o efeito protetor das antocianinas sobre marcadores pro-inflamatérios e de
estresse oxidativo e nitrosativo em um modelo experimental de neuroinflamacéo e de
desmielinizacdo em roedores.

Investigar alteragdes morfoldgicas nas populacdes neuronais no encéfalo de roedores
tratados com antocianinas e submetidos a neuroinflamacdo ou desmielinizacéo
experimental.

Investigar a presenca de infiltrados inflamatorios no encéfalo de roedores tratados com
antocianinas e submetidos a neuroinflamac&o ou desmielinizagéo experimental.
Investigar a atividade da enzima Na*,K*-ATPase e Ca**-ATPase em roedores tratados
com antocianinas e submetidos a neuroinflamacgéo ou desmielinizagdo experimental.
Verificar, através de estudos histoquimicos, se as antocianinas previnem a
desmielinizagdo induzida pelo brometo de etido na ponte de ratos.

Verificar através de estudos imunohistoquimicos se as antocianinas reduzem a
imunonoreatividade microglial induzida pelo lipopolissacarideo no hipocampo de
camundongos.

Verificar se as antocianinas protegem a memoria de camundongos submetidos a

neuroinflamacédo experimental induzida por lipopolissacarideo.






RESULTADOS
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Abstract

Theaim ofthis study wasto investigate the protective effect of ant hocyanins (ANT) on oxidative and inflammatory parameters, as well as ion pump activities,in the
pons of rats experimentally demyelinated wit hethidium bromide (EB). Ratsweredivided in six groups: contml, ANT 30 mgbg, ANT 100 mig/ kg, EB (0.1%), EB plus ANT
30 mgdkg and EB plus ANT 100 mg/kg. The EB cigern pons injection occurred on the fird day. Onday 7, there was apeak in the demyelination. During the 7 days, the
animals were treated once per day with vehicle or ANT. It was observed that demyelination reduced Na' K" -ATPase and Ca**-ATPase activities and increased 4-
hydmxynonenal, malondialdehyde, protein carbonyl and NOzphus NOg levels. In addition, a depletion of glutathione reduced level nonprotein thiol content and a
decrease in superoxide dismutase adtivity were also seen. The dose of 100 mg/ kg showed a better dose—respanse to the protective effects. The demyelination did not
affect the neuronal viability but did increase the inflammatory infiltrate (myeloperoxid ase activity ) followeed by an elevation in interleukin (1L)- 17, IL-6, tumor nec mosis
factor-e and interferon-vlevels. ANT promoted a reduc tion in cellularinfiltmation and proinflammatory mediators. Furthermone, ANT restored the levelsof1L- 10, Luxol
fast blue stainingeonfirmed the lossof myelin in the EB group and the protec tive effect of ANT 100 mg/kg. In conclusion, this study was the first to show that ANT are able
to mstore ion pump adivities and protect cellular components against the inflammatory and oxidative damages induced by demyelination.

@ 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keyvwords: Anthocyaning; ATPases; Ethidium bromide; Multiple sclerasis; Neuroinflammation; Oxidative stress

1. Introduction the death of oligodendrocytes lead to the impaired neuror ans mission
of axons because the myelin sheath permits that the conduction of a

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of nervous impulse occurs quickly and efficiently by nervous cells [3-5].

the nervous system that predominately affects young adults, and
the degeneration of demyelinated axons is a major cause of the
irreversible neurological decline in MS [1,2]. The loss of myelin and
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Furthermore, demyelination increases the axon's susceptibility to
oxidative stress and inflammatory damage because myelin also plays
an important role in axonal protedtion |6,7].

Ma* K*-ATPase and Ca®*-ATPase are enzymes extensively stud-
ied for their roles as maintainers of elecrolyte and fluid balance
gradients in all mammals. Na*,K*-ATPase uses the energy from
adenosine triphosphate (ATP) hyd rolysis to the vectorial transport of
Na* and K* across the plasma membrane |8,9). This creates an
electrochemical gradient and maintains the membrane potental,
which isessential for depolarization and the transmission of electrical
impulses by axons and contributes to the uptake of Na™*-dependent
molecules [10-12). Ca®**-ATPase also displays ATP-dependent
activity, and its role is to regulate intracellular Ca®* (iCa®*")
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concentrations. This enzyme confributes to the signaling pathways
triggered by this second messenger and protects cells from excito-
toxic damage mediated by elevated iCa® levels |13,14). Evidence
from the literature supports a decrease in both the activity and the
expression of these enzymes in the development of axonal loss and
MS [15-17].

The traditional therapies for M5 cannot effectively prevent the
chronic and irreversible progression of this disease, and the discovery
of therapeutic agents that prevent the destudion of the myelin
sheaths or accelerate the process of remyelination and repair tissue
has become indispensable. The use of phytonutrients for the
prevention andfor treatment of neurodegenerative diseases has
been widely investgated in identfying natural compounds that act
as coadjuvant reatments for these diseases |18-20] Phytonutrients
that have antioxidant and anti-inflammatory properties have major
therapeutic potental because these factors have an important role in
the development of 2 number of neurod egener ative disorders, such as
Alzheimer's disease and MS |21-23].

Anthocyanins (ANT) are phytonutrients that have phenolic groups
in their structure and have been widely studied due to the antoxidant
and neuroprotective properties |24-26). It has been shown that ANT
are effective scavengers of reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen species [27,28]; ANT are capable of restoring ATP levels in
maodels that lead to the depletion of energy |29] and suppress the
migration of immune cells and the production of proinflammatory
cytokines |30-32]. In addition, it has recently been reported that wine
compounds, including ANT, promoted myelinaton in an in vitro
mouse model of the peripheral nerve system [33].

Although the mechanisms of action of ANT are not well defined,
investigating the properties of this phytonutrient is of great significance
because it is a natural compound found in fruits and vegetables and is
present in the human diet in many countries. Moreover, studies from
our grouphave shown that other natural antioxidants posse ss beneficial
effects on demyelination ind uced by ethidium bromide (EB) in rats
| 34-37). Considering that MS is aninflammatory demyelinating disease
accompanied by excitotoxic events that lead to an impairment in
neurotransmission and the production of ROS and proinflammatory
mediators, we investigated whether ANT are able to prevent the
deleterious effects induced by demyelination in the pons in rats.

2. Materials and methods
2.1, Chemdoals

5,5 -di thio-bts-2-nitrobenzaic ackd (DTNE) ; BB, malond laldehyde tetrabutylammaonium
aalt (MDA); 2-thicharbingic aod [ TBA), epinephrine bitarrae sl reduced -glutatdone;
ouahai nocthyd rate; ade nosine triphosphaie disod hwm salt hyd rate; vanadiwm (1) dilor ide;
sulfailamide; N-{1-naphthyl) etidenediamine dihydrochlonde; acemnimile; Coomassie
brilllant blue G; 335 5-teramethylbenzidine; 4-nimophenyl-N-aetyH- n-glumsaminide
and ghycine were obtained flom Sigma-Aldrich Chemical Co (St Louls MO USAL
Commercal kits for inerledkin (IL-1R 116 1L-10, tumor pecrosis fotor (THF) - and
interferon | IFN -y were purchased from eBIOSCIENCE | San Diego, CA, LBA). Commercial kit
for 4-hydrox ynonenal | HNE-His) was purchased from Cell Blolabs, Inc_ [ San Diego, CA USAL
For te histologicd procedures, paraffin, formakdelyde. ethanol acetc ackd, xvial and
hematmylin-eosin were obtained from Merd: [ Ro de | aeiro, Bragl ) Creayd violet aetate
andd Luxol fast blue (LFB) were obtained flom Sigma-Aldrich Chemicl Co. (St Lows MO
U5A) Anthocyanins were extraced and purified from grape skin and were commerdally
vailable from Christlan Hansen A S | Cod. na. ACT2-RWSF). This product is soluble inwater
and ethanol ACIZZRWSP has =15E total ANT content. among which ae mahvidin3-
glucoside, peonidin-3-glumaide. cyanidin- 3-glucosi de. del phidin-3-glucoside. perunddin-3-
glucoside. pelargonidin-3-gluceside and peonidin-3-glumside a5 dermined by high-
peerformandce |iquid dvomamgraphy. All other reagents used in the experiments were of
anatytical grade and of highest purity.

22, Animak

Male Wistar rats (3 months old ) welghing 300-350 g were used in the study. The
animals were maintained in the Central Animal House of the Federal University of
Santa Maria in colony cages at an ambdent temperature of 23°C42°C and relative
humidity of 45%-55% with 12-h light/dark cycles. The animals had free access to a

standard rodent pellet diet and water ad Ubiim All proedures were @amed out
according to the Mational | nsti twtes of Health's Guide for the Care and Use of Labor atory
Andmals and the Brazilian Sodety for Neurosclence and Behavior's recommenda tions
for andmal care. This work was approved by the ethical committee of the Federal
University of Santa Maria (protocol number 23081 005468/2011-13 1

23, In vitro expeninments

23.1. Inductian of oxidative/nitrosative stress in pans homaogenate

The pons wis dissectad and homogenizd in 10mM Tris-HCL pH 7.4, 0n e Then, the
homaogenate was enirifuged at 800g for 10 min at4°C Thesupematant was ool lected and
wsed for the in vitro experiments. The proednanentwas ad| wed between 1.5 and 2 mgiml
The homogenate was incubated in the dark for 1 hat 37°Cwith 1 mM sodium nitroprsside
[SNP) or 4 mM hydrogen peroxide (HaDo) in the presence of absence of ANT
[range, 1-100 pgiml). After incubation, the reaction medium was used for the
analysis of MDA, protein carbonyl and nitrate plus ndtrite content.

23.2 Reducton of 22-diphenyl-1-plerithidraril (DPPH)

The antoxidant activity {radical scavenging activity) was measured wsing the
stable DIFH radial as previously described |38]. Quercetin (Sigma Aldrich, purity
G99%) was used a5 a pasitive control Each tested extract (2.5 ml) at various
conEntrations | 1-150pg/mil ) in methanol was mixed with 1.0 mlof DFFH (0.3 md in
95E ethanol). The absorbance was mexsured at 518 nm | SPECTRO UVAIS, QUIMIES )
after 30 min The concentration of DFPFH was calculated using the fallowing equation:

DPPH scavenger effect = |Abs antrol—Abs sample/Abs control] = 100,

24. Experimeninl protocol

24.1. Surgical proedure

Torthesurgical procedure. the rats were anesthetized with 4% sofluranein 1008 O, and
the anesthesla was maintained during the surgery with 1.5%-25% soflurane breathing
S via facemask After the frontal-par eal-oocipial area was shaved, antisepsis
with 2% lodine solution was camied out Wit the ald of a reaf moor for orthodonge use and
drill number 2, a hol ewas made 085 om to the nightof the bregma il the duramater was
expased. With the use of a Hamilton syringe with a removable neadle of 26 caliber, the
solutions were injected in the cli®ern pons (basall which & an enlargement of the
subarachnoid space onthe ventral surfsceof the pons Ten microliters of 1% EBwas injected
i thee andmals in the BB EB plus ANT30 and BB plus ANT1 00 groups, and thesame volumeof
0.9% sal inesolutonwas injected inthe anim.als from the ontral, ANT30 and ANTI00 groups.
The duramaier was keftopen, and the skin, together with the remainder of the suboutane ous
e, was sutured with a 4.0 nylon thread In all teatments studied. 10 animals from eady
group were axcrificed 7 days afver the surgical procedure, which consisted of boflurane
anesthesia admintstration, and the pons and the blood were colleaed for the subsequent
bioche mical assays and hismlogial analyses. This experimental promaol was developed in
thesurgical blodk at the Veterinary Hospital of the Federal Undversity of SantaMaria and has
been standardized by our group based on previousty published sudies [3433-43].

24.2 Experimental demypelinadan vith B

The experimental model of demyelination employed in this study was based on the
gliomxdc propertes of B that induce primary demyelination on te destruction of glial
cells, especially oligodendrocytes and astrocytes |44.45]. The demyel ination caused by EB
i the pons of rats was previously establ ished by our research group |40 4446 The pons
acts inthe commundcation between the central neryous system | ON5) and the peripheral
nervous system and plays an important role in motor funcons. This structure has the
fourth highest incidence of demyelination in M35 [286%), which ako affecs ather
structures rich in myelin such as the aptic nerve and the spinal cord |47 48| Given that
these strudures are more susceptible to demyelination. the most frequent dindeal
manifestations in ind viduals with M3 are burred vision and motor impalmment. Based on
this evidence, the pons was the target structure chosen for this study.

243 Treamment

Injections of EB [0.1% saline, 10 pl) into the cisem pons [basal) induce
demyelination lesions that compromise one third to one half of the pons [45)
Degenerative kesions in xstrocytes and oligodendrocytes appear after 72 h of i nduction
|45.46]. Demyelinated axons appear after the sixth day of injecton, and the peak of
demyelinationacours at 7 days postinjection. The rats were treated by gavage with ANT
130 and 100mgkg body welght) during this period {approximately 10 am_) The dee
of ANT was chosen on the bask of protocols developed by our group [data not
published) and previous studies that indicated newroprotection [29.43-51] The
contral groups recelved anly vehicle | 2-mil kg daily gavage of saline for 7 days).

The Wistar rats were randomly distributed into six groups {10 andmals per group):
contral, ANT 30 mg kg, ANT 100 mg'kg EB EB plus ANT30mg'kg and EB plus ANT 100
mgkg ANT and EB were dissolvad in saline.

25, Histopathological azsessment

Perfusion and fixation of the brain were performed through transcardiac perfusion
with 4% paraformaldehyde (in 09% sodium chloride and 4% sucrose from
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Sigma-Aldrich, Brazil), a5 previously described |52,53). Frozen brains were sactioned
[30um coronal sections) wsing a oryostat Leica CM1850 (Leica Microsiste mas,
German)l and the sections were mounted on slides mated with Z¥ gelatin plus
008% chromalin {chromium and potaxssium sulfate, from Sigma-Aldrich, Brazil),
allowed to dry at room temperature and stored at —20°C untl use The newonal
marphalogy in hippocampal secions was evaluated by cresyl violet staining of Missl
bodies, a8 previously described |54]. Briefly, the sections were incubated for 10 min
with aresyl violet solution {055 in acetate buffer). The sections were then washed
twice with acetate buffer, twice in 100% ethanol cleared with xylene and mounted
with DI medium (5 gma-aldrich, Brazil).

The pons @udal specimen was fixed in 4% paraformaldehyde and embedded with
paraffin, and secions approxd mately 5 pm thick were excised, followed by he mareoin
and eosin | H&E) for morphalogy and a Kluver-Barrera method for myelin staining In
the Kluver-Barrera technique, LFE was used to stain the mye linated axons |55)

26. Sample prepararion for blochemical parameiers

The animals werne anesthetized and then euthanized, and the blood was collected
by cardiac puncture. The brain was removed, and the pons was separated. Next, the
peons wias placed ina solution of 10mM Tris-HC and 00 mMEDTA, pH 74, an joe. The
brain structure was homaogendzed in a glass potter in Tris-HC solution [56) An aliquot
of the homogenate was separated. After centrifugation ar 1500g ar 4°C for 15 min,
aliquots of the supernatant were stored at —80°C until the blochemical analyses. The
collected blood was centrifuged at 3500 mpm for 10 min to obtain the serum.

27, Enzymabic asays

27.1, Detenmdnagan of Na* K -AThaze and Gt -ATRse aaivity in the pors

Na®™ K™ -ATPase sctivity was meswred in he pons supematant a5 previously deson bed
157] withim inor maodi ficat ons | 58). Briefly, the sy medium consl sted of [ inmM) 30 Tris-
HO baffer (pH7AL00 EFTA, 50 MCLS KO 6 MgCly and 100 pg of protein in the presence ar
absence of ouabain (4 mM) ina final volume of 200 pl The reaction was started by the
addition of ATP o a final concentration of 3 mM. After 30 min 3t 37°C. the reacton was
stopped by the additon of 50l of SEE [wy'v) TOA Saturating substrate ancentations were
s, and the reaction was linear with protein and time. Appropriate controls were included
in the assxys for the nonenzymatic hyd nolys is of ATF. The amaountof inorgand c phos phate | 1)
relexsed was quantified mloimetrially, a5 previoushy described |59). using KH POy a5 the
reference sandand The absorbande was mexsured at 630 nm. The spadfic Na© K- ATrase
activity was abculated by subtracting the ouwsbain-insensitive activity from the overall
activity (in the absence of ousbain) and was expressed in nmal of Pi/mg of proed n/min

Ca*-ATPase activity was measured in the pons supematant x5 previously
desaribed |6)] with minor modifications |61 Briefly, the asay medium conststed of
{in mM ) 30 Tris-HCl buffer (pH 741 @1 EGTA & MgClh and 100 pg of protein in the
presence of sbaence of 0.4 CaCly in a final volume of 200l The reaction was started by
the additian of ATP to a final concentration of 3 mM_ After 60 min at 37°C,. the reaction
was stopped by the additon of 50 pl of S0 [wiv) TCA Saturating substrate
concentrations were used, and the reaction was linear with protein and time
Appropriste controls were included in the assays for the nonenzymatic hydrolysts of
ATFE. The amount of P released was quantified colorimetr cally. as previously described
|59 . wsing KH, P, as the reference standard. The absorba nee was mexsured at 630 nm
The Ca**-ATPase activity was determined by subtracting the activity measured in the
presence of C&# * from that determined in the abse nce of Ca* * {no added Ca®* plus 1
mM EGTA) and was expressed in nmal of P /mg of protein/min.

272, Determinafon of superondde dismutase {S0D) actvity

The SO0 activity was assessed in the pons homogenate The method was hased an
the reacrion autoxddation adrenaline to adenadrome. The intermediate in this reaction
s superaxide, which is scavenged by 30D, The results we re expressed as the U 500vmg
of protein. One 300 unit was defined &5 the enzyme amount necessary to cause SO%
inhd bl thon of adrenaline awoxidation &)

28, Quantfradon of oxldarive stress bomankers

28.1. Markers of lpd peroxddarian

Markers of lipid peroxidation in rat pons were determined by quantification of
HNE-HE and MDA levels. HNE-His was detected by immunoassay sccording to the
instructions of the supplier (Cell Blolabs Inc), and MDA levels were meaxsured by
thicbarbituric acid reactive spedes method. The mntents of MDA levels were obtained
from the pons homogenate by methods described previously [63] with a few
madificarions [64]. In shor, the reaction mboure contained 200 pl of pons homagenate
of standand {MDAOO3 mM L 200 pl of 8.1% sodium dodecylsulfae (S05), 750 of acetic
acklsolution (2.5 M HCLpH 35 and 750 pl of 0.8% TBA_The mixtures wereheaed at 95°C
for 90 min. After centrifugation at 170dg for 5 min, the absorbance was measured at 532
i The MDA gssue levels were expressed as pmaol MDA'mg of protein.

282, Asay of NOplis Ny {NOx)

For NOx determination. an aliquot was homagenized [1:1) In 200 mM ZnuS04 and
acetonitrile. The homogenate was then entrifuged at 16,0008 for 30 min at4°C. and the
supematant was separated for the analysts of NOx @ntent a5 previously described [65].

Nitrite and nitrate 5ol utkons were used as the reference standards. NOX concentrations
were determined by the absorbance at 570nm and were e pressed a5 pm ol g of protein.

28.3 Carbonyl proteins

Mexurement of total carbomyd conent was deermined by the method described
by Yanetal (1995) 66| and adaped for brain gssue by Oliveira etal (2004) |67 | Briefly. pons
homogenates were adjused 1oL mg'ml of proin inesch sample, and 5004 aliquaots were
mixed with @1 ml 2 4-dinitrophenyihydrazine (DNPH, 10 mM) or 01 mi HC (2 M) Afer
incubation at room temperatere for 1 hin 2 dark ensdronment, 250 pl of denaturing buffer
{150 mM of sodium phosphate buffer, pH 6.8 contining 3% 5D5), 1 ml heptane [99.5%)
and 1 ml ethanol (9.8 %) were added sequent ally and mixed under vortex agitation for
405 and cenmifuged for 15 min Afterwards, protein isolated from the interface was
washed rwice with 1 ml ethyl scetatejethanol 1:1 {wv) and suspended in 500 pl ml of
denaturing buffer. Esch DNPH sample was read at 370 nm in 2 Himdd U-200
spectrophotometer against the comes ponding HO sample [blank | and total crbonylation
wixs cabrulatad using a molar exrinction coeffident of 22 000 M~ 'em ", 25 desaribed by
Levine et al (1990 |68

28,4 Nongroln thials (NFSH)

Tissue NPSH were determined as previously described |69) Briefly, the
supernatant was diluted (1:1) with 10% TCA, hamogenized and centrifuged at 2000g
for 10 min Subsequently. the supematant was incubated with 10 mM DTNE in a final
volume of 2 ml, and the absorbance wasread at 412 nm. A cysteine solution wasused
a5 the reference standarnd. NPSH were expressed as pmol SHimg of tssue

28,5 Glutathione reduced level {GSH)

G5H was determined in the pons supematant as previously desaribad |6 Alkguots of
the supematant adjused ta 1 mgimil of protein conent (00 mi) were added to a phosphate
bufier 300 mb (185 mi) pH7 A, and theresct on was read ar412 nm afver the addition of
10 mM INE {005 mi L The resul ts were expre ssed a5 pmoal of GSH'mg of protein.

29, Flochemical parameters

Alanine aminotransferase [ALT) and asparate aminotransferase (AST) acivities
and creatine and urea levelswere measured in the serum in a semiautomatic analyzer
[ TP Analyzer Plus, Thermoplate, China ) using commercial kits | Labtest D4 agndstica 5.4
Lagoa Santa, MG, Brazil). All tests were camried out in triplicate.

270 Inflanumatory cyrokines

The cytokine quant ficati on in the pons was ssessed by enzyme-linked immmenssor-
bent assxy [ELISA) using commerclal kits far 11-18, -6 IL-10, THF- and 1Ny
| eB OSCIENCE 5an Diego, CA,USA L acoording o the manufacnrers instructions. Briefly,
G-wel |l micropla s were sensitized with the primary antibody at room & mperature for
30min. and then the sample was added and inoubated {37°Cfor 30 min) After washing,
the semndary antbody conjugated with peraidase was added and incubamd The
presence and congentration of the cytokines weredetermined by the intensity of the mlor
measured by spectrometry in a miao EISA reader. We determined the intrazsay and
interassay cosffidents of varation as follows: IL-10 {545 and 59%).1L-6 (565 and 5851
IL-10 {535 and 5.7, TNF-x {5.4% and 5.95) and IFN-+ {478 and 5.28).

211, Leukocyte infilmaton markers

To estimate the inflammatory cell infilration in the pons the samples were
collected, and the activites of myeloperoxidase [MPO) and N-acety 2 -o-glucosami-
nidase [NAGase), which are markers of neutrophil and macrophage infilration,
respectively, were determined [70-72]. First, the samples were homogenized in Tris-
HCl buffer {10 mM, pH 7.4) and EDTA {01 mM) containing Q5% hexadacyl trimethy-
Fammonium bromide and centrifuged at 160008 a1 4°C for 20 min; the supernatant
was then collected. For the MPO activity measurement, 103 of supernatant was added
10 200l of acetate buffer { 200 mM, pH 5.4) and 20l of 3355 tetramethylbenzidine
{184 mM ) in a 96-well plate and incubated at 37°C for 3min in dupli@te Tastop the
reaction the microplates were incubated in an ice bath, and 30 pl of acetic ackd was
added. The color formed was assesed at 630 nm.

For the mexswement of NAGase acthity, 25 pl of the supematant was incubated
with 25 pil of 4-nd tropheny -N-a e o f-o-glucosamindde (22408 ) and 100 pl of citrate
buffer (S0mM, pH 45) at 37°Cfor 1 b After incubation. 100 of ghydne buffer (0.2 mM,
pH104) was added to stop the reaction and to allow for the development of color; [ Twas
measured at 405 nm.

The absorbance of all reactions was measured in a Fisher Blotech Microkinetics
Reader BT 2000 microplate reader. The values are expressed as the optical densithes
corrected for the protein content

212 Pratein detemnarion

Protein was mexsured by the Coomassie blue methad |73 ] using bovine serum
albumin as the standard.
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213 Srattsrical analysis

Stattstical analysis of tests was carried out by one- o two-way analyss of van ance
[ANOVA L P05 was considered to represent a significant difference inall experiments
All data were expressed &5 the mean+5EM.

3. Results
3.1, Antioxidant properties of ANT in vitro

Fig. 1 shows the different experiments performed with the pons
homogenate to test the antioxidant capacity of ANT in a range
between 1 and 100 pg/ml. First, Fig 1A shows a general representa-
tion of the chemical structure of ANT. Next, the capacity of ANT on the
DPPH reduction and the effective concentration to reduce 50% of
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DPPH (ECsa) were investigated. The DPPH test is widely used in
studies of reactions that involve free radicals where its main function
is to act as a colorimetric reagent to verify antioxidant compounds. In
this experiment, it was shown that the ANT had an ECqg of 24 pg/ml,
which was a lower antioxidant capadty compared with the standard
quercetin that showed an ECsy of 3 pg/ml (Fig. 1B). Thus, the
reduction of DPPH indicates that ANT can act asscavengers of reactive
species. Dur next step was to test their antioxidant abilities on the
content of MDA, protein carbonyl and MOx levels in the pons
homogenate subjected o oxidatve stress by Hy0y or nitrosative
stress by SNP. As seen in Fig. 1C and D, the 30- and 100-ug/ml
concentrations of ANT were able to protect the pons homogenate
from the lipid peroxidation induced by SNP (Fs, 24=18.36, P<0001,
Fig. 1C) and H50; |F; 5,=63.49, P< 0001, Fig. 1D). The damage to the
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Fig 1. Antlaxidant effects of ANT in vitro. [A) General chemical strucure of ANT. (B) Properties of ANT @) and quercetin [positive contral. ©) on the DPPH reduction [n=4)
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content protein was induced by Hz0z, and the NOx production was
induced by SNP. Fig. 1C shows that only 100 pg/ml was able to protect
the protein content of the oxidative damage caused by Hz0: (Fr, 24=
12.84, P<,0001, Fig. 1D}, whereas in Fig. 1E, both the 30- and 100-ug/ml
concentrations of AMT were able to protect the increase in NOx induced
by NP5 (F;, 54=34.43, P<0001, Fig. 1D). SNP and H0;, are widely used
to test the antioxidant capadry of compounds in vicro,

3.2 ANT restore the redox stare and reduce oxidative damage induced by
demydination in the pons of rats

Fig. 2 shows the HNE-His, MDA, protein carbonyl, MOx MPSH and
GSH levels and the SOD activity inthe pons of rats demyelinated with
EB and treated with ANT 30 and 100 mg/kg. It can be seen that the
demyelination induced by EB inaeased HMNE-His (Fs s=24120,
P=001, Fig. 2A), MDA (F; 34=12.65, P<01, Fig. 2B), carbonyl protein
(Fs3a=48.690, P=<.001, Fig. 2C) and NOx levels [Fs34=9339, P<.001,
Fig. 2D} in the pons. In addition, treatments with ANT 30and 100 mg'kg
did not alter the levels of these parameters per s¢ and were able o
prevent the increase in HNE-His (Fa3;=15.270, P<001, Fig. 24), MDA
(Fr33=4.018, P<.05, Fig. 2B), protein carbony] (Fz3:=39.390, P<001,
Fig. 2C) and MNOx levels (F3:=14.26, P<001, Fig 2D) induced by
experimental demyelination. Additionally, it was alko observed that

experimental demyelination reduced the contentof NPSH | Fs22=11.31,
P<0001, Fig. 2E) and GSH (F; 53 =8.277, P<0001, Fig. 2F), and only the
dose of 100 mg, kg was able to prevent these reductions inNPSH(F; 2=
5425, P<05, Fig. 2E) and GSH levels (F ,,=10.89, P<05, Fig. 2F)
induced by EB. The experimental demyelination also reduced 50D
activity ( Fs35=5453, <105, Ag. 2G), and both doses of ANT were able o
prevent the reduction in the activity of this enzyme in the EB group
(Fy 52 =3.570, P<05, Fig. 2G).

3.3 ANT prevent the impairment of Na* K*-ATPase and Ca®*-ATPase
activities in animals experimentally demyelinated and the correlation
between ionic pump actvity and oxidative sress markers in the

EB group

In Fig. 3, we investigated whether demyelinaton impairs the
activity of the key enzymes involved in regulating synaptic trans mis-
sion and ionic gradients in neurons. Thus, the total ATPase (A),
Ma* K*-ATPase (B) and Ca** -ATPase (C) activities in the pons of rats
experimentally demyelinated with EB and treated with ANT were
investigated. The enzymatic assay for the total ATPase showed that
ANT 30 and 100 mg/kg did not alter the ATPase activites. [t was also
observed that the experimental demyelination reduced the total
ATPase activity by approximately 28% (Fs15=3.210, P<05, Fig. 3B),
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and treatment with ANT did not prevent the reduction in the overall
ATPase. The experimenial demyelination decreased the Na* K* -ATPase
(#44%) (Fs29=5.285, P<01, Fig. 3C) and Ca**-ATPase (40%) (Fizs=
7.032, P<N, Fig 3D) activities. Treatrent with ANT at a dose of 100 mgkg

prevented the reductionof the Na* K*-ATPase (F, ,=3677,P<01, Fig. 3C)
and Ca**-ATPase (Fyn=4/035, P05, Fig. 3D) activities,

Since we found a reduction in the activity of the Ma* K" -ATPase
and Ca®*-ATPase enzymes and increased levels of oxidative stress
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markers, the next step was to investigate a possible correlation
between the ion pump activides with MDA, protein carbonyl and HOx
levels in the ponsof rats experimentally demyelinated | Fig. 5). Fig. 3E,
F and G shows a negative correlation between Ma™K*-ATPase
activity with MDA [Pearson r: —093, P<01), protein carbonyl
{Pearson r: —0938, P<.01) and NOx levels (Pearson r: —0.805,
P=.05). However, the activity of the Ca®*-ATPase enzyme
demonsirated a negative correlaton only with the MDA level
{Pearson r: —0.943, P<01; Fig. 3H). No significant difference was
olserved for the correlations between Ca®t-ATPase and protein
carbonyl (Fig. 31) and MOx (Fig 3]) levels. These findings show a
correlation between the decreases in the activity of these enzymes
and the increase in markers of oxidative damage.

34 ANT restore interleukin levels and TNF-o¢ and INF-y nduced by
experimental demyelination in the pons of rats and reduce the
inflammatory cell infilration markers

Fig. 4 shows the levels of inflammatory markers in the animals
experimentally demyelinated with EB and treated with ANT. The
experimental demyelination increased the IL-1 content, and the 30-
and 100-mg'kg treatments were able to reduce the increase of IL- 1
(F232=180.95, P<.001, Fig. 4A). The same effect was observed for IL-6

levels (F:s2=7084, P<001, Fig. 4B). Fig 4C shows that the
experimental demyelination reduced the IL-10 content, an important
anti-inflammatory molecule. Treatment with ANT at both doses
prevented the reduction in the IL-10level in the EB group (F; =888,
P= 001, Fig. 4C). In addition, ANT 100 mg'kg reduced IL- 13, and ANT
30 and 100 mg,/kg promoted an increase in IL-10. It can be seen that
the experimental demyelination promoted an increase in the INF-y
and TNF-ai levels. The ANT doses of 30 and 100 mg/kg were able to
prevent the increase of INF-+ | Fre: =492, P<05, Fig. 4D) and TNF-x
(F3 5=165.70, P<05, Fig 4E) in the pons of rats experimentally
demyelinated. Furthermore, ANT 100 mg/kg reduced the levels of
INF=~y and TNF-ox.

Maoreover, the demyelination induced by EB increased the MPO
activity, and ANT doses of 30 and 100 mg/kg were able to prevent this
effect (Frzy=3.582, P<035, Fig. 4G). No significant difference was
observed in the activity of MAGase in the pons of rats (F.q=0620,
P<05, Fig. 4F).

35 ANT prevent morpholegical alterations in neurons and infilrated
inflammatory cells in EB-induced demyelination

The histological analysis of the pons caudal sections of the rats
treated 7 days after the injection of EB rewealed that ANT ( 100 mg/kg)

200, 180+
= 1§h A il [ 15 c *
i m; # 'E T2 e £
- e L
] a
v * - & == w e |
= ”'ﬂhﬁ& | N ol % F- -]
R nu 408 0 30 100 no WwooHwe 0 30 00
ANT [mgikg) ANT [mg/kg) ANT {mg/kg)
EB (0.1%) EB (0.1%) EB (0.1%)
%0 na g
= D * E . E
= ‘ﬁ, & & E‘ 150 o é § §
150 iﬁrﬁ* 2 = #| 88
T A0 * - = _g
Q 30 100 0 30 100 o 30 100 1] 30 100 E
ANT (mglkg) ANT [mglkg) ANT (mgrhg)
EB (0.1%) EB (0.4%) EB (0.1%)
20
E'E' 2.4
50w
%g 121
22 0
“w
1] 30 100 [ 30 100
ANT (mgikg)
EB (0.1%)
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were alsoable to prevent the increase of infiltrated inflammatory cells
upon EB injection by H&E staining (Fig. 5A). In contrast, a complete
decrease in the number of infiltrated inflammatory cells in the
EB-injected rats that were treated daily with ANT30 compared with
EB plus ANT100 was not observed (Fig. 5A). The EB group showed a
marked alteration in the morphology of the neurons but did not show
an impaired neuronal viability by aresyl violet staining of Nissl bodies
(Fig. 5B). In fact, cresyl violet staining of Nissl bodies in the pons
caudal sections was indistinguishable between the control conditions
and the EB-injected rats that were treated daily with ANT30 and
ANT100 (Fig. 5B).

3.6. Effect of ANT on the loss of myelin induced by EB in the pons of rats

The histological analysis of LFB staining showed the mesenceph-
alon, the pons rostral and the caudal sections of the rats treated with
ANT and EB. Fig. 6 shows a marked alteration in the decidual
morphology because a status spongiosus was observed due to the loss
of the myelin sheath (indicated by arrows, EB group). However, ANT
100 mg/kg appears to show a reduction in the spongiform state and
the loss of myelin EB induced (Fig. 6).

3.7. Overview of ANT benefits on the deleterious effects induced by EB
injection in an experimental model of MS

Fig. 7 shows a possible mechanism by which the ANT can protect
structures rich in myelin against demyelinating diseases. We found a
protective effect of ANT on infiltrating inflammatory cells, especially
neutrophils. Furthermore, both a reduction in the release of
proinflammatory cytokines and markers of oxidative stress were
observed. ANT were able to protect the reduction of Na* K" -ATPase
and Ca?*-ATPase activity. The overall result of this study reflects the
real possibility of ANT as a promising candidate for therapeutic use
and the necessity of expanding the studies with ANT in humans. In the
future, the intention would be to use ANT as nutraceuticals for
demyelinating diseases.

3.8. Effect of ANT and EB treatments on the markers of hepatic and renal
damage in the serum of rats

The treatment with effective doses of ANT30 or ANT100 did not
alter the ALT or AST activities or the urea or creatinine levels
compared with the vehicle-treated animals (data not shown).

ANT 30

ANT 100

CONTROL

¥ o

EB

CONTROL

EB

Fig 5. Analysis of the effects of ANT on the alteration in the morphology of neurons triggered by EB and infiltrated inflammatory cells. The rats were treated {0.1%, 10 pl into basal
cistemn) with EB or saline (Q9%, 10 ). The ANT (30and 100mg/kg oral route ) were administered daily starting 2 h before surgery and following 6 days of treatment (A ) H&E staining
showing images from the pons caudal region at 2 magnifiation of the 40« Bladk amow demonstrates the infiltrated inflammatory cells near the retrotrapezoid nucleus (B) Cresyl
violet staining of Nissl bodies in the pons sections from the control, EB and ANT groups at 10 and 40« resolution.
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EB+ANT100 |

|  contrOL || EB

EB+ANT30 ||

Fig. 6. Representative LFB staining sections from the pons region in the EB and ANT groups. The rats were treated with EB (1% 10 pl into basal cistern) or saline. The ANT (30 and
100 mg/'kg.oral route ) were administered daily starting 2 h before surgery and following 6 days of treatment. Images from the first rectangular box at 2 magnification of the 4 and the
second rectangular box de monstrated further magnification at 20« Black armows demonstrate vacuolated nudeoli from axonal fibers giving a spongiform state due tothe Jossof the

myelin sheath.

4. Discussion

Demyelination is a pathological event in the (NS in that it may be
followed by remyelination, a spontaneous regenerative response in
which lost myelin internodes are replaced by new ones; this remyelina-
tion results in the restoration of saltatory conduction and the demyeli-
nation-assodated loss of function [74-76]. EB has been used extensively
inrats as a demyelinating model to assess e ndogenous remye lination [77)
and oligodendrocyte and astrocyte loss, which are hallmarks of an EB
lesion, while the axons remain unaffected |78). It is important to note
that motor deterioration is a major dinical manifestation of MS. In fact,
the use of rats submitted to demyelination allows the translation of
morphelogical and behavioral presentedin MS and contributes to a better
understanding and development of new drugs for this disease. This work
was carried out in order to investigate the deleterious effects of toxic
demyelination induced by EB on the inflammatory and oxidative stress
markers and on the activity of the ion pumps Na*K*-ATPase and
Ca®*-ATPase. Furthermore, this study also investigated the protective
effect of ANT on the morphological, biochemical and inflammatory
changes induced by experimental demyelination in the pons of rats,
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A number of investigators have found that flavonoids, including
some ANT, possess oral bicavailability in rats [79-81] and that they
are able to aross the rat blood-brain barrier [82], which suggests that
these compounds can feasibly have a direct effect on the brain. In the
literature, many studies demonstrate the bicactivity of ANT towards
mammalian cells such as protection against oxidative stress [83],
induction of apoptosis and growth inhibition [84] and changes in
inflammatory response [85). Although such studies are not proof of
the absorption of ANT into cells, they do demonstrate that ANT have
the potential to interact with cells directly. Despite the high water
solubility of ANT, it has been demonstrated that when cells are
exposed to ANT, they do indeed cross the cell membrane and can be
detected in the interior of cells [86).

Despite the fact that there are few studies with diets rich in ANT
in humans, some works stand out for the accuracy of the analyses
and observed effects such as Thomasset et al. (2009) [87.88], who
investigated whether ANT from bilberry cause pharmacodynamic
changes consistent with chemopreventive efficacy and generate
measurable levels of ANT in blood, urine and target tissue. The
extract was administered thrice a day for 7 days at total daily doses of

Fig. 7. Overview of ANT benefits on the deleteriows effects induced by BB injection in an experimental model of MS.
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14, 28 or 56 g. These doses span the dietary dose of ANT in Apc™™
mice (~450 mgkg mouse=~2.6 g per B0-kg human extrapolated by
dose-surface area comparison), which reduced adenoma number by
30% [89].

ANT dietary consumption in some individuals has been esimated
to be up o 200 mg/day, which is higher compared with other
flavonoids (23 mg/day) such as quercetin |81,9091] Recently, we
reported promising results of ANT on the memory deficits and
impairment of energy metabolism and purinergic signaling caused by
intraperitoneal administration of scopolamine |29]. Furthermore, we
also observed that ANT were able to up-regulate the cholinergic
pathway and restore the activity of ionic pumps induced by
sopolamine [92] and intracerebroventricular streptozocin adminis-
tration, which isa model of sporadic dementia for Alzheimer's disease
|93]. Howewver, research focused on the experimental models of MS
have not yet been investigated.

First, we verified through experiments the in vitro antioxidant
properties of ANT. It was observed that ANT were able to prevent an
increase in MDA, protein carbonyl and NOx levels induced by HzO,
and SMP. ANT 30 and 100 pg/ml showed an antioxidant capacity o
different markers of oxidative/nitrosative damage. In addition, we
also investigated the ability of ANT on the DPPH redudion, and its
effective concentration was determined to reduce 50% of DPPH
compared with the sandard quercetin (purity =99%; Fig. 2); it was
also shown that the ANT had an ECs, of 24 pg/ml (Fig. 1),

In the brain, the high content of polyunsaturated fatty acids and
the high utlization of oxygen account for the susceptbility to free
radical damage. Oxidative stress is likely to have an important role in
aging and in the development of a number of neurodegenerative
disorders, such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease and MS
| 94-96]. Because ANT hawe the ability to act as scavengers of reactive
species in vitro, two doses (30 or 100 mg/kg) were chosen o
investigate the neuroprotective effects in animals exposed to EB. First,
we demonstrated that EB promoted an increase in the markers of
oxidative damage, such as HNE-His, MDA, MOx and protein carbonyl
content, and a decrease in GSH and NPSH lewels (Fig. 2). These
findings are consistent with previous studies that showed an increase
in the markers of oxidative damage 36,97, 98] after EB administra-
tion. In addition to these findings, a decrease in SOD activity can be
observed. The protective effect of ANT was also investigated, and the
dose of 100 mg/kg showed a better protective effect compared with
30 mgkg on oxidative stress. Moreover, the preliminary results
lacked a solid biological basis due to the fact that oxidative stress
leads to demyelination or the demyelination process leads to a
warsening of the redox state in the pons of rats experimentally
demyelinated. Oral administration of ANT was able to prevent the
damage inthe lipid and protein content and reduce the consumpton
of GSH and NPSH levels. In addition, ANT restored the activity of S0D,
but they did not show an effect, per se, on 50D activity; however, this
denotes that ANT can operate by preventing the exhaustive
enzymatic activity of 50D in pathologic situations and/or due to the
inactivation caused by the excess of free radicals |99,100]

Studies hawve shown that the reactive species are responsible for
the disturbances in the ion pump activities, namely, Ma ™ K" -ATPase
and Ca®*-ATPase [101,102]. Our results show that the EB reduced the
total ATPase activity, Ma* K™ -ATPase and Ca®*-ATPase (Fig. 3). We
also observed that the 100-mg'kg dose was able to prevent the
declinein the activity of these enzymes. Evidence in the literature has
demonstrated a decrease in both the activity and the expression of
Na®™ K*-ATPase and Ca**-ATPase in the development of neurode-
generative diseases, as well as in M5, due to axonal degeneration and
a reduction in the synaptic terminals | 15-17]. Moreover, the marked
reduction of these ions pumps can occur due to the oxidation of the
SH groups present in its structure, as well as the axidation of the lipid
membranes that lead to a destabilization of the optimal conformation

and ion transport |102,56,103-106). Additionally, we found a
correlation between the decreases in Na‘tK*-ATPase and Ca®t-
ATPase activity and the inaease in markers of oxidative stress (Fig. 3).
It is important to note that demyelination is a complex process, and
we cannot rule out that the signaling pathways regulating the Na* -
K*-ATPase and Ca** -ATPase activities through the protein kinases or
the phosphorylation of amino acid residues are one of the mecha-
nisms that modulate the catalytic adivity of Ma*K*-ATPase and
Ca®"-ATPase |58,107). For this reason, enzymatic changes correlated
with oxidative stress parameters not necessarily exdude other
malecular events involved in this effect

After each depolarization, Ma* K *-ATPase rapidly promotes three
MNa* ions to the extracellular medium and two K ions into the
axoplasm in an energy-dependent manner [10]. Rapid repolarization
permits the rapid and repetiive axonal firing, which is a necessary
event for proper neuronal function [108,109] When the axons are
demyelinated, the Na," channels diffuse away from the nodes [110].
This Na} channel redistribution increases the MNa* influx during
impulse conductance, and a higher activity of the Na® K" -ATPase
is necessary to restore the concentration gradients. Thus, a decline
in the activity of this enzyme directly compromises axonal
impulse ransmission |15].

Previous studies have desaibed that demyelination with EB led to
neurainflammation with a peak at day 3 postinjection |41]. However,
we conducted studies to verify if the production of reactive spedes
and oxidative damage originated from a failure in neurotransmission
due to the absence of myelin in the course axons or if there was a
local neurcinflammatory process. Our results showed that, even at
the seventh day post EB injection, there was an increase in the
inflammatory cytokines, such as IL-1[3, IL-6, TNF-o and INF-y, as well
as a reductionin IL-10. In contrast, when the EB animals received ANT
{30 or 100 mgkg), a decrease in all cytokines tested was observed.
Thus, our findings also revealed an effect of ANT 100 mg'kg in
reducing the proinflammatory interleukins, whereas 30 or 100 mg/'kg
increased the content of 1L-10. However, it should be kept in mind
that the treatment with ANT red uced the NOx levels in the EB groups
{Fig 2C), and this appears to agree with the studies that showed berry
ANT suppressed the expression iNOS, TNF-cv, IL6 and IL-1/ in the liver
[111,112] and the secretion of proinflammatory mediators by the
macrophage inhibition of NF-kappaB | 113],

It is important to note that EB injection can induce an activation of
microglia, which has the ability to phagocytize and act in defense of the
CHNS by recognizing antigens and protecting against potential pathogens
|34.43] Itis plawsible that most cytokines are produced from microglia,
but we cannot fail to highlight the role of blood cell migration to the
brain, such as that observed in H&E staining (Fig. 5A). Because there was
limited understanding of the mechanism of invasion of blood cells in the
pons of EB animals, we used a second experimental approach to confirm
the types of cells present in the lesion sites, now based on the NAGase
and MPO activities, which are markers for macrophages and neutro-
phils, respectively [70-72] We found that EB inceased the MPO
activity. These results denote that the inflammatory infiltrate is
characterized by the presence of neutrophils, which are present at the
peak of demyelination, and that these cells can contribute to the
production of inflammatory interleukins, This finding is in acoordance
with Chen et al. [ 2008) who showed that MPO expression cor responded
with the areas of inflammatory cell infiltration and demyelinatdon, and
higher MPO activity was detected by a prototype paramagnetic MPO
sensor, which suggests that MPO activity is a marker for MS [114-116].
The hypochlorous add is a product of MPO activity. The presence of
neutrophils and the release of readive species can contribute to the
increased local oxidative stress, damage to biological molecules; ions
pump activides reduction, which can lead to the de ath of oligodendro-
cytes, In this way, the generation of readtive species from neutrophils
could also be associated with a central role in causing demyelination.
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The cytokine production and other mediators, such as THNF-o,
INF-C and reactive species, can activate initiator caspases [117], which
are involved in the development of apoptosis. Apoptosis contributes
to oligodendrocyte depletion in MS lesions and ultimately increases
demyelination [118-120]. One concern in this study is whether BE
compromised neuronal viability because axonal degeneration oc-
curred . Using histochemical experiments with cresyl violet staining of
Nissl Bodies (Fig. SB) in the mesence phalon, we verified that the pons
rostral and caudal secdons did not have a significant reduction in
the number of neurons, but a morphological alteration was observed
in the EB groups. Therefore, EB induced axonal demyelination as
observed in LFB sining { Fig. 6) without compromising the neuronal
viability in these regions, In addition, ANT 100 mg'kg appear to show
a reduction in the spongiform state and the loss of myelin EB induced
(Fig. 6). Consistent with our results, Stettner ( 2013) recently re ported
that wine compounds, including ANT, promote myelination in an
in viro mouse model of the peripheral nerve system |33).

In the present work, it was found that the ANT treatment partially
inhibited the inflammation exacerbation induced by the interleukins
in the pons, attenuated the generation of the ROS and reduced the
ion pump adivities induced by EB. In addition, and perhaps more
importantly, the inhibiton of MPO wgether with the reduced
infiltrated inflammatory cells observed in the rats that were treated
daily with ANT completely prevented the noxious effects of EB on
demyelination, and this effect may denote a direct action of ANT in
modulating the local inflammatory response of the demyelinated
lesions (Fig. 7). Finally, we suggest that ANT could be promising
candidates for the new engineering of drugs adjuvant to the
conventional treatment for MS, as well as a possible flavonol target
for clinical trials.
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Abstract

We investigated if anthocyanins (ANT) consumption was able to protect the memory
loss and to control the CNS inflammatory processes using the neuroinflammation
lipopolysaccharide (LPS) model. C57BL6 male mice were treated with ANT (30-100
mg/kg by gavage) with a single dose or during 10 days of pre-treatment until the LPS-
administration (250 pg/kg intraperitoneally, post-training in the object recognition task).
The ANT protective effect in the memory impairment was observed only for 10 days
after a previous treatment (100 mg/kg). ANT prevented the hypothermia episode
induced by LPS. ANT prevented the increase in protein carbonyl, NOx and MDA levels
in the hippocampus and cerebral cortex (4 and 24 hours). ANT protected changes on the
hippocampal neurons morphology (CA1 and CA3 regions, 24 hours) and showed a
partial protective effect on the increase in the pro-inflammatory cytokines content,
especially Interleukin (IL)-1pB, tumoral necrosis factor -a and on the reduction of IL-10
induced by LPS. ANT 100 mg/kg prevented the infiltration of inflammatory cells in the
hippocampal CA3 region at 24 hours post-LPS administration. In parallel, LPS also
promoted an increase in myeloperoxidase activity in cerebral cortex and hippocampus.
ANT prevented the increase in myeloperoxidase activity and reduced the immune-
staining for CD11b in the CA3 region (24 hours). Thus, the pretreatment with ANT can
protect memory loss induced by LPS and the release of pro-inflammatory mediators,
neutrophil infiltration, oxidative stress and perhaps activated signaling pathways which

can lead to microglia-mediated neuroinflammation.

Key-Words: Neuroinflammation, Anthocyanins, Memory, Oxidative stress, Na* K"-

ATPase, Interleukins.
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1. Introduction

Lipopolysaccharide (LPS) is an endotoxin experimentally used as a model to
generate inflammatory response both in vitro and in vivo. LPS impairs antioxidant
mechanisms and mitochondrial redox activity, as well as induces a potent activation of
inflammatory signaling pathways in astrocytes and microglia through of Toll-like
receptor 4 (TLR4) (Jacewicz et al., 2009; Noble et al., 2007). The TLR4 stimulation
leads to activation of nuclear factor kappa b (NF-kB), a factor that regulates gene
expression involved in immune responses, including release of the pro-inflammatory
cytokines, such as tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin-1beta (IL-1pB)
(Kielian, 2006; Rivest, 2003). The main deleterious events consequent of
neuroinflammation induced by LPS are the release of cytokines, chemokines,
production of reactive species, hippocampal cell loss, impairment of learning and
memory, and emotional aspects of sickness behavior (Abraham and Johnson, 2009; Fan
et al., 2014; Francois et al., 2014; Granger et al., 2013; Henry et al., 2008).

In fact, microglial activation is a faithful sensor of pathologic events in the brain
and a decrease in the extent of neuroinflammation is associated with a better prognosis
in the progression of neurodegenerative diseases (Allan and Rothwell, 2001, 2003). For
example, an increase in IL-1p can alter the release of neurotransmitters (Mohebiany and
Schneider, 2013), modulate neuronal activity (Mandolesi et al., 2013) and synaptic
plasticity mechanisms (Di Filippo et al., 2013). Furthermore, the chronic state LPS-
induced contributes to progression of neurodegenerative diseases including Alzheimer's
disease (AD) (Jaeger et al., 2009; Miklossy, 2008).

The use of anthocyanins (ANT) as a co-adjuvant to prevention of pathological
conditions and neurodegenerative diseases has been widely investigated (Carvalho et
al., 2015; Gutierres et al., 2014a; Gutierres et al., 2014b; Gutierres et al., 2012). ANT
have antioxidant and anti-inflammatory properties in potential and we recently reported
that ANT from Vitis vinifera were able to prevent memory deficits induced by
scopolamine and in a STZ-Alzheimer’s disease model (Gutierres et al., 2014a; Gutierres
et al., 2014b; Gutierres et al., 2012). In addition, we also found that ANT suppress the
immune cells migration and pro-inflammatory cytokines production in pons of rats in a
multiple sclerosis (MS) demyelination model (Carvalho et al., 2015). This natural
compound is able to reduce the NF-kB translocation into the nucleus and the IL-18
MRNA levels in macrophages exposed to LPS (Lee et al., 2014). Although the ANT



action mechanisms are not well defined, the properties of this phytonutrient had great
significance because it found in fruits and vegetables present in the human diet.
Moreover, these promising findings reveal potential properties of ANT in inflammatory
responses, but studies on LPS-induced neuroinflammation in mice were not investigated
yet. Therefore, the present study investigated the neuroprotective effect of ANT
consumption on the memory loss, pro-inflammatory mediators’ production and

oxidative stress markers in the brain of mice exposed to LPS.

2. Materials and methods

2.1 Chemicals

Lipopolysaccharides from Escherichia coli (055:B5), 5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB), tetrabutylammonium salt malondialdehyde (MDA), 2-
thiobarbituric acid (TBA), ouabain octahydrate, adenosine-triphosphate disodium salt
hydrate, vanadium (I1l) chloride, sulfanilamide, N-(1-naphthyl) ethylenediamine
dihydrochloride (NEED), acetonitrile, Coomassie Brilliant Blue G, 3,3 ', 5,5-
Tetramethylbenzidine, 4-nitrophenyl-N-acetyl-p-D-glucosaminidase and glycine were
obtained from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Commercial kits for
interleukins (IL) -1, 1L-6, IL-10, tumoral necrosis factor (TNF)-a and interferon (IFN)-
v were purchased from eBioscience (San Diego, USA).

ANT were extracted and purified from Vaccinium myrtillus L (AC12-RWSP).
This compound is soluble in water and ethanol. AC12-RWSP has 25% total ANT
content, among which are malvidin-3- glucoside, peonidin-3-glucoside, cyanidin-3-
glucoside, delphidin-3-glucoside, petunidin-3- glucoside, pelargonidin-3-glucoside and
peonidin-3-glucoside as determined by high performance liquid chromatography and
were commercially available from Christian Hansen A/S (Cod. n°® AC12-RWSP). All
other reagents used in the experiments were of analytical grade and of highest purity.

2.2 Animals

Male C57BL6 mice (12 weeks old) weighing 30-35 g were used in the study.
The animals were maintained in the Central Animal House of the Federal University of
Santa Maria in colony cages at an ambient temperature of 23+ 2 °C and relative
humidity of 45-55% with 12 h light/dark cycles. The animals had free access to a
standard rodent pellet diet and water ad libitum. All procedures were carried out
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according to the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and the
Brazilian Society for Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for animal
care. This work was approved by the ethical committee of the Federal University of
Santa Maria (protocol number 23081.005466/2011-13).

2.3 Experimental Protocol

2.3.1 Treatments

Mice were pretreated by gavage with ANT previously dissolved in saline (30
and 100 mg/kg body weight) during 10 days (10 am). On the training day to novel
object recognition task, the animals received ANT 2 hours pre-training. This time was
chosen due to a prior study showing the high levels of absorption and bioavailability of
ANT (McGhie and Walton, 2007; Miyazawa et al., 1999; Morazzoni et al., 1991). ANT
were dissolved in saline. The ANT doses were chosen based on protocols developed by
our group and previous studies that indicated neuroprotection against experimental
models of Alzheimer Disease and MS (Carvalho et al., 2015; Gutierres et al., 2014a;
Gutierres et al., 2014b; Gutierres et al., 2012). Control groups received only vehicle (2
ml/kg of saline, daily by gavage). Mice were randomly distributed into six groups:
vehicle, ANT 30 mg/kg, ANT 100 mg/kg, LPS, LPS plus ANT 30 mg/kg and LPS plus
ANT 100 mg/kg. LPS was administrated intraperitoneally immediately after training.
LPS was dissolved in saline and the selected dose was 250 pg/kg as previously describe
(Santana Fruhauf et al., 2015).

An animal group was trained in the object recognition task and euthanized 4
hours after training in order to investigate the LPS and ANT effects during a decisive
period to memory consolidation. Other group was euthanized 24 hours post training
(immediately after test) in order to investigate the LPS and ANT effects in a memory
evocation (Kranjac et al., 2013).

The effect of a single dose of ANT (30 or 100 mg/kg) in memory loss induced
by LPS was also investigated (1 day). Once a single dose is ineffective for memory
protection, the morphological and biochemical analyzes were performed only for the

pre-treatment during 10 days with ANT.

2.4 Behavior tasks



2.4.1 Novel Object Recognition Task

The novel object recognition task was performed in a 30 x 30 x 30 cm wooden
chamber, with walls painted black and the front wall made of Plexiglas and the floor
covered with ethyl vinyl acetate sheet. A light bulb, hanging 60 cm above the
behavioral apparatus, provided constant illumination of about 40 lux, and an air-
conditioner provided constant background sound isolation. The objects used were pairs
of plastic mounting bricks, each pair with different shapes (rectangular, pyramid and
stair-like shapes) and colors (white, red and blue), but same size. Throughout the
experiments objects were used in a counterbalanced manner and animals did not
previously display preference for any of the objects. Chambers and objects were cleaned
after each subject was tested with 30 % ethanol. The novel object recognition task was
performed as previously described (Marisco et al., 2013).

The task consisted of habituation, training and testing sessions, each of them
with the duration of 10 min. In the first session, mice were habituated to the behavioral
apparatus and then returned to their home cage. Twenty-four hours later, training
session took place, where animals were exposed to two of the same objects (object A),
and the exploration time was recorded with two stopwatches. Exploration was recorded
when the animal touched or reached the object with the nose at a distance of less than 2
cm. Climbing or sitting on the object was not consider exploration. The test session was
carried out 24 h after training. Mice were placed back in the behavioral chamber and
one of the familiar objects (i.e. object A) was replaced by a novel object (i.e. object B).
The time spent exploring the familiar and the novel objects were recorded. The
discrimination index was then calculated, taking into account the difference of time
spent exploring the novel (B) and the familiar (A) object x 100 divided by the sum of
time spent exploring the novel (B) and the familiar (A), and used as a cognitive
parameter ([(Tnovel — Tfamiliar)/(Tnovel X Tfamiliar)]/100). Saline or ANT (30 or 100
mg/kg, by gavage) were administered 2 hours pre-training of the novel object
recognition task both acute (1 day) or sub-chronically (during 10 days). Saline or LPS

(250 po/kg, intraperitoneally) were administered imediatly post-training.

2.4.2 Open-field

The open-field was performed as previously described (Marisco et al., 2013).
Immediately after the novel object recognition task, the animals were transferred to a 30
x 30 x 30-cm open field, with the floor divided into 4 squares. During the 10-min open
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field session, the number of crossing and rearing responses was recorded. The open
field was used to identify motor disabilities which might influence the novel object
recognition task.

2.4.3 Body temperature measurement.
The measured of temperature was realized with a digital thermometer. Baseline
temperatures were recorded 30 min before LPS administration and 2, 4 e 24 hours post

LPS administration.

2.5 Sample preparation for biochemical parameters

The animals were anesthetized and then euthanized. The brain was removed, and
the cerebral cortex and hippocampus were separated. Next, the brain structures were
homogenized in a glass potter in a solution of 10 mM Tris—HCI and 0.1 mM EDTA, pH
7.4, on ice. An aliquot of the homogenate was separated. After centrifugation of 1,500 g
at 4°C for 15 min, aliquots of the supernatant were stored at —80 °C until the

biochemical analyses.

2.6 Enzymatic assays: Determination of Total ATPase and Na*,K*-ATPase activities
Na’,K*-ATPase activity was measured in the cerebral cortex and hippocampus
supernatant as previously described (Carvalho et al., 2012). Briefly, the assay medium
consisted of (in mM) 30 Tris-HCI buffer (pH 7.4), 0.1 EDTA, 50 NaCl, 5 KCI, 6 MgCl,
and 100 pg of protein in the presence or absence of ouabain (4mM) in a final volume of
200 pL. The reaction was started by the addition of ATP to a 3 mM final concentration.
After 30 min at 37°C, the reaction was stopped by the addition of 50 pL of 50% (w/v)
TCA. Saturating substrate concentrations were used, and the reaction was linear with
protein and time. Appropriate controls were included in the assays for the non-
enzymatic hydrolysis of ATP. The amount of inorganic phosphate (Pi) released was
quantified colorimetrically, as previously described (Fiske and Subbarow, 1927), using
KH,;PO, as the reference standard. The absorbance was measured at 630 mm. The
specific Na",K*-ATPase activity was calculated by subtracting the ouabain-insensitive
activity from the overall activity (Total ATPase, in the absence of ouabain) and was

expressed in nmol of Pi/mg of protein/min.



2.7 Quantification of oxidative stress biomarkers

2.7.1 Brain malondialdehyde (MDA) measurement

MDA levels were obtained from the cerebral cortex and hippocampus
homogenate by methods described previously (Ohkawa et al., 1979) with a few
modifications (Rossato et al., 2002). In short, the reaction mixture contained 50 ul of
homogenate or standard (MDA 0.03 mM), 50 pL of 8.1% sodium dodecylsulfate (SDS),
150 pl of acetic acid solution (2.5 M HCI, pH 3.5) and 150 pl of 0.8% TBA. The
mixtures were heated at 95°C for 90 min. After centrifugation at 1,700 g for 5 min, the
absorbance was measured at 532 nm. The MDA tissue levels were expressed as pmol

MDA/ mg of protein.

2.7.2. Assay of NOx (NO; plus NO3)

For NOx determination, an aliquot was homogenized (1:1) in 200 mM Zn,SO4
and acetonitrile. The sample was processed as previously described (Jaques et al.,
2013). The homogenate was then centrifuged at 16,000 g for 30 min at 4°C, and the
supernatant was separated for the NOx content analysis as previously described
(Miranda et al., 2001). Nitrite and nitrate solutions were used as the reference standards.
NOx concentrations were determined by the absorbance at 570 nm and were expressed

as pumol of NOx/ mg of protein.

2.7.3 Carbonyl proteins

Measurement of total protein carbonyl content was determined by the method
described by Yan et al. (1995) (Yan et al., 1995) and adapted for brain tissue by
Oliveira et al. (2004) (Schneider Oliveira et al., 2004). Briefly, cerebral cortex and
hippocampus homogenates were adjusted to 0.6 mg/ml of protein in each sample and
250 pL aliquots were mixed with 50 pL 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH, 10 mM) or
50 uL ml HCI (2 M). After incubation at room temperature for 1 h in a dark
environment, 125 pL denaturing buffer (150 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8,
containing 3 % SDS), 500 uL heptane (99.5 %), and 500 uL ethanol (99.8 %) were
added sequentially and mixed under vortex agitation for 40 s and centrifuged for 15
min. Afterwards, protein isolated from the interface was washed twice with 500 pL
ethyl acetate/ethanol 1:1 (v/v) and suspended in 500 puL ml of denaturing buffer. Each
DNPH sample was read at 370 nm in a Hitachi U-2001 spectrophotometer against the
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corresponding HCI sample (blank) and total carbonylation was calculated using a molar

extinction coefficient of 22,000 M™* cm™, as previously describe (Levine et al., 1990).

2.8 Inflammatory cytokines

The cytokine quantification in the hippocampus was assessed by ELISA using
commercial kits for IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y (eBIOSCIENCE, San Diego,
USA), according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 96 well microplates were
sensitized with the primary antibody at room temperature (RT) for 30 min, and then the
sample was added and incubated (37°C for 30 min). After washing, the secondary
antibody conjugated with peroxidase was added and incubated. The presence and
concentration of the cytokines were determined by the intensity of the color measured
by spectrometry in a micro ELISA reader. We determined the intra-assay and inter-
assay coefficients of variation as follows: IL-1B (5.4% and 5.9%), IL-6 (5.6% and
5.8%), I1L-10 (5.3% and 5.7%), TNF-a (5.4% and 5.9%), and IFN-y (4.7% and 5.2%).

2.9 Leukocyte infiltration markers

To estimate the inflammatory cell infiltration in the cerebral cortex and
hippocampus, the samples were collected, and the activities of myeloperoxidase (MPO)
and N-acetyl-p-D-glucosaminidase (NAGase), which are markers of neutrophil and
macrophage infiltration, respectively, were determined (Lloret and Moreno, 1995; Silva
et al., 2013). First, the samples were homogenized in Tris-HCI buffer (10 mM, pH 7.4)
and EDTA (0.1 mM) containing 0.5% Hexadecyltrimethyl-ammonium bromide and
centrifuged at 16,000 g at 4°C for 20 min; the supernatant was then collected. For the
MPO activity measurement, 10 pL of supernatant were added to 200 pL of acetate
buffer (200 mM, pH 5.4) and 20 uL of 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (18.4 mM) in a
96-well plate and incubated at 37°C for 3 min in duplicate. To stop the reaction, the
microplates were incubated in an ice bath, and 30 pL of acetic acid was added. The
color formed was assessed at 630 nm.

For the measurement of NAGase activity, 25 pL of the supernatant were
incubated with 25 uL of 4-nitrophenyl-N-acetyl-p-D-glucosaminide (2.24 nM) and 100
puL of citrate buffer (50 mM, pH 4.5) at 37°C for 1 h. After incubation, 100 pL of
glycine buffer (0.2 mM, pH 10.4) were added to stop the reaction and to allow for the

development of color; it was measured at 405 nm. The absorbance of all reactions was



measured in a Fisher Biotech Microkinetics Reader BT 2000 microplate reader. The

values are expressed as the optical densities corrected for the protein content.

2.10 Protein determination
Protein was measured by the Coomassie Blue method (Bradford, 1976), using

bovine serum albumin as the standard.

2.11 Histopathological assessment

Perfusion and fixation of the brain were performed through trans-cardiac
perfusion with 4% paraformaldehyde (in 0.9% sodium chloride and 4% sucrose from
Sigma-Aldrich, Brazil), as previously described (Canas et al., 2009). Frozen brains were
sectioned (30 pum coronal sections) using a cryostat Leica CMI1850 (Leica
Microsistemas, German), and the sections were mounted on slides coated with 2%
gelatin plus 0.08% chromalin (chromium and potassium sulfate, from Sigma-Aldrich,
Brazil), allowed to dry at room temperature and stored at -20°C until use. The brain
slices were fixed in 4% paraformaldehyde, embedded with paraffin and sections
approximately 5 pm thick were excised, followed by hematoxylin and eosin (H&E) and

cresyl violet staining of Nissl bodies, as previously described (Duarte et al., 2009).

2.12 Immunohistochemistry for CD11b

CD11b (rat monoclonal 5C6, 1:200; AbD Serotec, Oxford, UK) was carried out
in free-floating sections by incubation at 4 °C for 48 h in blocking solution with the
primary antibodies. Sections were washed 3 times and incubated for 2 h at RT with the
corresponding secondary antibodies coupled to fluorophores, namely goat anti-mouse or
goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 594 (1:200-1:1000; Molecular Probes —
Invitrogen, Eugene, OR) diluted in the blocking solution. The sections were washed 3
times and then mounted with Dako fluorescent medium (Dako, USA) on gelatin-coated
slides (Carmo et al., 2014).

2.13 Statistical analysis
Statistical analysis of tests was carried out by one or two-way ANOVA. P<0.05
was considered to represent a significant difference in all experiments. All data were

expressed as the mean £ SEM.
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3. Results

3.1. ANT prevent impairment of memory and the hypothermic response induced by
systemic LPS

Figure 1 shows the protective effect of ANT on learning and memory and on
body temperature of mice after systemic administration of LPS. Graph 1A shows that a
single administration of ANT 30 and 100 mg/kg (acute treatment) was not able to
prevent the impairment induced by LPS in object recognition task [P>0.05; graph 1A].
However, the treatment with ANT during 10 days showed that only ANT100 mg/kg
was able to prevent the impairment of memory induced by LPS [F1,46=11.97, P<0.01,
graph 1B]. Both treatments were not able to alter the number of crossing and rearing in
the test day to the object recognition [P>0.05; graph 1C and 1D]. In relation to rectal
temperature, can be seen that intraperitoneal LPS administration reduced the body
temperature 2 [F(49=5.268, P<0.01; graph 1E] and 4 hours after administration
[F(5,49=6.921, P<0.001; graph 1F). Pretreatment with ANT100 during 10 days was able
to prevent the hypothermic episode induced by LPS 2 [F 28=5.421; P<0.05; graph 1E]
and 4 hours [Fq26=43.32; P<0.001; graph 1F]. Body temperature alteration were not
observed 24 hours after systemic administration of LPS [P>0.05; graph 1G].

3.2 ANT do not protect the impairment in the total ATPase and Na',K*-ATPase
activities induced by LPS in cerebral cortex and hippocampus.

We also investigated whether ANT or LPS could reduce total ATPase and
Na’ K*-ATPase activities in the cerebral cortex and hippocampus 4 and 24 hours after
LPS-administration (see figure 2). It can be observed a reduction in the total ATPase
[Fss6= 26.95; P <0.001, graph 2A] and Na*,K*-ATPase activities [Fss6= 10.27, P
<0.001; graph 2B] in cerebral cortex 4 hours post LPS-administration. No significant
differences were observed at the time of 24 hours [P>0.05, graphs 2C and 2D]. In
addition, ANT was not able to restore the reduction in all enzyme activities. In relation
to the hippocampus, it can be noted a reduction in the Na',K'-ATPase activity
[F,56=7.690, P<0.01, graph 2H] only 24 hours after LPS administration. There were no
protective effects of ANT on the enzymatic activity of the Na',K*-ATPase in the
hippocampus [P> 0.05; graph 2H].



3.3 ANT prevent the oxidative stress induced by LPS in cerebral cortex and
hippocampus

It can be seen that LPS administration increased the protein carbonyl content at 4
hours in the cerebral cortex [F41y= 6.501, P<0.05; graph 3A] and hippocampus [F s 41)=
4.985, P <0.05; graph 3B]. The same effect was observed at 24 hours in the cerebral
cortex [F41= 4.995, P <0.05; graph 3A] and hippocampus [Fs41= 4.581; P<0.05;
graph 3B]. ANT30 mg/kg prevented the increase in carbonyl protein only in the cerebral
cortex 24 hours after LPS administration [F 4= 4.880, P<0.05; graph 3A]. ANT100
mg/kg prevented the increase in the carbonyl protein 4 hours in the cerebral cortex
[F(1,24= 5.021, P<0.05, graph 3A] and hippocampus [F1,24= 4.659, P<0.05; graph 3B].
The same effect was observed for 24 hours to cerebral cortex [F 4= 5.254, P<0.05;
graph 3A] and hippocampus [F 24)= 5.221, P<0.05; graph 3B].

The LPS administration increased the NOx content in the cerebral cortex only at
4 hours [F41)= 4.434; P<0.01, graph 3C]. ANT30 [F(124= 4.698, P <0.05; graph 3C]
and 100 mg/kg [F 4= 4.909, P<0.05; graph 3C] reversed this effect. In relation to the
hippocampus, it can be seen an increase in the NOx levels only at 24 hours [F41)=
5.145; P<0.01, graph 3D]. ANT100 mg/kg prevented the increase in the NOX
production in the hippocampus [F 4= 5.218, P<0.01; graph 3D].

LPS increased the TBARS content in the cerebral cortex at 4 [F41= 10.72,
P<0.001; graph 3E] and 24 hours [Fp41= 9.123, P<0.001; graph 3F] post LPS
administration. ANT100 mg/kg prevented the increase in the TBARS production in the
cerebral cortex at 4 [F(124= 4, .902, P<0.05; graph 3E] and 24 hours [F(24= 5.022,
P<0.05; graph 3E]. LPS also increased the TBARS levels at 4 [F41y= 5.705, P<0.01;
graph 3F] and 24 hours [Fsa1= 8.402, P<0.01; graph 3F] in the hippocampus.
However, the protective effect of the ANT occurred only in the ANT100 mg/kg group
at 24 hours [F1,24= 5.721, P <0.05; graph 3F].

3.4 ANT protect against neuronal morphology alterations and release of pro-
inflammatory mediators in the hippocampus induced by LPS.

LPS administration showed a marked alteration in the morphology of the
hippocampal neurons in the CA1 and CA3 regions, but did not show an impaired
neuronal viability by cresyl violet staining of Nissl bodies (24 hours, Figure 4A). In
addition, ANT were able to prevent the alterations in the neuronal morphology. LPS
also promoted an alteration in the hippocampus interleukins (IL) levels at 4 and 24

87



88

hours. It can be seen an increased content of I1L-1f [F(319=101.6, P<0.001, graph 4B,
4hours; F(319=194.3, P<0.001, graph 4B, 24 hours], IL-6 [F(19=121.2, P<0.001, graph
4C, 4 hours; Fp19=125.1, P<0.001, graph 4C, 24 hours], TNF-a [F(319=95.40,
P<0.001, graph 4E, 4 hours; F19=76.41, P<0.001, graph 4E, 24 hours] and INF-y
[F(319=106.0, P<0.001, graph 4F, 4 hours; F(19=160.7, P<0.001, graph 4F, 24 hours].
In contrast, LPS reduced the IL-10 content at 4 [F19=33.19, P<0.001, graph 4D] and
24 hours [F19=35.16, P<0.001, graph 4D]. Significant effects of ANT100 mg/kg were
observed for all IL analyzed. ANT 100 mg/kg significantly prevented the increase of IL-
1B [F319=101.6, P<0.001, graph 4B, 4 hours; F319=194.3, P<0.001, graph 4B, 24
hours], 1L-6 [F319=121.2, P<0.001, graph 4C, 4 hours; F(19=125.1, P<0.001, graph
4C, 24 hours], TNF-a [F(319=95.40, P<0.001, graph 4E, 4 hours; F319)=76.41, P<0.001,
graph 4E, 24 hours] and INF-y [F(,19=106.0, P<0.001, graph 4F, 4 hours; F319=160.7,
P<0.001, graph 4F, 24 hours]. In addition, ANT100 mg/kg also prevented the decrease
in the IL-10 content at 4 [F(3,19=33.19, P<0.001, graph 4D] and 24 hours [F3,19=35.16,
P<0.001, graph 4D]. ANT treatment showed a better effect to IL-1pB, IL-10 and TNF- o
levels. ANT was not able to restore the concentrations of the IL to the baseline levels in
the hippocampus. With respect to IL-6 and IFN-y, the protective effect was more

discreet.

3.5 ANT prevent the inflammatory cells infiltration and increase in the myeloperoxidase
activity in the cerebral cortex and hippocampus 24 hours after LPS administration.

The histological analysis of the hippocampus shows that ANT100 mg/kg
prevented migration of inflammatory cells into the CA3 region of the hippocampus 24
hours after LPS administration (5A). With respect to the enzymatic activity of specific
markers for macrophages, it can be seen that LPS and ANT were not able to alter the
NAGase activity at 4 and 24 hours after LPS administration in the cerebral cortex (5D
and 5E) and hippocampus (5H and 5I). The same effect can be observed to
myeloperoxidase activity at 4 hours in the cerebral cortex (5B) and hippocampus (5F).
By contrast, ANT100 mg/kg was able to prevent the increase in myeloperoxidase
activity 24 hours after LPS-injection to the cerebral cortex [F(,20=4.705; P<0.05, graph
5C] and hippocampus [F1,20=5.700; P<0.05, graph 5G]

3.6 ANT suppress the microglial hippocampal immunoreactivity 24 hours after LPS

administration.



The identification of microglial cells was carried out by immunohistochemical
detection of anti-CD11b, a validated marker of activated microglia cells. As presented
in Figure 6, we can conclude that 24 h after administration of LPS, there is an increase
in the immunofluorescence for CD11b in comparation with control group and, ANT
100mg/kg appear to reduce the immunoreactivity for CD11b, however, few regions

show enlarged cell body with short and thick processes of microglia.

3.7 Main highlights of the protective effects of ANT in neuroinflammation induced by
LPS.

A significant protector effect of ANT in the impairment of memory induced by
LPS was observed. The neuroinflammation reduced the Na*,K*-ATPase activity in the
cerebral cortex and hippocampus. ANT were not able to prevent this effect, but reduced
the oxidative stress markers MDA, protein carbonyl and NOX in the cerebral cortex and
hippocampus. ANT reduced changes in the neurons morphology in CA1 and CA3
region of the hippocampus at 24 hours. In parallel, ANT suppressed the production of
pro-inflammatory interleukins, especially IL-1p and TNF-a, and the microglial

immunoreactivity (see figure 7).

4. Discussion

In the current pharmacology, it is common to use of monotherapeutic drugs to
treat neurodegeneration and neuroinflammation. However, this strategy is not
considered the most effective treatment and the heterogeneous nature of encephalopathy
associated with sepsis or even during neuroinflammation development in Alzheimer's or
Parkinson's disease. In this respect, nutraceuticals or phytonutrients may be aimed at
simultaneously treating different therapeutic targets with the least adverse effects
representing a more effective therapy than monotherapy with drugs. Taking ownership
this concept, our research group has carried out some studies highlighting the close
interaction between the consumption of anthocyanins (ANT) with improved memory
and the reduction of cognitive impairment associated with sporadic dementia of
Alzheimer’s type in rats (Gutierres et al., 2014a; Gutierres et al., 2014b; Gutierres et al.,
2012), and more recently we looked out the efficiency of ANT suppress the
inflammatory cells infiltration in a focal demyelination model in rats (Carvalho et al.,
2015). In this context, the next step was to determine or not if the ANT has the ability to
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control inflammatory processes which lead to encephalopathy, using a
lipopolysaccharide (LPS) as appropriate model for neuroinflammation in mice.

In this study we investigated the protective effect of ANT on the cognitive
decline induced by an acute episode of sepsis. We found that pretreatment during 10
days with ANT 100 mg/kg was able to prevent an impairment of the discrimination
index in the object recognition task in mice. In parallel, ANT 100 mg/kg was able to
reduce the sickness behavior preventing the hypothermia episodes initiated 2 and 4
hours post LPS-administration. Evidences of the ANT protective properties on learning
and memory have been described in the literature, although no study has focused for the
neuroinflammation induced LPS. It has been reported that dietary supplementation of
antioxidant-rich berries (e.g., blueberry, strawberry) can improve the learning and
memory in the aged animal (Williams and Grayer, 2004; Williams et al., 2008).
Furthermore, ANT was also able to improve memory of old rats in Morris water maze
(Andres-Lacueva et al., 2005; Shukitt-Hale et al., 2005), of mice in the inhibitory
avoidance task (Barros et al., 2006) and showed a cognitive improvement in older
humans (Krikorian et al., 2010).

Gutierres et. al. (2012) reported that a pretreatment with 200 mg/kg of ANT
from the Vitis vinifera were able to prevent the impairment of memory induced by
scopolamine. Interestingly in this study, ANT treatment was able to restore the activity
of key-enzymes that control the cholinergic and purinergic neurotransmission, and
reduce the oxidative stress and restore the activity of ions pump in brain tissues
(Gutierres et al., 2014a; Gutierres et al., 2014b; Gutierres et al., 2012). Among these
ionic pumps we highlight the Na*,K*-ATPase. It has been shown that Na*,K*-ATPase
can play a relevant role in neuronal and synaptic plasticity (Glushchenko and lzvarina,
1997; Scuri et al., 2007) and in the regulation of learning and memory performances
(Brunelli et al., 1997; Wyse et al., 2004). In fact, a decreased in the activity or
expression of this enzyme directly impairs neurotransmitter signaling, with deleterious
consequences on behavior (dos Reis et al., 2002; Lingrel et al., 2007; Moseley et al.,
2007), increases Ca* influx (Fujisawa et al., 1965; Xiao et al., 2002), glutamate release
(Li and Stys, 2001) and causes hippocampal cell death in rats (Lees et al., 1990).

In our study was observed a reduction in the total ATPase and Na* K" ATPase
activities in the cerebral cortex at 4 hours post LPS-administration. In contrast, the same
effects of LPS on the Na',K'-ATPase activity was seen at 24 hours. However, there
were no protective effects of ANT on Na® K"ATPase activity 4 and 24 hours. One



hypothesis to explain these results would be a reduction in enzyme expression in brain
structures. In parallel, it is possible that the effect of LPS to reduce the Na® K" ATPase
activity also occurs via activation of intracellular signaling promoting activation of
protein kinases that phosphorylate different amino acid residues present in the enzyme
(eg. PKA e PKC) (Cao et al., 2004; Suh et al., 2004). In this way, the lack of ANT
protective effect on the inhibition of Na® K™ ATPase activity by LPS could be related to
its inability to prevent the activation of these protein kinases.

In the brain, the high content of polyunsaturated fatty acids and the high oxygen
consumption are factors responsible for elevated susceptibility to reactive species
damage. Oxidative stress is likely to have an important role in the development of a
number of neurodegenerative disorders, such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s
disease and MS (Sultana et al., 2013; Sutherland et al., 2013; Vida et al., 2014). LPS
promoted an increase in the markers of oxidative/nitrosative, such as MDA, NOx and
protein carbonyl content in the cerebral cortex and hippocampus at 4 and 24 hours.
Previous studies also showed an increase in the oxidative stress markers of oxidative
after LPS administration (Abdel-Salam et al., 2014; Swarnkar et al., 2009; Vasconcelos
et al., 2015). In addition, the oral administration of ANT was able to prevent the damage
in the lipid and protein content and reduce the NOx levels induced by LPS.

To date, it is unknown if the brain inflammation and oxidative damage are a
direct consequence of systemic inflammation or if they are driven by resident brain
cells, such as microglia and astrocytes. However, the activation of microglia is the main
cellular source of oxidation products and pro-inflammatory molecules in the brain
(Hayashi et al., 2008; Nakanishi et al., 2011). In fact, we found that LPS treatment
changes the neurons morphology, especially in CAl and CA3 regions of the
hippocampus at 24 hours after administration. However, it was not found an impaired
neuronal viability by cresyl violet staining of Nissl bodies. Furthermore, an increase in
the IL-1pB, IL-6, TNF-o and INF-y and a decrease in I1L-10 levels were observed 4 and
24 hours post-LPS administration. The most prominent effect of ANT was the reduction
of IL-1B and elevation of IL-10 levels. The IL-1p has been associated with the
impairment in the cognitive process in inflammatory process (Barrientos et al., 2009;
Barrientos et al., 2012; Barrientos et al., 2006; Barrientos et al., 2002). It has been
reported that IL-1B intra-hippocampal administration (3 and 24 hours) impairs the
consolidation (Barrientos et al., 2002) and reconsolidation of memory in rats (Machado
et al., 2015). In line with this view, it is plausible that the effect of ANT in suppressing
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IL-1B content can have a great contribution in the memory loss prevention in object
recognition task. ANT partially reduced TNF-a, IL-6 and IFN-y levels. In vitro studies
have appointed that pretreating BV-2 microglia with blueberry extract or individual
components of blueberry desensitized the microglia to the inflammatory actions of LPS
(Carey et al., 2013).

Other evidences appointed that anti-inflammatory effects of ANT in
macrophages occur by inhibiting NF-xB nuclear translocation and COX-2 expression
(Hou et al., 2005; Lee et al., 2014). Inflammatory infiltrates cells have an important role
in neuroinflammation. In this context, we verified if inflammatory cells are present in
hippocampus by hematoxylin and eosin staining (H&E). In fact, infiltrated cells were
detected by H&E staining and we confirm our hypothesis by the increase in the
myeloperoxidase activity, a marker for neutrophils, in cerebral cortex and hippocampus
24 hours after LPS administration. However, the ANT 100 mg/kg was able to prevent
the increase of myeloperoxidase activity. A previous study also demonstrated
neutrophils infiltrated in the cerebral cortex and hippocampus 6 hours after LPS
administration in rats (Jeong et al., 2010).

An important result in this study is that ANT 100 mg/kg was able to reduce the
microglial activation and restore de memory loss induced by LPS Microglial cells play a
pivotal role in the innate CNS immune response, and acts as the first line of defense
against invading pathogens by facilitating neuroprotection and repair processes
(Kreutzberg, 1996; Minghetti and Levi, 1998). As expected, abnormal activation of
microglia was found in LPS treatment; and consequently, this event could induce a
number of major cellular responses that play critical roles in the inflammatory responses
pathogenesis (Rankine et al., 2006). A previous study showed that the inhibition of the
microglia by an ICV injection of minocycline was able to decrease acute brain oxidative
damage and inflammation as well as long-term cognitive impairment in sepsis survivors
(Michels et al., 2015). Thus, compounds able to suppress microglial immunoreactivity
play an important role in protecting against neuroinflammation and the ANT treatment
have an important role in the control of neuroinflammation indicating that this
compound is a promising therapeutic component for neurodegenerative diseases and

related encephalopathy’s with a high degree of inflammation.
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Legends

Figure 1. Protective effects of anthocyanins (ANT, 30 — 100 mg/kg) treatment on the
memory loss induced by LPS (250 ug/kg, intraperitoneally) in mice in the object
recognition task. (A) Effect of a single dose of ANT (30 - 100 mg/kg) on the
impairment of memory induced by LPS administration (n=8). (B) Effect of pretreatment
during 10 days with ANT in the impairment of memory induced by LPS (n=12-13).
Effects of ANT and LPS in the crossing (C) and rearing numbers (D). Effect of ANT
and LPS administration in the rectal temperature at 2 (E), 4 (F) and 24 (G) hours post-
administration (n=7-9). * Denotes a significant difference from the vehicle group. #
Denotes a significant difference compared with the LPS group (ANOVA one-way or
two followed by post-hoc SNK).

Figure 2. Protective effects of anthocyanins (ANT, 30 — 100 mg/kg) treatment during
10 days on the oxidative stress parameters in the cerebral cortex and hippocampus of
mice at 4 and 24 hours post LPS-administration (250 pg/kg, intraperitoneally). Carbonyl
protein levels in the cerebral cortex (A) and hippocampus (B) of mice treated with ANT
and LPS. NOx levels in the cerebral cortex (C) and hippocampus (D) of mice treated
with ANT and LPS. MDA levels in the cerebral cortex (E) and hippocampus (F) of
mice treated with ANT and LPS. * Denotes a significant difference from the vehicle
group. # Denotes a significant difference compared with the LPS group (ANOVA one-
way or two followed by post-hoc SNK, n = 7).

Figure 3. Total ATPase (A,C,E and G) and Na',K*-ATPase (B,D,F and H) activities in
the cerebral cortex (A,B,C and D) and hippocampus (E, F, G and H) of mice exposed to
LPS (250 pg/kg, intraperitoneally) and treated with anthocyanins (ANT, 30 - 100
mg/kg) during 10 days. * Denotes a significant difference from the vehicle group. #
Denotes a significant difference compared with the LPS group (ANOVA one-way or
two followed by post-hoc SNK, n =9-10).

Figure 4. Anthocyanins (ANT, 100mg/kg) prevent alterations in the neuronal
morphology (A) and reduce the production of pro-inflammatory cytokines in the
hippocampus of mice exposed to LPS (250 pg/kg, intraperitoneally). (B) IL-1p content,
(C) IL-6 content, (D) IL-10 content, (D) TNF-a and (E) INF-y. * Denotes a significant



difference from the vehicle group. # Denotes a significant difference compared with the
LPS group (ANOVA one-way followed by post-hoc SNK, n =5).

Figure 5. (A) Protective effects of anthocyanins (ANT, 100 mg/kg) on the cellular
infiltration in the CA3 region at 24 hours after LPS administration (n=3). Effects of
ANT treatment (30-100 mg/kg) on the myeloperoxidase (B,C,F and G) and NAGase
(D,E, H and 1) activities in the cerebral cortex and hippocampus of mice 4 and 24 hours
post LPS-administration. * Denotes a significant difference from the vehicle group. #
Denotes a significant difference compared with the LPS group (ANOVA one or two-
way followed by post-hoc SNK, n =6).

Figure 6. Protective effects of anthocyanins (ANT, 100 mg/kg) on the microglial
hippocampal immunoreactivity in the CA3 region at 24 hours after LPS administration
(n=3).

Figure 7. Overview of ANT benefits on the neuroinflammation induced by LPS

administration in C57BL6 mice.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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4 DISCUSSAO

A dieta é um dos principais fatores que afeta direta e consideravelmente a salde
humana. Além disso, 0s nutracéuticos podem atuar como suplementos coadjuvantes na
prevencdo e no tratamento de inUimeras doencas. Uma vez que 0S nutracéuticos sao
enriquecidos com antocianinas, é possivel atingir uma dose que dificilmente seria obtida
somente da alimentacdo. A medida que a humanidade caminha para um aumento na
expectativa de vida, as doencas que acometem o SNC comegam a se expandir na populagéo.
Em virtude disso, organizacdes de salde ao redor do mundo recomendam um aumento na
ingestdo de alimentos derivados de plantas com o propdsito de melhorar o estado de saude e
prevenir o desenvolvimento de doencas (ESPIN; GARCIA-CONESA; TOMAS-
BARBERAN, 2007; CHAUHAN; MEHLA, 2015).

Na farmacologia atual, € comum o uso de drogas monoterapéuticas para o tratamento
de processos neuroinflamatorios, desmielinizantes e degenerativos. Talvez, esta possa ndo ser
a Unica forma eficaz para tratar a desmielinizacdo ou mesmo o desenvolvimento de um
processo de inflamacdo do sistema nervoso. A EM é uma doenga de alta complexidade e que
se enquadra neste contexto. Sabe-se que é uma patologia crénico-progressiva caracterizada
por uma neuroinflamacdo recorrente e consequente desmielinizacdo dos axdnios dos
neuronios no SNC e SNP (GOLDENBERG, 2012; GUIMARAES; SA, 2012; KIPP; VAN
DER VALK; AMOR, 2012).

Tendo em vista que a EM é uma doenca que ndo possui cura definida e nem um
farmaco disponivel atualmente e capaz de impedir o desenvolvimento e progressdo desta
doenca, a busca de novos agentes que contribuam na qualidade de vida dos pacientes e que
atuem no controle dos surtos assume uma grande relevancia. Tomando posse deste conceito, 0
presente estudo associou o consumo de antocianinas com a regulacdo dos processos de
neuroinflamacdo e de desmielinizagdo no SNC de roedores. Uma representacdo deste
proposito foi esquematizada na figura 8, afim de elucidar as diferengas entre os indutores de
desmielinizagéo e neuronflamacao, os modelos animais utilizados e os mecanismos e alvos de
indugdo em cada processo patoldgico.

O modelo experimental de desmieliniza¢do pelo BE mimetiza mudancas morfologicas,
enzimaticas e celulares provenientes da destruicdo da bainha de mielina e de danos axonais.

Estes eventos ocorrem devido a gliotoxicidade do BE que leva a destruicdo de células gliais,
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especialmente oligodendrécitos. O enfoque do uso das antocianinas para este modelo foi
verificar se esse composto é capaz de impedir a perda de mielina e suprimir marcadores de
inflamacdo e de estresse oxidativo no tronco encefalico, mais especificamente na regido da
ponte, em ratos Wistar (BONDAN et al., 2000; GRACA et al., 2001; SANCHEZ et al., 2006).

A neuroinflamacdo induzida pelo LPS ndo representa um modelo especifico para a
EM. Este modelo estd mais associado a estudos de comportamento doentio apresentados em
casos de sepse e encefalopatia infecciosa. No entanto, um protocolo de neuroinflamacao
utilizando LPS como agente indutor foi utilizado para verificar se as antocianinas conseguem
suprimir e/ou reduzir células infiltradas e a producdo de mediadores pré-inflamatérios no
SNC sem o desenvolvimento de um processo desmielinizante. E importante destacar que nas
fases inicias da EM, o primeiro evento que ocorre € o processo inflamatorio. Em decorréncia
disto, dependendo da gravidade e extensdo deste processo, a morte dos oligodendrocitos e
celulas de Schwann ocorre progressivamente. A relevancia deste trabalho se deve também ao
fato de utilizar um modelo de neuroinflamacdo induzido pelo LPS para descobrir se as
antocianinas podem suprimir um processo inflamatdrio no sistema nervoso por mecanismos
ndo-dependentes da toxicidade do BE, e sim por respostas mediadas pela hiperestimulacao
dos TLR4 e aumento da atividade microglial sem morte de oligodendrécitos e perda de
mielina (figura 8).
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Figura 8 — Desmielinizacdo e Neuroinflamacdo: Informagdes sobre os protocolos
experimentais do presente estudo

Uma constatacdo recorrente em nosso trabalho é que os efeitos protetores das
antocianinas sempre se mostraram na maior dose. Portanto, 100 mg/kg foi sempre a mais
eficaz para os parametros estudados em ambos os protocolos testados. Os principais achados
do presente estudo foram organizados em um esquema que podera ser encontrado na figura 9
desta discussao.

No primeiro protocolo experimental foi verificado que a desmielinizagdo na ponte de
ratos reduziu a atividade das enzimas Na',K*-ATPase e Ca’*-ATPase. Além disso, foi
encontrado também um aumento consideravel no contetdo dos marcadores de estresse
oxidativo como MDA, proteina carbonil e NOx, bem como uma redugdo de GSH e NPSH e
na atividade da enzima superdxido dismutase. Correlacdes negativas entre um aumento dos
marcadores de estresse oxidativo e uma reducdo da atividade das bombas ibnicas foi
significativo. Dentre estas andlises, 0 aumento no conteddo de MDA, um dos metabolitos
formados no processo da peroxidacdo lipidica, mostrou correlacdo negativa para ambas as

bombas ibnicas. Em virtude destas enzimas serem ancoradas a membranas bioldgicas,
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alteracfes na sua integridade provenientes da oxidacdo de fosfolipidos por espécies reativas
podem interferir na estabilizacdo do ancoramento destas enzimas e com isso alterar a sua
conformacao estrutural. E reconhecido que estes eventos podem piorar a atividade enzimatica,
uma vez que as enzimas Na* K*-ATPase e Ca**-ATPase ndo realizam os passos cataliticos
necessarios para o transporte de ions através da membrana (HABECK et al., 2015). Além
disso, a reducéo na atividade da Na*,K*-ATPase mostrou correlacdo negativa para a proteina
carbonil e producio de NOx. Estes dados mostram uma maior sensibilidade da Na",K*-
ATPase em relacdo a producdo de espécies reativas durante eventos desmielinizantes.
Possivelmente tal situagdo ocorra devido a grande quantidade de Na*,K*-ATPase expressa e
localizada nos nodos de Ranvier ao longo dos axonios. A desmielinizagdo leva a morte de
oligodendraocitos e a um grande dano axonal, o qual pode evoluir para uma degeneracgdo deste
axonio. Pelo fato dos ax6nios estarem mais expostos aos efeitos deletérios da
desmielinizacdo, a Na',K'-ATPase torna-se mais suscetivel as espécies reativas geradas no
processo desmielinizante (DOLAPCHIEVA; ICHEV; OVTSCHAROFF, 1989; ALBERTI
et al., 2007).

Em contrapartida, um efeito distinto foi observado para a atividade da Na*,K*-ATPase
na neuroinflamacédo induzida pela exposi¢do ao LPS no cortex cerebral e hipocampo. Neste
segundo protocolo experimental, também foi verificado um aumento nos niveis de proteina
carbonil, NOx e MDA em ambas as estruturas nos tempos de 4 e 24 horas pds administracéo
de LPS. As propriedades antioxidantes das antocianinas mostraram um efeito mais
pronunciado na maior dose, sendo 100 mg/kg a mais eficaz. No entanto, apesar da dose de
100 mg/kg prevenir o estresse oxidativo e nitrosativo, ela ndo foi capaz de impedir a redugéo
na atividade da Na",K*-ATPase. No modelo de neuroinflamagdo aguda induzido por LPS
parece ndo ter um envolvimento direto da acdo de espécies reativas sobre a inibicdo da
Na',K*-ATPase. Jeremias e colaboradores (2012) investigaram o efeito protetor de
antioxidantes sobre a reducio na atividade da Na',K'-ATPase num modelo de
neuroinflamacéo induzida pela ligagdo do apéndice intestinal. A ligagdo do apéndice ocasiona
sepse e encefalopatia. Neste estudo foi observado que a utilizagdo de antioxidantes conseguiu
prevenir a reducdo na atividade da Na’,K'-ATPase somente no cortex cerebral. Nenhum
efeito protetor foi visto para o hipocampo (JEREMIAS et al., 2012). Possivelmente os
mecanismos que reduzem a atividade desta enzima em casos agudos de sepse ndo envolvem a
acdo direta de espécies reativas. Uma hipotese plausivel seria o envolvimento de proteinas
cinases e fosfatases que poderiam fosforilar/desfosforilar residuos de aminoacidos presentes
na estrutura da Na',K'-ATPase (MAHMMOUD; CORNELIUS, 2002; OLIVEIRA et al.,



115

2009; CORTES et al., 2011). Estas fosforilagcdes/desfosforilagcdes sdo capazes de reduzir ou
aumentar a atividade da enzima conforme o alvo fosforilado. Para elucidar melhor este efeito,
seria pertinente conduzir estudos com anticorpos especificos para as isoformas fosforiladas da
Na’ K*-ATPase com intuito de compreender com mais clareza o efeito da neuroinflamagéo
aguda induzida pelo LPS sobre a atividade desta enzima (figura 9a).

Em relacdo aos marcadores inflamatdrios analisados, a atividade da mieloperoxidase e
0s niveis de interleucinas mostraram um perfil inflamatério semelhante para ambos os
modelos estudados. A desmielinizacdo induzida pelo BE e a neuroinflamacédo induzida pelo
LPS promoveram uma infiltracdo de neutrdfilos na ponte e no hipocampo de roedores,
respectivamente. Foi observado também uma elevacao nos niveis de interleucina IL-1p, IL-6,
TNF-a e IFN-ye uma reducdo de IL-10 nos dois protocolos. As antocianinas foram capazes de
prevenir a producdo destes mediadores pré-inflamatorios e restabelecer os niveis de IL-10
perante a desmielinizacdo. Em contrapartida, o efeito protetor das antocianinas sobre os niveis
de IL encontrados na neuroinflamacdo induzida pelo LPS foi um pouco menor. As
antocianinas mostraram uma prevencao parcial para os niveis de IL-1p e IL-10. Apesar de
diferengas significativas terem sido vistas para IL-6 e INF-y, o efeito protetor das antocianinas
foi muito pequeno e pouco representativo (figura 9b).

A reducdo da infiltracdo de células, principalmente neutréfilos (figura 9c),no local da
lesdo de desmielinizacdo e a reducdo de citocinas pré-inflamatdrias podem ter contribuido
para a reducdo na morte de oligodendrdcitos. Desta forma, as antocianinas foram capazes de
prevenir a reducdo do contetdo de mielina, confirmado pela coloracdo de Luxol fast blue
(figura 9d).

Em relacdo ao protocolo de neuroinflamacéo, possivelmente um tratamento a longo
prazo com antocianinas ou um aumento na dose poderia resultar em uma prevencdo mais
efetiva em relagcdo ao aumento nos niveis de ILs. Embora tenha sido observado um efeito
parcial sobre estes marcadores, as antocianinas foram capazes de restabelecer a temperatura
corporal em niveis basais (reduzir o quadro de hipotermia) e prevenir a piora da memoria
encontrada nos animais expostos ao LPS. Estes achados fortalecem a hip6tese de que as
antocianinas podem ser eficazes também na prevencgdo da piora da memoria encontrada em
quadros de neuroinflamagé&o aguda (figura 9e).

Tendo em vista que a desmielinizagdo € um processo extremamente danoso aos
axbnios e estes fazem parte da estrutura de neurbnios, foi avaliado neste estudo se a
toxicidade do BE era exclusiva para células gliais e se a desmielinizacdo poderia ter causado a

morte de neurbnios na ponte. Nao foram encontradas evidéncias de alteraces na viabilidade
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dos neurdnios na ponte pela coloracdo do violeta cresil. No entanto, foi notada uma alteracéo
na morfologia destas células. Baseado nessas evidéncias, 0 BE n&o induziu a morte dos
neurdnios na ponte, mas sua toxicidade mediada por uma processo inflamatorio local poderia
levar ao comprometimento na funcionalidade destes neurénios. Em paralelo, podemos sugerir
que as antocianinas foram capazes de proteger estes neuronios das alteracdes morfoldgicas
induzidas pelo BE.

Em relacdo ao modelo de LPS, foi possivel observar uma fraca marcacao na coloracéo
de violeta de cresil, indicando que este modelo pode causar uma reducdo na viabilidade de
neurdnios, mas que deveriam ser confirmados através da imunohistoquimica para NeuN, um
marcador classico de neur6nios. Nossos resultados demonstram uma imunoreatividade
microglial, indicado pela marcacdo anti-CD11b. Um dos resultados mais promissores deste
segundo protocolo foi que a dose de 100 mg/kg de antocianinas foi capaz de reduzir o
aumento na marcagdo de CD11b nos animais expostos ao LPS (figura 9f). Estudos mostraram
que a minociclina, um inibidor da microglia, previne os efeitos da neuroinflamacgéo induzida
pela sepse em camundongos (MICHELS et al., 2015). Este estudo relata que a minociclina
previne o estresse oxidativo tecidual, o0 aumento na producdo de ILs e na permeabilidade da
barreira hematoencefalica, (MICHELS et al., 2015). Pelo fato de a microglia ser “o maestro”
responsavel pela “orquestra” dos processos neuroinflamatorios, este efeito das antocianinas
em suprimir sua reatividade e também a producdo de citocinas pro-inflamatérias denotam que
estes fitonutrientes (antocianinas do mirtilo e da uva) podem ser considerados moléculas
promissoras Uteis para a neuroinflamacdo associada tanto aos processos desmielinizantes

como demais patologias que acometem o SNC (figura 9).
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Figura 9 — Desmielinizagdo e Neuroinflamagéo: Efeito protetor das antocianinas sobre os
parametros comportamentais, morfoldgicos e bioquimicos analisados

Neste estudo, nossos resultados sdo pioneiros em definir um benéfico papel destes
compostos em modelos que mimetizam eventos encontrados na EM. Em uma perspectiva
futura, a fim de fortalecer a compreensdo do papel das antocianinas na EM, intencionamos

realizar estudos voltados a encefalomielite autoimune experimental (EAE). A EAE é
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atualmente o padréo-ouro para estudos experimentais focados na EM uma vez que consiste na
indugdo de uma autoimunidade nos roedores. Desta forma, o sistema imune destes animais
passa a destruir a propria bainha de mielina. O evento se caracteriza pela inflamacéo tecidual
na regido lombar medular e consequente destruicdo de células de Schawnn e representa um
importante passo para desvendar o papel das antocianinas em estudos in vivo envolvendo a

EM em animais.
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5 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Antocianinas foram capazes de neutralizar espécies reativas em modelos de inducéo
de estresse oxidativo e nitrosativo in vitro reduzindo do contelildo de malondialdeido,
proteina carbonil e nitritos e nitrato na ponte de ratos.

Antocianinas suprimem a producdo de mediadores pré-inflamatorios e de estresse
oxidativo e nitrosativo induzidos pela desmielinizacdo e neuroinflamacdo em
roedores.

Antocianinas previnem alteracbes na morfologia de neurénios submetidos a
neuroinflamacéo e a desmielinizacdo experimental.

Antocianinas previnem a infiltracdo de neurtrofilos no encéfalo de roedores
submetidos a neuroinflamacéo e a desmielinizagdo experimental.

Antocianinas protegem a reducio na atividade da Na',K'-ATPase em ratos
desmielinizados, porém ndo previne a reducdo na atividade desta enzima em animais
submetidos a neuroinflamacéo pelo LPS.

Antocianinas protegem a desmielinizagdo induzida pelo BE na ponte de ratos.
Antocianinas reduzem a imunonoreatividade microglial induzida pelo LPS no
hipocampo de camundongos.

Antocianinas previnem a piora da memoria de camundongos submetidos a

neuroinflamacéao experimental induzida por LPS.

Baseado nas conclusdes acima, pode-se observar um papel neuroprotetor das

antocianinas nos modelos experimentais estudados. Atraves destas evidéncias, as antocianinas

podem atuar como importante agente terapéutico adjuvante contribuindo na prevencdo ou

protecdo dos efeitos deletérios encontrados em doencas desmielinizantes e/ou

neuroinflamatérias.
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Resumo

A isquemia cerebral € um evento patolégico no qual o sistema nervoso esta sujeito a
uma reducdo no suporte de oxigénio e glicose (OGD) em virtude de uma piora no fluxo
sanguineo.Além da deficiéncia de glicose e oxigénio, a hiperestimulacdo de receptores
glutamatérgicos ja foi relacionada com a morte induzida em processos isquémicos e
antagonistas seletivos para AMPA e NMDA sdo capazes de reverter os efeitos deletérios
induzidos pela OGD. Antocianinas (ANT) sdo fitonutrientes distribuidos em vegetais e
evidéncias apontam seus efeitos benéficos em modelos experimentais que mimetizam
diversas doencas neuroldgicas. No entanto estudos que apresentem os alvos moleculares e
mecanismos protetores das antocianinas perante processos excitotdxicos ainda ndo foram
elucidados. O foco deste estudo foi investigar os mecanismos protetores das ANT obtidas da
casca da uva em modelos experimentais in vitro para isquemia cerebral. Para isto culturas de
neurbnios de hipocampo foram expostas a insultos excitotoxicos induzidos pela
hiperestimulagcdo de receptores de glutamato e pela OGD. A mortalidade neuronal foi
investigada pela liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) e pela morfologia nuclear
utilizando corantes de nucleo Hoesch e lodeto de Propideo (PI). Através de técnicas de
Western-Blot foram avaliados a expressao e fosforilacdo de diferentes cinases envolvidas em
vias de sinalizagdo que regulam a morte e a sobrevivéncia celular. Os resultados preliminares
mostraram que as ANT foram capazes de reverter o aumento na liberacdo da LDH e o
aumento no nimero de células mortas por apoptose induzidos pela OGD até 6 horas pos
insulto. As ANT também foram capazes de reverter o aumento na libera¢do de LDH induzido
por AMPA e por NMDA. Estes compostos reverteram o aumento no ndmero de células
mortas por apoptose e por necrose priméria induzida pelo NMDA. Um dos grandes achados
deste estudo mostrou que as ANT também foram capazes de reveter 0 aumento no nimero de
células mortas por necrose secundaria. Estes resultados nos mostram que a as ANT sdo
capazes de reduzir a morte neuronal nestes modelos de excitotoxicidade. No entanto, a busca
por evidéncias que venham a explicar como estes fitonutrientes agem no sistema nervoso
ainda é pobremente descrito na literatura. O presente estudo ainda estd em processo de
desenvolvimento e as vias de sinalizacdo envolvidas nestes processos seguem sendo
investigadas. Com estes achados, pretende-se esclarecer os mecanismos de acdo das ANT
contribuindo assim, na busca por tratamentos coadjuvantes que possam auxiliar na prevencgéo
ou reverséo de danos neuronais frente a processos isquémicos.

Palavras chave: Isquemia, Toxicidade, Hipocampo, Antocianinas.
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Introducéo

A isquemia cerebral é um evento patoldgico no qual o sistema nervoso esta sujeito a
uma reducdo no suporte de oxigénio e glicose em virtude de uma piora no fluxo sanguineo.
Esta ineficiéncia na manutencdo e suporte de nutrientes e gases ao tecido culmina em
alteracOes bioquimicas em fungdes vitais aos neurdnios levando a injdria celular. Em relacéo
a isquemia cerebral global, sabe-se que os neurdnios do hipocampo, especialmente os
neurdnios piramidais da regido CAL, sdo mais suscetiveis aos danos ocasionados pelo
processo isquémico o qual ocasiona uma morte bastante acentuada nestas populagbes de
celulas horas ou dias ap6s o insulto. O intervalo entre o insulto isquémico e o aparecimento
dos primeiros sinais clinicos tem sido alvo de estudo em virtude da ativacdo de genes e vias
de sinalizacdo que podem contribuir para a sobrevivéncia celular; ou para uma morte dos
neuronios (PAPADOPOULOS; GIFFARD; BELL, 2000a; b; FERNANDES et al., 2014). Um
grande esforco no meio cientifico tem sido feito para a identificacdo de genes e vias de
sinalizacdo que participam na resposta das células do hipocampo frente a isquemia cerebral
global isquemia in vivo. Em paralelo, a isquemia cerebral global pode ser simulada in vitro
através da privacdo de glicose e oxigénio (OGD) em culturas primarias de hipocampo ou
fatias organotipicas (FALCAO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014; VIEIRA et al., 2014).
Neste sentido, embora se admita que varias funcbes celulares estdo comprometidas, a
compreensdo de como este processo correlaciona-se com a morte seletiva e retardada de
neurdnios do hipocampo ainda é incerto. A busca por mecanismos que expliqguem estes
eventos requerem investigacdes em nivel molecular, o que é mais facilmente realizados
utilizando modelos in vitro.

Recentemente, foi descrito que a OGD modifica a expressdo tanto de genes de
sobrevivéncia e morte celular, como uma variedade de genes que regulam as funcGes
sinapticas (FERNANDES et al., 2014). Falhas na atividade sinaptica & um dos eventos tardios
presentes na isquemia cerebral. Dentre os fatores mais proemientes neste processo estdo o
desequilibrio energético ocasionado pela falta de O, molecular e pela glicose, importante
substrato para vias catabolicas (NORABERG et al., 2005; 11JIMA, 2006). Em adi¢do, também
se encontram a piora na despolarizacdo neuronal e na sinalizacdo dos neurotransmissores
(KIM, Y. D. etal., 2002; HOFMENER; VAN PUTTEN, 2012).

Dentre estes sistemas de neurotransmissdo, destacam-se 0s receptores excitatorios
AMPA e NMDA, importantes canais idnicos que atuam no sistema glutamatérgico. Tais

receptores ja foram relacionados com a morte, ou sobrevivéncia, de neurénios de hipocampo
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induzidos pela OGD. Alteracbes na expressdo da subunidade destes receptores ja foram
reportados; e em paralelo, antagonistas seletivos para AMPA e NMDA reverteram os efeitos
deletérios induzidos pela OGD (FERNANDES et al., 2014; VIEIRA et al., 2014). Embora
ndo se saiba realmente o envolvimento destes receptores para a evolugdo do dano induzido
pela OGD em neurdnios, a ativacdo do sistema glutamatérgico assume um importante
envolvimento com a evolugdo da morte neuronal uma vez que inibidores destes receptores
apresentam efeito protetor sobre a sobrevivéncia celular por reduzir as correntes de Ca®* e a
excitotoxicidade (NOH et al., 2005; FERNANDES et al., 2014).

Em 2006, um dos primeiros estudos com antocianinas mostrou seu efeito protetor em
células PC12 submetidas a OGD e num modelo de isquemia global em ratos (KANG et al.,
2006). Mesmo sem um mecanismo tracado, Kang e colaboradores (2006) verificaram que a
cianidina-3-O-B-d-glucopiranosideo isolada da mulberry, fruta semelhante a amora brasileira,
reduziu a morte de células PC12 e de populagfes neuronais em ratos frente a OGD. Em
seguida, uma outra antocianina, a cianidina-3-O-glicosideo, foi utilizada experimentalmente
por Min (MIN et al., 2011) perante a isquemia cerebral focal. Tal procedimento utiliza de uma
oclusdo da artéria cerebral. Min e colaboradores (2001) corroboraram os achados anteriores, e
mostraram que 2 mg/kg de antocianinas induzem uma melhora nos sinais clinicos
comportamentais apresentados pelos roedores, uma reducdo na area do infarto e uma melhora
na atividade de enzimas antioxidantes.

As antocianinas sdo fitonutrientes que possuem grupos fenolicos em sua estrutura
quimica e estdo distribuidas amplamente em frutas e vegetais. Estudos com estes compostos
focando a neurotoxicidade e protecdo ganharam forga nos Gltimos anos; e evidéncias de seus
efeitos benéficos comecaram a ser relatados perante modelos que mimetizam diversas
condicbes patoldgicas. Por exemplo, antocianinas sdo capazes de proteger neurdnios de
hipocampo contra a toxicidade e a apoptose induzida por acido kainico (ULLAH; PARK;
KIM, 2014), contra os efeitos deletérios em modelos in vitro e in vivo para Parkinson (KIM,
H. G. et al., 2010; ROGHANI et al., 2010; STRATHEARN et al., 2014; SUBASH et al.,
2014) e para doenca de Alzheimer (SHIH et al., 2010; HO et al., 2013; QIN; ZHANG; QIN,
2013; VEPSALAINEN et al., 2013; BADSHAH; KIM; KIM, 2014; GUTIERRES et al.,
2014)

Conforme descrito acima, os achados obtidos através de estudos prévios com
antocianinas tém apontado um importante papel deste fitonutriente. No entanto os alvos
moleculares e mecanismos protetores ainda ndo foram elucidados. Desta forma, o presente

estudo visa investigar as propriedades protetoras in vitro das antocianinas em culturas
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primarias de neurbnios de hipocampo e encontrar evidéncias solidas que contribuam para
explicar como as antocianinas atuam na prevencéo ou reversao de danos frente a processos

isquémicos.
Material e Métodos

O presente estudo esta sendo desenvolvido no Laboratério de Sinapses
Glutamatérgicas e Morte Neuronal do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da

Universidade de Coimbra (Portugal).

Culturas primarias de neurdnios de hipocampo

As culturas primarias de neurbnios de hipocampo foram preparadas conforme
previamente descrito (CALDEIRA et al., 2007). Foram utilizados embriGes de ratos Wistar de
18-19 dias. Apo6s o isolamento, os hipocampos foram incubados com tripsina (0,06%, 15 min,
37 °C; GIBCO Invitrogen) e desoxirribonuclease 1 (5,36 mg/mL), em meio de Hanks isento
de Ca®* e Mg®* (Hanks: 5,36 mM KCI; 0,44 mM KH,PO,; 137 mM NaCl; 4,16 mM
NaHCO3.0,34 mM Na,HPO,4.2H,0; 5 mM glicose; 1 mM piruvato de sédio; 10 mM HEPES e
0,001% fenol vermelho). Os hipocampos foram lavados com meio de Hanks contendo 10%
de soro fetal bovino para parar a atividade da tripsina. Em seguida, os hipocampos foram
transferidos para o meio Neurobasal (GIBCO Invitrogen) acrescido de suplemento 27
(diluigdo 1:50; GIBCO Invitrogen), 25 uM glutamato, 0,5 mM glutamina e 0,12 mg/mL
gentamicina). As células foram dissociadas nesta solucéo e entao transferidas para placas de
cultura com 24 pocos (91,6x10° células/cm?), revestidas com poli-D-lisina (0,1 mg/mL). As
culturas foram mantidas em incubadora com 5% CO,/95% ar atmosférico, a 37 °C, por 15

dias.

Estimulos excitotoxicos por agonistas glutamatérgicos

As culturas foram estimuladas com 100 uM de AMPA ou 100 uM de NMDA (Sigma)
em solucdo basal (134 mM NaCl; 4 mM KCI; 1,4 mM MgCly; 2,5 mM de CaCl,; 6 mM de
glucose; 10 mM de HEPES) por 20 minutos (exposi¢do) e em seguida incubadas com o
tampéo de cultura original (isento de AMPA e NMDA) por 240 minutos (incubagdo). A
estimulacdo pelo NMDA foi realizada na auséncia de Mg?*, para avaliar uma resposta
neuronal méxima. A presenca de antocianinas (100 pg/mL) nos meios foi variada e esta

descrita conforme os protocolos abaixo. A concentracao escolhida foi baseada numa curva de
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concentragdo em que ndo se observa alteragdes na viabilidade neuronal (liberagéo da lactato
desidrogenase):
a) Presenca de antocianinas somente durante o estimulo com agonistas
glutamatérgicos (exposicao).
b) Presenca de antocianinas durante o estimulo com agonistas glutamatérgicos
(exposi¢ao) e o periodo pds-insulto (incubagéo).
c) Presenca de antocianinas somente durante o periodo pos-insulto (incubacao).
d) Presenca de antocianinas somente uma hora pos-estimulo com agonistas, durante o

periodo pds-insulto (incubacao).

Privacdes de glicose e oxigénio (OGD)

O protocolo experimental foi baseado em estudos prévios (FERNANDES et al., 2014;
VIEIRA et al., 2014). Neurbnios do hipocampo foram incubados em meio sem glicose (116
mM NacCl, 25 mM de sacarose, 10 mM de Hepes, 5,4 mM KCI, 0,8 mM de MgSO,4, 1 mM de
NaH,POy4, 1,8 mM de CaCl,, 25 mM de NaHCO3) sob atmosfera anaerdbica (10% de Ho,
85% de N, CO, a 5%; Forma de Sistema Anaerdébio, Thermo Fisher Scientific) a 37°C
durante 2 horas (exposi¢do). Apoés o insulto induzido pela OGD, o tampéo foi substituido pelo
meio de cultura j& condicionado pelas células, o qual permaneceu sob condicGes de
humidificacdo de 5% de CO,/95% de ar atmosférico. Este periodo pds-insulto foi de 24 horas
(incubacdo). Neurdnios controles foram incubados no mesmo tampdo acima descrito,
suplementado com 25 mM de glicose (na auséncia de sacarose), € mantidos sob
humidificacdo de 5% de CO,/95% de ar na incubadora a 37°C. A presenca de antocianinas
ocorreu conforme os protocolos descritos abaixo:

a) Presenca de antocianinas durante o estimulo ODG (exposi¢éao) e durante o periodo

pos-insulto (incubacao).

b) Presenca de antocianinas somente no periodo pés-insulto (incubacéo).

c) Presenca de antocianinas somente durante o estimulo ODG (exposi¢&o).

d) Presenca de antocianinas durante o estimulo OGD (exposi¢do) e nas primeiras 4

horas no periodo pds-insulto (incubacgao).

e) Presenca de antocianinas somente nas primeiras 4 horas no periodo pos-insulto

(incubacéo).
f) Presenca de antocianinas num intervalo de 6 horas, 6 horas pds-estimulo

(incubacéo).
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Anélises da Morfologia Nuclear

Para a anélise da morfologia nuclear, os procedimentos seguiram metodologia descrita
previamente (FERNANDES et al., 2014; VIEIRA et al., 2014). Os neurénios foram fixados
24 horas ap06s a OGD a temperatura ambiente em 4% sacarose/4% paraformaldeido preparado
em solucdo PBS e incubado com reagente fluorescente Hoechst 33342 (1 mg/ml, Molecular
Probes) for 15 min. As lamelas foram montadas sobre laminas de vidro com Dako mounting
médium (Thermo Scientific) e examinados com auxilio de Zeiss Axiovert 200 fluorescence
microscope. As células permeaveis e 0 DNA corado pelo Hoechst 33342 apresentam nucleo
com tamanho normal, regular e fluorescéncia difusa azul, enquanto que células danificadas
apresentam coloracdo azul intenso, nucleos picnéticos com cromatina condensada e
fragmentada. Os experimentos foram realizados em triplicata e aproximadamente 400 células
foram contadas em campos Opticos selecionados randomicamente. A morte celular foi
expressa como a percentagem de células mortas em relacdo ao nimero total de células

contadas.

DiferenciacOes entre necrose primaria e secundaria e apoptose

O protocolo experimental foi baseado no seguinte estudo prévio (VIEIRA et al., 2014).
Para esse efeito, os neurdnios foram incubados com corantes nucleares como iodeto de
propidio (PI, 2 pg/mL) e Hoechst 33342 (2 pg/mL) durante 15 min a 37°C. Em seguida, as
células foram analisadas imediatamente sob microscopia de fluorescéncia para a incorporacao
de Pl e condensacdo da cromatina. As membranas celulares sdo impermeaveis a PI, assim,
este corante sO penetra as células mediante vazamento de membrana. Assim, Pl é considerado
como um marcador necrético, uma vez que poros na membrana é uma das principais
caracteristicas de morte celular por necrose. Quando usado em um sistema primario de
cultura, deveriamos considerar que algumas células que ativam apoptose podem sofrer
necrose secundaria. Por esta razéo, ndo poderiamos atribuir a captacao de PI apenas a necrose
primaria. Por outro lado, as células sdo permeaveis ao corante Hoechst 33342, servindo para
analisar a morfologia nuclear, pontos de condensacdo da cromatina e a picnose, que
classificam as células como mortas por apoptose. Para a morte neuronal semelhante a necrose,
foram considerados células que s@o positivas para a coloracdo de PI, mas na auséncia de
picnose. Pelo menos 500 celulas foram contadas em cada lamela. Os resultados foram
expressos como a percentagem de morte celular por necrose (PI positiva sem picnose/nimero
total de células) ou a percentagem de morte celular tipo-apoptose (nucleos tipo-

apoptose/numero total de células).
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Ensaios da liberagéo e atividade da lactato desidrogenase (LDH)

O procedimento experimental ocorreu de acordo com estudos prévios (LOBO et al.,
2011). Para o ensaio, o0 meio condicionado foi coletado apds os tempos indicados de
incubacdo apos a exposicdo aos agonistas, OGD ou condi¢des controles. A atividade da LDH
foi determinada usando um kit comercial (CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay,
Promega, Madison, WI), conforme indicado nas instrucdes dos fornecedores. A percentagem
de LDH liberada foi determinada como a razéo entre a atividade da LDH no meio extracelular
e a atividade da LDH total, obtida apos a lise completa com triton x-100. A percentagem de
células mortas foi calculada relativamente para células tratadas com o tampéo de lise, sendo
considerado como 100%. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em

experimentos independentes.

Preparo da amostra, SDS-PAGE e Western blotting

O preparo das amostras foi realizado de acordo com estudos prévios (Caldeira et al.,
2007 a,b). A analise de Western blot foi realizada pelo sistema Bio-Rad. As proteinas foram
detectadas e analisadas com os softwares Molecular Imager VersaDoc 3000 e Quantity One
(Bio Rad, USA). Resumidamente, as proteinas foram separadas por SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida 10%, transferidas para membrana de PVDF e, em seguida, inicia-se a
imunoblotagem. Os blotes serdo incubados com anticorpos priméarios (overnight a 4 °C),
lavados e incubados com anticorpos secundarios (diluicdo 1:20.000; 1 hora a temperatura
ambiente). Os anticorpos primarios foram destinados para os seguintes alvos moleculares:
expressao e fosforilacdo da JNK; expresséo e fosforilagdo da c-Jun; expresséo e fosforilacdo
do NF-kB p65; expressao e fosforilacdo da p38; expressdo e fosforilacdo da AKT; expressédo e
fosforilagéo da ERK; expressdo e fosforilagdo da CaMKII-a; expressdo e fosforilagdo da
GSK3-B.

Alvos moleculares

Os alvos moleculares investigados neste estudo foram: expressdo e fosforilagédo da
JNK; expresséo e fosforilagdo da c-Jun; expresséo e fosforilacdo da p38; expressdo e
fosforilacdo da AKT; expressdo e fosforilagdo da ERK; expressao e fosforilacdo da CaMKI|I
alfa ; expresséo e fosforilacdo da GSK3-Beta.
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Andlise Estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma ou duas vias (ANOVA),
utilizando o teste post-hoc adequado com 95% de significancia (p<0,05). Os valores foram

expressos como a média = S.E.M.

Resultados e Discussoes

Antocianinas previnem a liberacdo da LDH e apoptose celular em cultura de neurdnios
de hipocampo submetidos a OGD

A figura 1 mostra o efeito dos tratamentos com antocianinas 100 pg/ml e o estimulo
OGD sob a liberacdo da enzima LDH em diferentes protocolos de exposicdo (exposure) e
incubacdo (incubation) (A-G). Pode-se observar no grafico A que a incubacdo com
antocianinas durante as 2 horas de exposicao e 24 horas de incubagdo mostrou-se excitotoxica
para 0s neurdnios de hipocampo. O mesmo efeito foi visto no gréfico B onde antocianinas
presentes durante 24 horas de incubacdo também sdo excitotoxicas. No grafico C a presenca
de antocianinas 12 horas pds-estimulo ndo apresentou excitotoxicidade, mas também néo foi
capaz de reverter o efeito induzido pela OGD. Baseado nestes achados os tempos de
incubacdo com antocianinas foram reduzidos e voltados para um intervalo de tempo mais
préximo ao insulto.

No grafico D pode-se perceber que a presenca de antocianinas somente durante 2
horas de estimulo foi capaz de previnir o aumento na libera¢do da LDH induzido pela OGD.
O mesmo efeito foi notado quando as antocianinas estiveram presentes no estimulo e 4 horas
pos-estimulo (E) e somente 4 horas pés-estimulo (F). Estes resultados mostram que as
antocianinas protegem a morte de neurdnios nas fases iniciais ap6s OGD.

Na tentativa de encontrar uma janela temporal mais distante ao processo de OGD no
qual exista uma protecdo das antocianinas, foram realizadas incubagdes de antocianinas 6
horas p6s OGD, durante 6 horas (um intervalo curto com a presenca de antocianinas afim
desta ndo se tornar excitotdxica). Pode-se notar no grafico G que as antocianinas podem
previnir a morte de neurdnios até 6 horas pés OGD. Este mesmo protocolo foi realizado para
os estudos de morfologia nuclear para complementar os achados obtidos com a liberagéo da
LDH. Pode-se perceber que as antocianinas reverteram o aumento no numero de células
mortas para o corante Hoescht 33343. Pela analise morfoldgica nuclear também se notou uma
morte com padrdo de apoptose. Além disto, as antocianinas reduziram o nimero de ndcleos

picnoticos e marcados intensamentes pelo corante.
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Antocianinas previnem a liberacdo da LDH em cultura de neur6nios de hipocampo
submetidos a insultos excitotoxicos induzidos por AMPA e NMDA

A figura 2 mostra que antocianinas nas concentracdes entre 1-100 pg/mL por 2 horas
ndo aumentam a liberacdo de LDH per se. A figura 3 mostra a liberacdo da LDH apds a
exposicdo com AMPA (A-D) e NMDA (E-H). Pode-se observar que a presenga de
antocianinas durante o estimulo de 20 minutos com os agonistas ndo foi capaz de previnir a
liberacdo de LDH induzida por AMPA (A) e NMDA (E). A presenca de antocianinas durante
0s 20 minutos de estimulo e 2 horas de incubacdo foi capaz de previnir o aumento na
liberacdo de LDH induzida por AMPA (B) e NMDA (F). O mesmo efeito foi visto quando as
antocianinas estiveram presentes somente nas 2 horas de incubacé&o.

Visto que as antocianinas conseguem previnir a morte induzida pelos agonistas, um
altimo protocolo foi realizado afim de tentar encontrar uma janela temporal mais distante dos
estimulos no qual as antocianinas continuam a impedir a morte neuronal. Foi encontrado que
as antocianinas 2 horas ap6s os estimulos conseguem reverter o aumento na liberagdo da LDH
induzido por AMPA (D) e NMDA (H).

Antocianinas previnem a inducéo de apoptose e necrose em cultura de neurdnios de
hipocampo submetidos a insultos excitotdxicos induzidos por NMDA

Visto que as antocianinas 2 horas ap06s o estimulo com NMDA impedem a liberagéo
de LDH, este protocolo foi utilizado para os estudos de morfologia nuclear. Além disto, a
escolha do uso de NMDA foi baseada no fato de que este agonista apresenta excitotoxicidade
superior a0 AMPA. A figura 3 mostra que as antocianinas foram capazes de impedir o
namero de células mortas para o Hoescht 33342 (A). No entanto, a morfologia nuclear
mostrou que o perfil de morte induzido pelo NMDA néo segue um perfil somente apoptético
no qual os ndcleos mostram-se picnéticos e intensamente corados pelo corante. Em virtude
disso, foi realizado o uso concomitande de corantes Hoescht e iodeto de propideo (PI), e foi
possivel determinar o tipo de morte relacionada aos estimulos com NMDA.

Pode-se perceber que as antocianinas reduziram o nimero de células P1 positivas, ou
seja, as antocianinas reduziram o ndmero de células mortas por necrose. Em adi¢do, também
foi encontrado que as antocianinas reduziram o numero de células com caracteristica

morfoldgica para necrose primaria e secundaria.
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Antocianinas ndo apresentam afinidade por receptores NMDA.
A figura 5 mostra que concentragdes até 100 pg/mL ndo deslocam o MK-801,

mostrando a auséncia de afinidade destes compostos para o receptor NMDA.

Concluséo
Os resultados preliminares mostram evidéncias promissoras sobre a neuroprotecdo das

antocianinas perante a morte induzida por agonistas glutamatérgicos e pela OGD. Dentre estes
se destaca a capacidade destes compostos em reveter a morte induzida numa janela temporal
distante a0 momento do insulto. Antocianinas reveterm a morte pela liberacdo da LDH uma
hora pds-estimulo via agonistas glutamatérgicos e até seis horas pos-OGD. A analise da
morfologia nuclear corroborou com os resultados da liberacdo da LDH. Além disto, as
antocianinas foram capazes de impedir que as células expostas ano NMDA tenham uma morte
tipo-necrdtica. A reducdo da necrose secundaria mostra que as antocianinas impedem que as
células que entram em processo apoptotico migrem pra um processo necrético. Para ambos 0s
protocolos experimentais (exposicdo ao NMDA e a OGD) serdo investigados a expressao e
fosforilagdo da JNK, expressédo e fosforilacdo da c-Jun, expressdo e fosforilacdo da p38,
expressao e fosforilacdo da AKT, expressao e fosforilacdo da ERK, expressdo e fosforilacdo
da CaMKIlI-a e expressdo e fosforilagdo da GSK3-B. O presente estudo segue em processo de
desenvolvimento e a partir destas analises poderemos determinar possiveis alvos moleculares

de acdo das antocianinas na prevencao da morte celular.
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Legenda: Efeito da exposicdo de culturas de neurdnios de hipocampo a antocianinas (ANT,
100 pg/mL) e a insultos de deprivagdo de glicose e oxigénio (OGD, 2 horas) sobre a liberacdo
da lactato desidrogenase (LDH): efeito das antocianinas durante o estimulo OGD e p0s-
insulto (A); efeito das antocianinas somente pds-insulto (B) e 12 horas pés-insulto (C); efeito
das antocianinas durante o estimulo OGD (D); efeito das antocianinas durante o estimulo
OGD e 4 horas pos-insulto (E); efeito das antocianinas somente 4 horas pos-insulto (F) e
efeito das antocianinas 6 horas pos-insulto (G). Morfologia nuclear de neur6énios submetidos a
OGD e expostos com antocianinas num intervalo de 6 horas, 6 horas pos estimulo (H). Seta
fechada aponta nucleos considerados como controle. Seta aberta representa nucleos
considerados apoptdticos. *Denota diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo.
#Denota diferenca significativa em relacdo ao grupo OGD. Anova de duas vias seguido pelo
post-hoc de Bonferroni (n=4/10).
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Figura 2
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Legenda: Efeito da exposicdo de culturas de neurdnios hipocampais com diferentes
concentragcdes de antocianinas (ANT, 1-100 pug/mL) durante o 20 e 240 minutos sobre a
liberacdo da lactato desidrogenase (LDH). Anova de uma seguido pelo post-hoc de Student
Newman Keuls (n=3).
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Legenda: Efeito da exposicdo de culturas de neurdnios de hipocampo com antocianinas
(ANT, 100 pg/mL) e a insultos pelos agonistas glutamatérgicos (AMPA ou NMDA, 100 uM,
20 minutos) sobre a liberacdo da lactato desidrogenase (LDH): efeito das antocianinas durante
o estimulo AMPA (A); efeito das antocianinas durante o estimulo AMPA e pds-insulto (B);
efeito das antocianinas somente pds-insulto (C) e efeito das antocianinas 1 hora pds-insulto
(D); efeito das antocianinas durante o estimulo NMDA (E); efeito das antocianinas durante o
estimulo NMDA e p6s-insulto (F); efeito das antocianinas somente pés-insulto (G) e efeito
das antocianinas 1 hora pds-insulto (H). *Denota diferenca significativa em relacdo ao grupo
veiculo. #Denota diferenca significativa em relacdo ao grupo AMPA/NMDA. Anova de duas
vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni (n=4/10).



161

Figura 4
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Legenda: Morfologia nuclear de neurdnios submetidos a insultos por NMDA (100 pM, 20
minutos) e expostos com antocianinas num intervalo de 1 hora, 1 hora pés-estimulo. Seta
fechada aponta nucleos considerado como controle. Seta aberta representa nudcleos
considerados apoptoticos. —Representa nucleos considerados necréticos. *Denota diferenga
significativa em relagdo ao grupo veiculo. #Denota diferenca significativa em relagdo ao
grupo NMDA.. Anova de duas vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni (n=4/10).
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Figura 5
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Legenda: Efeito das antocianinas (1-100 pg/mL) e MK-801 (10 pM) sobre a ligacio do [*H]-
MK-801 em membranas de cérebro de ratos. Dados expressos em média + erro padréo
(n=3/duplicata). ***p<0.001 comparado ao grupo veiculo (Teste T de Student).
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