UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA E TERAPEUTICA

MARIANA UCZAY

AVALIACAO DE COMPOSTOS IRIDOIDES COM ATIVIDADE NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL: UM ENFOQUE EM GENIPOSIDEO E
ASPERULOSIDEO

Porto Alegre
2023



Mariana Uczay

AVALIACAO DE COMPOSTOS IRIDOIDES COM ATIVIDADE NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL: UM ENFOQUE EM GENIPOSIDEO E
ASPERULOSIDEO

Tese de doutorado apresentada ao Programa
de Poés-graduacdo em Farmacologia e
Terapéutica, como requisito parcial para
obtencdo do Grau de Doutora em

Farmacologia e Terapéutica

Orientadora: Prof2 Dra? Patricia Pereira

Porto Alegre (RS), Brasil
Outubro de 2023



MARIANA UCZAY

AVALIACAO DE COMPOSTOS IRIDOIDES COM ATIVIDADE NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL: UM ENFOQUE EM GENIPOSIDEO E
ASPERULOSIDEO

Tese de doutorado apresentada ao Programa
de Pods-graduacdo em Farmacologia e
Terapéutica, como requisito parcial para
obtencdo do Grau de Doutora em

Farmacologia e Terapéutica

Orientadora; Prof® Dra? Patricia Pereira



BANCA EXAMINADORA:

Prof @ Dr2. Mirna Bainy Leal

Prof @ Dré. Anapaula Sommer Vinagre

Prof 2 Dr2. lvana Grivicich



AGRADECIMENTOS

Ao concluir esta tese, gostaria de agradecer:

A toda minha familia, por entender minha auséncia durante esses mais de quatro anos,
principalmente ao meu namorado Rémulo, pela imensuravel ajuda durante a execucao

deste trabalho.

A minha orientadora, Prof? Patricia Pereira, por me receber em seu laboratério, pela
confianca depositada em mim, e principalmente pela excelente relacdo de amizade que

construimos durante o periodo do meu doutorado.

Ao Prof® José Angel Fontenla, por ter me recebido tdo bem em seu laboratério na

Universidade de Santiago de Compostela.
A todos os meus colegas, 0s que ainda estdo e 0s que ja passaram pelo LABNET.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) pelas bolsas
de doutorado e doutorado sanduiche recebidas.

A todos os professores do PPGFT que contribuiram para minha formagdo como
farmacologista.

Muito obrigada!



RESUMO

As doencas neurologicas sdo frequentes, e apesar dos grandes avangos conquistados nas
ultimas décadas, ainda ndo existem tratamentos eficazes e capazes de reverter totalmente
danos causados aos neurdnios, ou de promover a neuroprote¢do. Muitos iridoides j& foram
estudados devido a atividades biologicas como a diminui¢do da inflamac&o e do estresse
oxidativo, além disso, em pesquisas recentes, ja demonstraram promover a
neuroprotecdo. Geniposideo (GP) e asperulosideo (ASP) sdo iridoides encontrados na
flora nativa do Brasil. Neste trabalho, buscamos avaliar as propriedades ADMETox de
GP e ASP por meio de ensaios in silico e in vivo, além de avaliar o potencial
anticonvulsivante em modelo de crise epiléptica induzida por pilocarpina em
camundongos. GP foi extraido de frutos de Genipa americana e ASP a partir de partes
aéreas (folhas e ramos) de Escallonia megapotamica e Escallonia bifida. O mecanismo
de acdo destes compostos foi avaliado por meio de analises de docking molecular, de
ensaios de ligacéo a receptores e avaliacdo da atividade antioxidante em Caenorhabidtis
elegans. GP e ASP demonstraram possuir boas caracteristicas farmacoldgicas de
lipofilicidade, tamanho molecular e doadores e aceptores de hidrogénios, porém, parecem
ter pouca permeabilidade pela barreira hematoencefalica (BHE), e por meio de ensaios in
silico, sugerimos um mecanismo ativo de passagem pela BHE. GP demonstrou ter baixa
toxicidade em doses terapéuticas, tanto em modelos in silico, quanto in vivo. ASP
demonstrou atividade genotdxica no ensaio cometa, além de alterar o comprimento
corporal de C. elegans, afetando seu desenvolvimento. Observamos resultados favoraveis
quanto ao seu efeito anticonvulsivante, onde GP e ASP aumentaram a laténcia e
diminuiram a ocorréncia de crises induzidas por pilocarpina em camundongos. Além
disso, em C. elegans observamos um potencial efeito antioxidante, GP foi capaz de
reverter o dano causado por peroxido de hidrogénio na enzima superdxido dismutase
(SOD) nas concentracfes de 1 e 2 mM, e ASP foi capaz de reverter o dano causado por
peroxido de hidrogénio na glutationa S transferase (GST) nas concentracfes de 0,5, 1 e 2
mM. Avaliamos a afinidade de ligagdo de ambos os compostos em receptores
canabinoides e de adenosina, porém nenhum dos compostos ligou-se de maneira
adequada aos receptores. Nas analises de docking molecular, observamos que GP e ASP
ligam-se as enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase com uma afinidade de

ligacdo maior que a da galantamina, um inibidor colinesterasico classico. Desta forma,



concluimos que GP e ASP demonstram potencial farmacoldgico, uma vez que conferiram

protecdo nos modelos experimentais empregados neste estudo.

Palavras-chave: epilepsia; neuroprotecdo; estresse oxidativo;  geniposideo,
asperulosideo, C elegans; docking molecular.



ABSTRACT

Neurological diseases are common, and despite major advances in recent decades, there
are still no effective treatments that can fully reverse damage to neurons or promote
neuroprotection. The biological activities of many iridoids, such as reducing
inflammation and oxidative stress, have already been studied. In addition, recent research
has shown that they promote neuroprotection. Geniposide (GP) and asperuloside (ASP)
are iridoids found in the native flora of Brazil. In this study, we evaluated the ADMETox
properties of GP and ASP through in silico and in vivo assays, in addition to evaluating
the anticonvulsant potential in a model of epileptic seizures induced by pilocarpine in
mice. GP was extracted from Genipa americana fruits and ASP from aerial parts (leaves
and branches) of Escallonia megapotamica and Escallonia bifida. The mechanism of
action of these compounds was evaluated via molecular docking, receptor binding tests
and an evaluation of antioxidant activity in Caenorhabditis elegans. GP and ASP showed
good pharmacological characteristics of lipophilicity, molecular size and hydrogen
donors and acceptors, however, they seem to have little permeability through the blood-
brain barrier (BBB), through in silico assays, we suggest an active mechanism of passage
through the BBB. GP has been shown to have low toxicity at therapeutic doses, both in
silico and in vivo models. ASP demonstrated genotoxicological activity in the comet
assay, in addition to altering the body length of the worms, affecting their development.
We observed favorable results regarding its anticonvulsant effect, where GP and ASP
increased latency and decreased the occurrence of seizures induced by pilocarpine in
mice. Furthermore, in C. elegans we observed a potential antioxidant effect, GP was able
to reverse the damage caused by hydrogen peroxide on the superoxide dismutase (SOD)
enzyme at concentrations of 1 and 2 mM, and ASP was able to reverse the damage caused
by hydrogen peroxide on the glutathione S transferase (GST) at concentrations of 0.5, 1
and 2 mM. We evaluated the binding affinity of both compounds at cannabinoid and
adenosine receptors, but none of the compounds adequately bound to the receptors. In
molecular docking analyses, we observed that GP and ASP bind to acetylcholinesterase
and butyrylcholinesterase enzymes with a higher binding affinity than galantamine, a
classic cholinesterase inhibitor. Thus, we conclude that GP and ASP demonstrate
pharmacological potential, since they provided protection in the experimental models

used in this study.



Keywords: epilepsy; neuroprotection; oxidative stress; geniposide, asperuloside, C.

elegans; molecular docking.



APRESENTACAO

Esta tese consiste em uma introducdo geral e um breve referencial tedrico sobre
seu tema. O primeiro capitulo teve como objetivo avaliar a atividade anticonvulsivante
de GP e ASP em um modelo de crise epiléptica induzido por Pilocarpina em
camundongos. Os experimentos foram desenvolvidos no Centro de Experimentagédo
animal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CREAL-UFRGS), no Laboratério
de Neurofarmacologia e Toxicologia Pré-Clinica e no Laboratério de Genética
Toxicoldgica da Universidade Luterana do Brasil (Ulbra). A partir dos resultados deste
trabalho, produzimos um artigo que foi publicado na revista Naunyn Archives of
pharmacology em 2022.

O segundo capitulo tem como objetivo avaliar as propriedades farmacolégicas de
GP e ASP através de analises in silico, in vitro e in vivo em Caenorhabditis elegans, as
analises foram realizadas no Laboratorio de Farmacologia do Sistema Nervoso Central
da Universidade de Santiago de Compostela e no Laboratorio de Neurofarmacologia e
Toxicologia Pré-Clinica na UFRGS. Este trabalho serd submetido na revista
Computational biology and chemistry.

Ao final ha uma discussdo geral sobre todos os resultados encontrados pelos

experimentos realizados nesta tese, uma conclusao geral e perspectivas futuras.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

Patologias cerebrais como acidente vascular cerebral, epilepsia, doenca de
Alzheimer (DA), doenca de Parkinson (DP) e traumatismo cranioencefélico séo as
principais causas de incapacidade na populagdo mundial, cada vez mais envelhecida
(DiLuca; Olesen, 2014). Apesar dos avangos na compreensdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos de distarbios que afetam o sistema nervoso central (SNC) e das novas
terapéuticas que surgem, cada vez mais tém-se observado um aumento em sua incidéncia
(Neri et al., 2022). Por outro lado, as doengas do SNC séo mais dificeis de tratar do que
outros tipos de doencas, uma vez que apenas compostos de baixo peso molecular poderem
atingir o tecido cerebral para exercer efeitos curativos devido a existéncia da barreira
hematoencefalica (BHE) (Sweeney; Sagare; Zlokovic, 2018).

As doencas neuroldgicas representam um impacto significativo na qualidade de
vida dos pacientes e seus cuidadores, bem como na salde e na economia do pais. A
prevaléncia mundial da DA é de aproximadamente 3% entre as pessoas com 65 a 74 anos,
com um aumento drastico de 30% entre aquelas com 85 anos ou mais (Marasco, 2020).
Quanto a DP a taxa de prevaléncia é de 2% na populacdo com 65 anos ou mais
(Pringsheim et al., 2014). Ja para casos de epilepsia, estima-se que a taxa de prevaléncia
seja de 2,83 casos a cada 1000 habitantes por ano (Fiest et al., 2017).

Tendo em vista a falta de farmacos que atuem de maneira efetiva nas doengas que
afetam o SNC, compostos de origem natural sdo frequentemente analisados em funcéo de
sua atividade neuroprotetor (Bharate; Mignani; Vishwakarma, 2018). Iridoides formam
um grupo de compostos naturais que possuem um anel de ciclopentano, estando
amplamente presentes nas familias Bignoniaceae, Rubiaceae, Scrophulariaceae,
Verbenaceae e Oleaceae. Devido as suas caracteristicas estruturais unicas e configuracoes
complexas, estes compostos exibem numerosas atividades bioldgicas desejaveis, tais
como atividades neuroprotetora, anti-inflamatoria, antimicrobiana e antitumoral (Zhou et
al., 2019; Cao et al., 2019).
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Portanto esta tese tem como objetivos avaliar o efeito neuroprotetor de
geniposideo (GP) e asperulosideo (ASP), dois dos principais iridoides encontrados na
flora brasileira, em diferentes modelos experimentais. Foram estudadas suas atividades
no SNC, o perfil de toxicidade, atividade antioxidante, bem como seu potencial efeito

anticonvulsivante.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencas do sistema nervoso central

O SNC é um dos sistemas mais importante dos vertebrados, sendo responsavel
por transmitir informacdes ao sistema nervoso periférico e controlar as diversas
atividades inerentes aos organismos. As doengas que acometem o SNC constituem um
grupo heterogéneo de disturbios que podem apresentar  caracteristicas
neurodegenerativas, ou ndo. Em 2019, havia cerca de 50 milhdes de pessoas vivendo com
doencas neurodegenerativas em todo o mundo, e estima-se que esse nimero suba para
152 milhGes até 2060 (Jia et al., 2019). As doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas
pela perda progressiva e seletiva de sistemas neuronais anatdmica ou fisiologicamente
relacionados. Exemplos classicos incluem a DA e DP.

Como principal causa de deméncia, a DA é um problema de saude global
crescente que tem um enorme impacto em nivel individual e social (Scheltens et al.,
2016). Esta doenga ¢ causada por placas -amiloides e emaranhados neurofibrilares da
proteina Tau que se acumulam no cérebro e resultam em declinio cognitivo gradual.
Como uma doenca neurodegenerativa de conformacao proteica, a DA apresenta-se como
perda de memodria e disfuncdo neurocognitiva progressivas. Apesar de varios tratamentos
terem sido desenvolvidos para aliviar sintomas leves, nenhum medicamento esta
atualmente em uso que melhore a cognigdo ou previna a progressao da DA (Joe; Ringman,
2019).

Ja a DP € uma doenca neurodegenerativa progressiva, caracterizada por graves
deficiéncias locomotoras, incluindo bradicinesia, tremor e rigidez (Ahmad et al., 2022).
Esses sintomas sdo a manifestacdo da perda de neurdnios dopaminérgicos da pars
compacta da substancia negra (Kalia; Lang, 2015). Outras anormalidades associadas a

DP sdo defeitos cognitivos, anormalidades psiquidtricas e implicacGes
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neurodegenerativas (Ahv; Krp, 2017). A facilitacdo dopamineérgica (L-dopa, agonistas da
dopamina, inibidores da monoamina oxidase-B e da COMT) é usada para proporcionar
alivio sintomético sem fornecer neuroprotecdo na DP (Schapira et al., 2006).

A epilepsia é uma das doencgas do SNC mais frequentes, caracterizada por crises
epilépticas imprevisiveis e recorrentes (Ambrogini et al., 2019). Apesar de ndo ser uma
doenca neurodegenerativa, apresenta diversas caracteristicas semelhantes a essas
doencas. Essa condicao ocorre quando ha sincronizacdo anormal espontanea de descargas
neuronais que levam a periodos transitorios de disfuncao cerebral, que podem manifestar-
se como perturbacdes da percepcdo, do controle motor, da consciéncia ou do controle
autonémico, dependendo das areas do cérebro envolvidas (Fisher et al., 2014). Os
farmacos disponiveis na terapéutica nao satisfazem totalmente o tratamento dos pacientes
com epilepsia, pois acabam por tratar apenas 0s sintomas e ndo 0S mecanismos
fisiolégicos envolvidos (Schulze-Bonhage, 2017) além disso, muitos pacientes sdo

refratarios ou sofrem com graves efeitos adversos.

2.3 Neuroinflamacéo

A inflamagdo é uma reacdo fisioldgica do sistema imunol6gico a estimulos
nocivos que protege o tecido de lesGes, mantém sua homeostase e facilita a recuperacao
do tecido ap6s danos. A neuroinflamacéo se refere a uma resposta inflamatéria dentro do
SNC que pode ser causada por insultos patolégicos, incluindo infeccdo, trauma, isquemia
e toxinas (Leng; Edison, 2020). O processo € marcado pela producgdo de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo IL-1p, IL-6, IL-18 e fator de necrose tumoral (TNF), quimiocinas
e moléculas como prostaglandinas e 6xido nitrico (DiSabato, Quan; Godbout, 2016). A
epilepsia, a DA e a DP compartilham muitos processos fundamentais associados a
disfuncdo neuronal, estresse oxidativo, morte celular e neuroinflamagéo (Dugger;
Dickson, 2017; Upaganlawar et al., 2021). Como resposta precoce a insultos ao cérebro,
0 processo de neuroinflamacéo € ativado para prevenir danos aos neur6nios e atenuar a
neurodegeneracdo (Soltani Khaboushan, Yazdanpanah; Rezaei, 2022).

Estd bem estabelecido que a inflamagdo no SNC desempenha um papel
fundamental na epileptogénese. Além disso, a disfuncdo da barreira hematoencefalica
(BHE) apos a inflamagdo contribui para a epileptogénese. A neuroinflamacgdo pode
induzir a apoptose neuronal ativando receptores, como o receptor-1 do TNF, que ativa a

via da caspase 8 e impulsiona os neurdnios para a apoptose. Ja na DA, os mediadores pro-
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inflamatdrios aumentam a producédo de proteina precursora de amiloide (APP) que se
converte em moléculas B-amiloide (AB), a marca registrada da DA (Park et al., 2023).
Além disso, APP e AP sdo moléculas pro-inflamatorias que intensificam a inflamacéo.
Da mesma forma, na DP, a agregacédo de inclusdes de a-sinucleina resulta na ativacao do
fator nuclear-kB (NF-kB) na microglia, podendo desencadear a apoptose (Dugger;
Dickson, 2017).

Além disso, a neuroinflamacdo pode estar associada com a producdo aumentada
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Em mitocdndrias danificadas, o extravasamento
de elétrons aumenta a taxa de formacao de superdxido dismutase e, consequentemente de
peroxido de hidrogénio (H202). Outras consequéncias nesta cascata de eventos incluem
alteraces na homeostase do célcio, peroxidacao lipidica, alteragdes na permeabilidade
da membrana, além de danos as proteinas e ao DNA. Todos esses aspectos acabam
afetando expressdo génica predispondo a alterac6es do ciclo celular e, eventualmente, a

senescéncia e/ou ativacao de vias de apoptose (Patel, 2002).

2.4 Estresse oxidativo

O cérebro consome 20 a 50% do consumo total de oxigénio corporal, embora
represente cerca de 2% do peso corporal, o que significa que a funcdo cerebral é
amplamente dependente do suprimento constitutivo de O (Fujita et al., 2012). Com esse
consumo aumentado de oxigénio, observa-se, também um aumento na geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs desempenham um papel fisiopatologico
crucial, porém, seu acimulo aumenta a suscetibilidade do tecido cerebral a danos (Figura
3). Os mecanismos pelos quais as EROs causam danos ao tecido cerebral ndo séo bem
compreendidos, mas é relatado que desencadeiam uma variedade de cascatas moleculares
qgue aumentam a permeabilidade da BHE e alteram a morfologia cerebral, causando

neuroinflamacdo e morte neuronal (Salim, 2017).



18

l Atividade antioxidante

t Acao das EROs
t Neuroinflamacgao

Figura 1. Visdo geral da resposta do encéfalo as espécies reativas. Fonte: elaborado pela

autora

A regulacgdo da quantidade de espécies reativas no cérebro é crucial para manter a
atividade cerebral normal. Algumas evidéncias sugerem que o dano oxidativo tem um
papel importante no declinio cognitivo que acompanha o envelhecimento. O perfil
transcricional de amostras de cortex frontal pds-morte de individuos com idade entre 26
e 106 anos revelou que apds os 40 anos houve uma diminuicdo na expressdo de genes
envolvidos na plasticidade sinaptica, transporte vesicular e fun¢do mitocondrial, seguido
por aumento da expressdo de resposta ao estresse, genes antioxidantes e reparadores de
DNA (Lu et al., 2004).

Existem dois tipos de mecanismos de prote¢do no cérebro para lidar com a ameaca
representada pelas EROs, o sistema enzimético antioxidante e os antioxidantes de baixo
peso molecular. O sistema enzimatico antioxidante inclui superéxido dismutase (SOD),
glutationa-S-transferases (GST), e catalase (CAT) (Yang et al., 2022). As enzimas SOD,
incluindo Cu-Zn SOD e Mn-SOD, facilitam a dismutacdo espontanea de radicais
superoxido para gerar H202, que € posteriormente removido pela enzima CAT (Saso;
Firuzi, 2014). A GST é uma enzima, que catalisa a ligacdo da glutationa com
intermediarios hidrofobicos, tornando-os menos toxicos e facilitando o seu transporte
para fora da célula (Mazari et al., 2023). Os antioxidantes de baixo peso molecular
incluem a glutationa, &cido Urico, acido ascérbico e melatonina, que oferecem funces de
neutralizacdo causando a quelacdo de metais de transicdo. A glutationa, que ocorre na
forma reduzida (GSH) e na forma oxidada (dissulfeto de glutationa), é o antioxidante
enddgeno ndo enzimatico mais importante e pode ser regenerada pela glutationa redutase
com o consumo de NADPH (Yang et al., 2022). A proporcdo endogena de GSH para

dissulfeto de glutationa é considerada um indicador da homeostase redox dentro de uma
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célula. Niveis mais altos de GSH também servem como cofator para outras enzimas,
incluindo glioxalase e peroxidase. Até 0 momento, a regulacéo de enzimas antioxidantes
é reconhecida como um dos caminhos para a descoberta de estratégias neuroprotetoras
(Fujita et al., 2012).

2.4 Iridoides

Iridoides sdo uma classe de compostos monoterpenoides amplamente distribuidos

nas plantas com flores das familias Scrophulariaceae, Rubiaceae, Labiatae, Loganiaceae,
Bignoniaceae, Gentianaceae, Verbenaceae e Oleaceae. Esses metabolitos vegetais sdo
classificados de acordo com o nimero de atomos de carbono presentes no esqueleto de
sua parte aglicona, sendo C-8, C-9 e C-10 (Dinda et al., 2019). Grande parte dos iridoides
contém uma molécula de glicose e, portanto, sdo chamados de iridoides glicosideos.
Os iridoides sdo encontrados em plantas, principalmente nas dicotileddneas das
angiospermas e, em alguns casos, nas monocotiledéneas, onde estdo presentes em
algumas folhas, frutos, raizes e brotos (Dinda et al., 2019). Esses compostos
desempenham um papel protetor contra predadores em plantas e animais. 1sso se deve em
parte ao seu sabor amargo, que parece desencorajar 0s predadores (Pankoke, Bowers;
Dobler, 2012). Até o momento, os iridoides foram identificados como compostos-chave
na medicina natural chinesa usados no tratamento e controle de muitas doencas, incluindo
condic@es inflamatorias.

Algumas revises recentes focam nas atividades farmacoldgicas de diversos
iridoides (Dinda et al., 2019; Wang et al., 2020; Manzione et al., 2020), focando em seu
potencial neuroprotetor, anti-inflamatdrio, hepatoprotetor, hipoglicemiante e anti-
tumoral. Verificou-se que iridoides como catalpol, geniposideo, harpagosideo e loganina
e seco-iridoides como a oleuropeina e sua aglicona e oleocanthal exibem efeito
neuroprotetor significativo e a propriedade de desacelerar o processo de neurogeneragao
na DA e na DP. Esses metabdlitos vegetais demonstraram melhorar a DA aumentando a
expressdo da enzima degradadora de insulina, neprilisina, PPAR-y ¢ a-secretase, e
diminuindo a expressdo de B-secretase (BACE-1) para reduzir os niveis dede oligdbmeros

AP em neurdnios cerebrais (Dinda et al., 2019).
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2.4.1 Geniposideo

Geniposideo (figura 1) € um dos principais glicosideos iridoides, ja foi isolado de
quase 40 espécies de plantas e a maioria delas sdo utilizadas como fitoterapicos
tradicionais. As atividades farmacoldgicas do geniposideo sdo multiplas, incluindo
funcbes analgésicas, antidepressivas, anti-inflamatérias, antioxidantes, imuno-
regulatorias, antitrombdtica, além de apresentar efeitos neuroprotetivos, hepatoprotetivos

e antitumorais (Zhou et al., 2019).

Figura 2 - Estrutura quimica do geniposideo. Fonte: elaborada pela autora.

Os mecanismos ativos de GP estdo relacionados ao aumento da atividade de
enzimas antioxidantes como superéxido dismutase e catalase e inibicdo de espécies
reativas de oxigénio, e 6xido nitrico, além de seu efeito regulatério de vias de sinalizacdo
como AMPK e PI3K/Akt (Ma et al., 2011; Jiang et al., 2016; Wei et al., 2018). Estudos
in vitro indicam que GP pode atravessar a barreira hematoencefalica com alguma
permeabilidade (Chen et al., 2013; Qu et al., 2014).

Outro estudo mostrou que a administragdo em camundongos APP/PS1 de
geniposideo a 50 mg/kg/d pode melhorar as habilidades de exploracdo e memoria dos
camundongos e melhorar efetivamente o comprometimento cognitivo. O geniposideo
exerce um efeito neuroprotetor aumentando o nivel de expressdo de p-4E-BP1 e
reduzindo a expressdo de p-mTOR e p-Akt, melhorando assim o comprometimento
cognitivo, este efeito foi mediado pela regulacdo das vias proteicas relacionadas com
mTOR (Zhang et al., 2020). Além disso, alguns estudos demonstraram que o tratamento

com geniposideo por 4 semanas reduziu significativamente o nivel de fosforilagdo da
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proteina tau no cérebro de camundongos transgénicos APP/PS1 e acelerou a fosforilacao
do glicogénio sintase quinase-3 (GSK3).

O estresse oxidativo e a disfun¢do mitocondrial aparecem no estagio inicial da DA
e aceleram o desenvolvimento da doenca. Estudos apontaram que a gavagem de
camundongos APP/PS1 com geniposideo poderia inibir o dano oxidativo mitocondrial,
aumentar o potencial de membrana mitocondrial (MMP) e a atividade do citocromo ¢
oxidase (CcO) e prevenir o desenvolvimento de DA por melhorar significativamente o
estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial em camundongos (Lv et al., 2014). Alguns
estudos observaram que GP pode aumentar a secrecao de insulina ativando a expressao
do receptor do peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1R) (Guo et al., 2012; TU et al.,
2021).

2.4.2 Asperulosideo

Outro iridoide que possui efeitos bioldgicos € o ASP (figura 2), o primeiro iridoide
isolado da raiz de Rubia tinctorum L. (Rubiaceae) (atta-ur-rahman, 2005). Sabe-se que
esse composto possui efeitos farmacol6gicos como atividade anti-obesidade,
antiinflamatdria e antioxidante (Hirata et al., 2011). Entretanto, poucos estudos foram
realizados analisando a atividade desse composto, e até agora, nenhum estudo

experimental foi realizando associando o ASP a seu efeito neuroprotetor.

Figura 3 - Estrutura quimica do asperulosideo. Fonte: elaborada pela autora.

Um dos varios estudos que demonstraram o efeito anti-inflamatorio do ASP foi
conduzido por He et al., em 2018. Foram investigados 0s mecanismos subjacentes da
atividade anti-inflamatéria mostrada pelo H. difusa, usando asperulosideo isolado da

planta em células RAW 264.7 com dano induzido por LPS. Nas células tratadas o nivel
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de mediadores inflamatorios, NO e prostaglandina E2, bem como a citocina inflamatdria
IL-6 foram notavelmente reduzidos. Como a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a
ciclooxigenase-2 (COX-2) sdo as principais enzimas que catalisam as producdes de NO
e PGE 2, respectivamente, acredita-se que elas sejam os mediadores que desempenham
papéis fundamentais para uma variedade de respostas inflamatorias. Portanto, a expressao
de proteina e mRNA de iINOS e COX-2 foram entdo medidos para investigar o
mecanismo subjacente dos achados observados. Os resultados demonstraram que o ASP
inibiu significativamente os niveis de transcricdo de mMRNA de iNOS e COX-2. Como
resultado da estimulacdo do iNOS, as prostaglandinas sdo liberadas e os NOs sdo
posteriormente ativados, o que inicia a transcricdo de genes inflamatérios a jusante, ou
seja, as citocinas pro-inflamatdrias IL-1, IL-6 e TNF (Chan et al., 2020).

Outro estudo semelhante foi conduzido por Qiu et al., em 2015, com o objetivo
de investigar os efeitos anti-inflamatérios da ASP isolado de um fitoterapico tradicional
chinés, Herba Paederiae. O estudo avaliou as respostas inflamatorias em células RAW
264.7 com dano induzido por LPS em um modelo experimental de rato, em que 0s niveis
de citocinas pré-inflamatorias foram medidos usando ensaio imunoenzimatico (ELISA)
e Western blotting. Os pesquisadores descobriram que o ASP reduz as expressdes de
TNF-a, IL-6 e interleucina 1-beta (IL-1). Na analise de Western blot, observou-se que o
ASP tem um efeito significativo na regulacéo de I1B-, Erk1/2, JINK e p38 quinases em
células estimuladas por LPS. Estes achados demonstram que o ASP tem um efeito anti-
inflamatdrio substancial, em que a sua dose foi diretamente correlacionada com a

supressdo de vias pro-inflamatorias (Chan et al., 2020).

2.5 Caenorhabidtis elegans

O nemat6deo Caenorhabditis elegans é um importante organismo modelo com
muitas caracteristicas Gteis, incluindo rapido desenvolvimento e envelhecimento, facil
cultivo e tratabilidade genética. Ensaios de sobrevivéncia utilizando C. elegans sdo
métodos poderosos para estudar processos fisioldgicos, e toxicidade de diversas
substancias (Park et al., 2017). Estudos elaborados para classificar a toxicidade em C.
elegans mostraram consistentemente uma boa correlacdo com a classificacdo LDso oral
de roedores (Hunt, 2017). Além disso, estudos de toxicidade usando modelos de

mamiferos sdo caros e demorados (Tralau et al., 2012), e meta-analises indicam que
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modelos de roedores preveem efeitos toxicos especificos em humanos apenas cerca de
50% das vezes (Hartung, 2009; Knight et al., 2009).

Uma vantagem da utilizacdo de C. elegans em ensaios de toxicidade é que as
populacgdes isogénicas sincronizadas sdo simples de preparar, ja que o verme geralmente
existe como um hermafrodita autofecundante que produz centenas de descendentes
iIsogénicos. A maioria dos ensaios de sobrevivéncia de C. elegans leva um tempo
relativamente curto, por exemplo, 0s ensaios de resisténcia ao estresse e expectativa de
vida de C. elegans geralmente levam alguns dias e semanas, respectivamente (Park; Jung;
Lee, 2017).

Outra caracteristica que faz desse verme um bom modelo de pesquisa, é sua
homologia com seres humanos, ja que dois tercos das proteinas humanas tém homélogos
de C. elegans, e quase 80% dos genes para erros inatos do metabolismo humano tém
homologos em C. elegans (Sonnhammer e Durbin, 1997; Kuwabara e O'Neil, 2001). O
ortélogo de C. elegans de TRPML1, o gene da mucolipidose tipo IV, é cup-5
(coelomdcitos com defeito) (Campbell e Fares, 2010). Em humanos, muta¢cdes em
TRPML1 resultam em retardo psicomotor e anormalidades oftalmolégicas, enquanto C.
elegans homozigotos para mutacdes em cup-5 sdo estéreis, mas em ambas as espécies a
auséncia de atividade de TRPML1/ cup-5 em nivel celular resulta em acumulo
inadequado de lisossomos. Além disso, o gene TRPML1 humano normal resgata
anormalidades reprodutivas e lisossomais de C. elegans cup-5 (Hersh et al., 2002). De
maneira semelhante, os parametros de toxicidade em C. elegans, como capacidade
reprodutiva reduzida, padrdes de motilidade alterados ou defeitos de desenvolvimento,
podem detectar toxinas que provocam parametros de organismo muito diferentes em
humanos, mas analises subsequentes de efeitos mais sutis em nivel molecular tém o

potencial indicam vias compartilhadas de toxicidade.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as propriedades farmacoldgicas de geniposideo e asperulosideo e seu potencial

como agentes protetores do SNC.

3.2 Objetivos Especificos

In silico

- Avaliar as atividades farmacolégicas de GP e ASP;

- Predizer a toxicidade de GP e ASP;

- Predizer a capacidade dos iridoides de atravessar a barreira hematoencefalica;

- Analisar, através de docking molecular o potencial de GP e ASP como farmacos

antiparkisonianos, anticonvulsivantes e anti Alzheimer.

In vitro
-Avaliar a atividade inibitoria de GP e ASP em receptores de adenosina.
- Avaliar a atividade inibitéria de GP e ASP em receptores canabinoides.

In vivo

- Avaliar a toxicidade de GP e ASP em C. elegans.

- Avaliar a capacidade de GP e ASP de alterar enzimas de estresse oxidativo em C.
elegans.

- Avaliar o efeito de GP e ASP em modelo de crise epiléptica induzida por pilocarpina

em camundongo.

Ex vivo

- Avaliar expressdo de COX-2, GAD1, GIuN2B e pGLUT em hipocampo de
camundongos submetidos a modelo de inducéo de crise epiléptica por pilocarpina.

- Avaliar a genotoxicidade em sangue de camundongos submetidos a modelo de indugéo

de crise epiléptica por pilocarpina.



25

CAPITULO 1

Geniposide and asperuloside alter the COX-2 and GIuN2B receptor expression after

pilocarpine-induced seizures in mice

Publicado na revista cientifica: Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology
Fator de Impacto: 3.6

Doi: https://doi.org/10.1007/s00210-022-02367-4
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CAPITULO 111

Artigo: In-silico, in vitro and in vivo pharmacological evaluation of two iridoids:
geniposide and asperuloside
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4 DISCUSSAO GERAL

Geniposideo possui um amplo espectro de efeitos farmacoldgicos, incluindo
efeitos neuroprotetores, antidiabéticos, hepatoprotetores, anti-inflamatorios, analgésicos,
antidepressivos, cardioprotetores, antioxidantes, imuno-reguladores, antitrombdticos e
antitumorais (Zhou et al., 2019). GP inibe vias classicas relacionadas a inflamacéo, como
vias de sinalizacdo NFxB, MAPK e TLR4, ¢ pode aumentar a atividade de algumas
enzimas e vias antioxidantes importantes, incluindo peroxidacdo lipidica hepaética,
glutationa-S-transferase, glutationa, glutationa peroxidase e superoxido dismutase,
protegendo contra lesdes por estresse oxidativo (Gao; Feng, 2022). Em alguns estudos o
asperulosideo demonstrou propriedades no tratamento da obesidade, cancer e infecgdes
bacterianas (Chan et al., 2020). ASP tem estado amplamente envolvido na pesquisa de
algumas doencas inflamatodrias, incluindo lesdo pulmonar aguda, nefropatia e artrite
reumatoide (Chan et al. 2020).

J4 se sabe que a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo dos
medicamentos ap0os a administracdo afetam significativamente os seus efeitos bioldgicos.
Neste trabalho avaliamos as propriedades farmacologicas de GP e ASP através de
predicbes ADMETox no software Molispiration. Para avaliar o potencial uso desses
compostos como farmacos usamos como base a regra dos 5 de Lipinski (Lipinski, 2004),
que leva em consideracdo uma série de caracteristicas de farmacos ja utilizados na
terapéutica e sua semelhanca molecular aos compostos testados. As regras sdo: massa
molecular < 500 Da; coeficiente de particdo octanol/agua calculado (CLogP) < 5; nimero
de doadores de ligacBes de hidrogénio < 5; e nimero de aceptores de ligacdes de
hidrogénio <10 (Walters, 2012). GP cumpre todos 0s requisitos da regra dos 5 de
Lipinski. J& 0 ASP viola uma das regras possuindo 11 aceptores de pontes de hidrogénio.

Devido a existéncia da barreira hematoencefalica, muitos farmacos tém efeitos
terapéuticos limitados nas doencas do SNC. Atraves do programa CBligand, avaliamos a
capacidade de GP e ASP de passar através da BHE, ambos possuem baixa
permeabilidade, sendo pouco provavel que passem através de difusdo passiva pela
barreira. Entretanto, GP e ASP possuem uma molécula de glicose em sua estrutura
quimica, através de anélises de docking molecular sugerimos que esses compostos podem
atravessar a BHE de maneira ativa, utilizando o transportador de glicose GLUT1.

A falta de toxicidade do composto selecionado é considerada um fator importante

para selecionar um componente como potencial terapéutico (Segall; Barber, 2014).
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Avaliamos a toxidade de GP e ASP, tanto em modelo in silico, quanto in vivo em C.
elegans. Ambos os compostos demonstraram baixa toxicidade, ASP demonstrou ser
ligeiramente mais toxico que GP.

Nas Ultimas duas deécadas, as abordagens de descoberta de medicamentos
auxiliada por computador ganharam forca significativa no desenvolvimento e testes
farmacoldgicos (Elkaeed et al., 2023). O docking molecular é um método in silico eficaz
para estudar as interacbes moleculares entre proteinas e moléculas candidatas a
medicamentos. O acoplamento molecular e os célculos in silico sdo abordagens baseadas
em simulacdo que podem ser usadas para prever moléculas apropriadamente ligadas aos
sitios ativos de enzimas (Sadeghi et al., 2021). Através de analises de docking molecular,
observamos que tanto GP quanto o ASP possuem uma afinidade de ligagdo com as
enzimas acetilcolinesterase e buturilcolinesterase, sendo comparada com a galantamina,
um inibidor colinesterasico classico.

A atividade antioxidante de GP e ASP foi avaliada através de ensaios realizados
com linhagens de C. elegans geneticamente modificadas. Ambos 0s compostos
demonstraram atividade antioxidante, GP parece atuar restaurando os niveis da enzima
SOD-3 e ASP na enzima GST-4, ap06s danos induzidos por peroxido de hidrogénio.

Até o momento nenhum dos dois compostos foi avaliado em modelo de crise
epiléptica induzida por pilocarpina. Em nosso estudo, observamos que ambos compostos
foram capazes de aumentar a laténcia para a primeira crise neste modelo, e diminuir a
ocorréncias de crises. ASP em conjunto com a pilocarpina demonstrou aumentar a
frequéncia de danos ao DNA, avaliada pelo ensaio cometa. Os mecanismos pelos quais
GP e ASP podem atenuar as crises epilépticas ndo estdo bem definidos. No entanto ja se
demonstrou que GP (10 e 20 mg/kg) foi capaz de atenuar crises epilépticas induzidas por
eletrochoque em camundongos, provavelmente através da regulacdo negativa de vias
inflamatorias (Wei et al., 2018). Além disso, outros estudos focaram na atividade anti-
inflamatdria de GP, demonstrando sua efetividade na regulacdo de vias inflamatdrias
(Ran et al., 2021; Zhou et al., 2019). De modo semelhante, ASP (20, 40 e 80 mg/kg)
demonstrou apresentar atividade anti-inflamatdria em modelo de inflamacao induzida por
LPS em camundongos, reduzindo a expressao de TNF-a e IL-1p e IL-6 (Qiu et al., 2018).
Devido a importancia dos mecanismos neuroinflamatérios no inicio e prolongamento das
crises epilépticas, sugere-se que as propriedades anti-inflamatorias de GP e ASP podem

atenuar as crises epilépticas induzidas por PILO em camundongos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese o potencial de GP e ASP como farmacos atuantes no SNC foi avaliado,
e observamos que ambos 0s compostos possuem boas caracteristicas farmacoldgicas,
porém, baixa permeabilidade pela barreira hematoencefalica. Através de analises de

docking molecular sugerimos um mecanismo de passagem ativa de GP e ASP até o SNC.

Ambos 0s compostos avaliados demonstraram potencial como farmacos
anticonvulsivantes em camundongos, bem como baixa toxicidade nas anélises in silico e
in vivo. ASP demonstrou ser mais tdxico que GP, devido a semelhanca de ambos os
compostos nos resultados obtidos, futuros estudos devem focar na atividade de GP. Com
andlises de docking molecular observamos que GP e ASP possuem alta afinidade de
ligagdo com acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, que pode ser um dos mecanismos
de acdo, que levam a diminuicdo das crises epilépticas no modelo de pilocarpina. GP e
ASP também demonstraram atividade antioxidantes no modelo de C. elegans, e devido a
importancia do estresse oxidativo na fisiopatologia da epilepsia, esta pode ser outra forma
de reducéo de crises epilépticas induzidas em camundongos.

Antes da avaliacdo clinica de GP e ASP, mais andlises sdo necessarias, visando
principalmente esclarecer os seus mecanismos de a¢do e possiveis efeitos farmacologicos

adicionais.
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ANEXO 1 — Carta de Aprovacdo CEUA

L UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA ﬁ&EuA
""') UNWERSIOADE FEDERAL Comissio De Etica No Uto Do Animals
' DO RI0 GRANDE DO S8
CARTA DE APROVAGCAO
Comissiio Da Etica No Uso De Animals anallsou o projeto:
Namero: 37769
Thtulo:

PROSPECGAD DE FARMACOS ANTICONVULSIVANTES A PARTIR DE COMPOSTOS
NATURAIS IRIDOIDES: GENIFOSIDED E ASPERULOSIDED

Vigéncia: 01/11/2019 3 311272023

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

PATRICIA PEREIRA - coordanador desde 01/11/2019

GILSANE LINO VON POSER - pesquisador desde 01/11/2019
Wesley Roberio de Aguida - Auno de Mestrado desde 01/11/2019
Fernanda Marceka dos Santos - Aluno de Mestrado desde 01/11/2019
Mariana Uczay - Aluno de Doutorado desde 01/11/2019

Comissio De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
16/09/2019 - Plenarinho - Sagudo Térreo do Prédio da Reitoria/ Campus Centro/ UFRGS, em
seus aspoectos dticos @ metodolégicos, para a utilizagio de 472 camundongos (Mus
musculus) CF-1 machos, aduitos com até dois meses de idade, peso médio de 25g,
fornecidos pefo Centro de Reprodugdo e Pesquisa (CREAL); de acordo com os preceitos das
Diretrizes @ Normas Naclonais e Internacionais, especisiments a Lei 11,794 de 08 de
novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas edftadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentaciio Animal (CONCEA), que disciplinam a
produgdo, manutengio efou utilizagio de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrats (exceto
o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Peri Awgre, Sexis-Fara, 27 do Setomibro do 2019

ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE OLIVEIIRA
Cocrdenador de combasiio o dtcs



