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Resumo

O estresse oxidativo e a neuroinflamacéo veem ganhando destaque como fatores contribuintes
essenciais nas doencas neurodegenerativas. Nesse contexto os flavonoides possuem potentes
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes que podem servir de terapia nestas doencas.
Um representante deste grupo é o biflavondide, agatisflavona, que em diversos estudos vem
demonstrando agdes biologicas que merecem atengdo para a industria farmacéutica na terapia
das doencas neurodegenerativas. Através de uma revisdo sistematica da literatura, analisou-se
as publicacgdes cientificas/experimentais publicadas entre 2011 e 2020, nas bases de dados da
PubMed e ScienceDirect, com o objetivo de sistematizar os achados importantes sobre a
agatisflavona que possam contribuir para sua abordagem terapéutica. Foram extraidos dados

de 11 estudos que documentaram acles terapéuticas importantes que podem auxiliar no
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tratamento de doengas neurodegenerativas, como: atividade anti-inflamatoria,
imunomoduladora, inducdo de neurogénese, neutralizacdo de radicais livres, neuroprotegdo e
reducdo da morte neuronal. A partir dos dados obtidos, foi observado que agatisflavona
possui caracteristicas promissoras para atuar como um neuroprotetor adjuvante para o
tratamento de doencas neurodegenerativas, contudo faz-se necessario mais estudos
aprofundados e especificos, para que seu valor terapéutico seja evidenciado.

Palavras-chave: Agatisflavona; Antioxidante; Neuroprotetor; Neuroinflamacdo e estresse

oxidativo.

Abstract

Oxidative stress and neuroinflammation are gaining prominence as essential contributing
factors in neurodegenerative diseases. In this context, the flavonoids have powerful anti-
inflammatory and antioxidant properties that can serve as therapy in these diseases. A
representative of this group is the biflavonoid, agathisflavone, which in several studies has
demonstrated biological actions that deserve attention for the pharmaceutical industry in the
therapy of neurodegenerative diseases. Through a systematic review of the literature, we
analyzed the scientific/experimental publications published between 2011 and 2020 in the
databases of PubMed and ScienceDirect, with the aim of systematizing the important findings
on agathisflavone that may contribute to its therapeutic approach. Data were extracted from
11 studies that documented important therapeutic actions that can help in the treatment of
neurodegenerative diseases, such as anti-inflammatory activity, immunomodulator,
neurogenesis induction, free radical neutralization, neuroprotection and neuronal death
reduction. From the data obtained, it was observed that agathisflavone has promising
characteristics to act as an adjuvant neuroprotector for the treatment of neurodegenerative
diseases; however, it is necessary more in-depth and specific studies, so that its therapeutic
value is evidenced.

Keywords: Agathisflavone; Antioxidant; Neuroprotective; Neuroinflammation and oxidative

stress.

Resumen

El estrés oxidativo y la neuroinflamacion estdn ganando importancia como factores
contribuyentes esenciales en las enfermedades neurodegenerativas. En este contexto, los
flavonoides tienen poderosas propiedades antiinflamatorias y antioxidantes que pueden servir

como terapia en estas enfermedades. Un representante de este grupo es el biflavonoide, la
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agatisflavona, que en varios estudios ha demostrado acciones bioldgicas que merecen
atencion por parte de la industria farmacéutica en la terapia de las enfermedades
neurodegenerativas. Mediante un examen sistematico de la bibliografia, se analizaron las
publicaciones cientificas/experimentales publicadas entre 2011 y 2020 en las bases de datos
de PubMed y ScienceDirect, a fin de sistematizar los importantes hallazgos sobre la
agatisflavona que pueden contribuir a su enfoque terapéutico. Se extrajeron datos de 11
estudios que documentaron importantes acciones terapéuticas que pueden ayudar en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, como: actividad antiinflamatoria,
inmunomoduladora, induccién de neurogénesis, neutralizacion de radicales libres,
neuroproteccion y reduccion de la muerte neuronal. A partir de los datos obtenidos, se
observO que la agatisflavona tiene caracteristicas prometedoras para actuar como
neuroprotector adyuvante en el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas; sin
embargo, es necesario realizar estudios mas profundos y especificos para que se pueda
demostrar su valor terapéutico.

Palabras clave: Agatisflavona; Antioxidante; Neuroprotector; Neuroinflamacion y estres

oxidativo.

1. Introducéo

As desordens neurodegenerativas sao caracterizadas pela perda lenta e progressiva dos
neurdnios e evidéncias crescentes sugerem que o0 estresse oxidativo e a neuroinflamacgéo séo
fatores contribuintes na etiopatogenia dessas doencas (Wei, Li, Li, Liu, & Cheng, 2018
Niranjan, 2018). O estresse oxidativo € uma condi¢do de desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ROS/RNS) e as defesas antioxidantes, com
consequente acumulo excessivo destas moléculas, que desencadeiam danos celulares,
disfuncdo mitocondrial, lesbes oxidativas no DNA e neuroinflamagdo, todas essas
consideradas como contribuintes no processo neurodegenerativo e na aceleracdo do
envelhecimento (Kim, Kim, Rhie & Yoon, 2015; Bhat et al., 2015; Wang et al., 2014).

J& a neuroinflamacgdo, trata-se de um termo abrangente que define os processos
inflamatorios que ocorrem no sistema nervoso central e a ativagdo das células envolvidas
nestes processos inflamatorios que contribuem tanto para a manutencdo da homeostase
cerebral quanto para eventos neuropatolégicos. Podendo ser desencadeada por diversos
mecanismos bioldgicos incluindo o estresse oxidativo e as reacfes da microglia. Além disso,

inmeros mediadores pré-inflamatorios, como: citocinas, quimiocinas, prostaglandinas,
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proteinas da cascata do complemento e ROS, desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento das doencas neurodegenerativas (Gelders, Baekelandt & Van der Perren,
2015, Vivekanantham et al., 2015; Niranjan, 2013).

A compreensdo de alguns mecanismos que geram neuroinflamacdo e o estresse
oxidativo nas doencas neurodegenerativas, ajudam a estabelecer estratégias terapéuticas
eficazes e alvos intervencionistas promissores. Com isso pesquisas utilizando compostos
polifendlicos vem sendo estudadas, como potenciais agentes neuroprotetores para o
tratamento destas doencas (Sarrafchi, Bahmani, Shirzad & Rafieian-Kpoaei, 2016;
Spagnuolo, Moccia, & Russo, 2017; Solanki, Parihar & Parihar, 2016).

Neste sentindo, os flavonoides dietéticos sdo fitoquimicos muito promissores,
conhecidos por possuirem uma grande variedade de efeitos farmacoldgicos ja documentados,
destacando-se suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias. S&o compostos
encontrados em frutas, sementes, vegetais, flores, gréos, vinhos e chés, e devido seu potencial
terapéutico e por conseguirem atravessar a barreira hematoencefalica, eles tem sido
candidatos para retardar a progressdo das doencas neurodegenerativas (de Andrade Teles et
al., 2018; Wang, Li & Bi, 2017; Matias, Buosi & Gomes, 2016).

Entre a multipla gama de flavonoides uma classe especifica, os biflavonoides, vém
demonstrando maior eficiéncia farmacéutica. E dentre eles, um que merece destaque é a
agatisflavona, que em diversos estudos vem apresentando atividades bioldgicas viadveis para a
terapéutica de algumas patologias, baixa toxicidade e diversas a¢Ges que podem ser mais
exploradas. Dentre elas, sua capacidade neuroprotetora, indutora de neurogénese,
imunomoduladora e antioxidante, que podem servir como adjunto no tratamento destas
doencas (Andrade et al., 2018; Dumitru et al., 2019; dos Santos et al., 2018; Amorim, Oliveira
Junior, Bastos, Silva & Costa, 2018).

O objetivo do presente trabalho €, portanto, sistematizar informagdes resultantes de
investigagBes clinicas/experimentais a respeito do potencial da agatisflavona no controle do
estresse oxidativo e de processos inflamatodrios, que possam contribuir para uma abordagem

terapéutica nas doencas neurodegenerativas.
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2. Metodologia

2.1 Questao norteadora

Para a realizagdo desta revisao sistematica, partiu-se da seguinte questao norteadora: A
agatisflavona seria uma opcao terapéutica promissora para a contencdo do estresse oxidativo e
neuroinflamacdo causado nas doencas neurodegenerativas? Uma questdo formulada a partir
da estratégia de PICO (P- Paciente ou problema, I- intervencdo, C- controle ou comparagéo e
O- desfecho) (Santos, Pimenta & Nobre, 2007).

2.2 Estratégia de busca

Foi realizada uma busca sistematica de artigos revisados nas bases de dados PubMed e
ScienceDirect para estudos sobre as acdes farmacéuticas da agatisflavona. A busca foi
realizada por meio dos artigos publicados no periodo de 2011 a 2020 e mediante a utilizacdo
dos seguintes descritores e operadores booleanos, reconhecidos pelo MeSH (Medical Subject
Headings): ‘“agathisflavone and neuroprotective”, “agathisflavone and antioxidant” e
“agathisflavone and neuroinflammation”, sendo finalizada em setembro de 2020 e analisados
os estudos que demonstravam a capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e neuroprotetora da
agatisflavona. Nao entramos em contato com o0s investigadores, nem tentamos identificar

dados ndo publicados.

2.3 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram aplicados critérios de inclusdo e exclusdo para auxiliar na selegédo e prevencéao
de viés, e s6 foram incluidos (1) artigos clinicos/experimentais originais que investigaram o
potencial antioxidante, anti-inflamatério ou neuroprotetor da agatisflavona utilizando modelos
in situ, in vitro, in vivo e ex vivo e (2) artigos publicados no idioma inglés. Os artigos foram
excluidos de acordo com os seguintes critérios de exclusdo (1) artigos fora do corte temporal,
(2) estudos em seres humanos, artigos de revisao, meta-analises, resumos, capitulos de livro,

estudos incompletos e (3) sem comprovacdo empirica dos resultados.
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2.4 Extracdo de dados e sintese

Todos os dados foram extraidos e avaliados independentemente por dois
investigadores utilizando um formulario padronizado para a coleta de dados. Havendo
discordancia entre os investigadores, o terceiro investigador resolve o desacordo.

Os artigos foram selecionados a partir da utilizacdo dos descritores e dos critérios de
incluséo e exclusdo definidos. A identificacdo foi realizada em trés etapas: (1) realizacédo da
leitura dos titulos e posterior exclusdo dos estudos que se repetiam entre as bases dados, (2)
leitura dos resumos selecionados e exclusdo daqueles fora da temética e dos critérios
estabelecidos, (3) leitura na integra dos estudos restantes das etapas anteriores e sele¢do dos
gue se enquadravam nos critérios estabelecidos. Um fluxograma ilustrando todo o processo de
selecdo e nimero de estudos em cada fase é mostrado na Figura 1.

Foram selecionados os estudos que contemplaram a todos os critérios de selecéo e irdo
possibilitar responder aos questionamentos desta revisdo. Os dados desses artigos foram
analisados detalhadamente através de um fichamento criado para este estudo. Onde foram
observados nele dados referentes aos autores e dados referentes as publicacGes, como: autor,
ano, local do estudo, base de dados de indexacéo, planta utilizada para extragcdo, material de
estudo, metodologia e principais resultados encontrados de cada estudo.

Com intuito de facilitar a observacdo e o entendimento durante a apresentacdo da
discussao e resultados, os dados mais relevantes de cada artigo foram apresentados por meio
de uma tabela (Tabela 1).
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Figura 1 — Fluxograma de pesquisa e triagem da literatura.
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Fonte: Autores (2020).

3. Resultados

A partir da busca inicial nas bases de dados, 90 artigos foram identificados conforme
segue: 18 PubMed e 74 ScienceDirect. Ap6s eliminacdo de trabalhos em duplicidade, 74
artigos foram selecionados. Apos triagem através da leitura dos titulos e dos resumos, 54
artigos foram excluidos por ndo contemplarem a temaética que constitui o objetivo desta
revisdo. Exclusdes apds o acesso ao texto completo deveu-se ao fato de 9 artigos nédo
apresentarem os critérios de inclusdo e exclusdo. Como pode ser observado no fluxograma da
Figura 1.

Ap0s esta Ultima etapa de selecdo, restaram 11 artigos para a composi¢édo deste estudo,
além disso foram também adicionados dados encontrados na literatura sobre as condi¢cdes que
geram estresse oxidativo e neuroinflamacdo nas doencas neurodegenerativas que possam
servir de alvos intervencionistas para uma possivel terapia, tendo a agatisflavona como uma

aplicacdo candidata.
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Curiosamente, dos 11 estudos selecionados, a maior parte foi realizada no Brasil
(Tabela 1). E também, a maioria dos estudos obtiveram a agatisflavona de extratos da
Poincianella pyramidalis (Tul.) (Basdnimo, Caesalpinia pyramidalis (Tul.)), uma planta
endémica na regido nordeste brasileira, principalmente na Caatinga, conhecida popularmente
como “catingueira” e “pau de rato”. As suas folhas apresentam altas concentra¢des de
biflavonoides, especialmente a agatisflavona e a amentoflavona, este achado revela que o
Brasil apresenta uma boa biodisponibilidade deste material para extracdo (Gomes-Copeland et
al., 2018).

A partir da leitura e andlise dos artigos selecionados, foi observado que nos ultimos
anos, existe um interesse emergente sobre as atividades da agatisflavona, podendo ser
observado pelas publicacBes recentes sobre este biflavonodide e suas possiveis aplicaces

terapéuticas.

4. Discussao

4.1 Agatisflavona

A agatisflavona é quimicamente conhecida como (8- [5,7-di-hidroxi-2- (4-
hidroxifenil) - 4-oxocrome-6-il] -5,7-di-hidroxi-2- (4-hidroxifenil) cromen-4-ona) é um
biflavonoide, produzido pelo acoplamento oxidativo de duas apigeninas, com diferentes
formas isoméricas de configuracdo, de cor amarela, com massa molar de 538,5 g/mol,
densidade 1,656 g/cm?® e coeficiente de divisdo 5,09. Pode ser encontrada em diversas partes
de muitas plantas e pode ser extraido por solventes polares médios, incluindo metanol e etanol
(Andrade et al., 2018; Pubchem, 2020).
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Tabela 1 — Principais achados dos artigos selecionados.

Nome Botinico Familia Parte da Planta Modelo de estudo Atividade biologica da agatisflavona Autor, ano e pais
Caesalpinia . Atividade reguladora da apoptose & a diferenciagio Paulsen et al,, 2011,
pyramidalis (Tul.) Fabacea Folhas Tnvitro neurcnal aszociada &o dcido retindico. Brazil
Rhus parviflora , . Atividade neuroprotetora e antioxidante contra os danos | Shrestha et al., 2013,
Roxb) Anacardiaceas Frutas Tnvitro oxidstivos do plutamato. Coreia do Sul
Araucaria bidwillii . . - Atividade anti-inflamatdria e ligagdo efetiva aos sitios ;
(Hook) Arauicariacens Folhas In vitro & in sifico ativas do TNF-0. Talaat et al, 2018, Egito
Caesalpinia . Atividade antioxidante, potencial redutor fémico e Andrade et al., 2018,
pyramidalis (Tul.) Fabaceas Folhas Invitro imibigdo da peroxidagio lipidica. Brazil
. Atividade neuroprotetora, immomeduladora sobre a
Pm;;?:fé? ul) Fabaceas Folhas Invitro microgha e diferencizgdo neural mediada por receptores dos SmDBSI::;] - 2018,
A de estrogénio.
Anacardium ) . Atividade anti-inflamatoria e imumomeoduladora, protegio | Velagapudi et al., 2018,
occidentale (L) Anacardiaceas Folhas fvitro contra neuroinflamacio devido 2 interacio com NE-Kb. Nigéria
Schinus polyganus Anacardiaceas Folhas Tnvive Atividade antioxidante, neuroprotetora & imbidor de Dumitro et al., 2019,
(Cav.) Acetilcolinesteraze. Egito
Poincianella . .. . de Almeida et al.,
pyramidalis (Tul) Fabaceas Folhas Invitro Atividade neuroprotetora e imunomoduladora. 20202, Brasil
Poincianella L Imumomodulador astrocitico, formador de clcatriz glial e | de Amorim et al., 2020,
pyramidalis (Tul) Fabaceas Folhas Exvive e in sifico recomposicio newral Brasil
FPomcianella . Atua via receptor de estrogénio. modulande a micraglia, de Almeida et al,
pyramidalis (Tul) Fabacea Folhas fvitro melhora da remielinizacio e reparo. 2020b, Inglzterra
Paf{miafae!ia Fabaceas Folhas Tnvitro Inibin morte celular e a di?ﬁmcﬁu- lisossomal induzida Santos et a].., 2020,
pyramidalis (Tul.) pelo ammocromo. Brasil

Fonte: Autoria propria (2020).
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Além disso, a agatisflavona é descrita como um fitoestrogénio ou modulador dos
receptores de estrogénio, pois alguns dos seus efeitos pro-neuronais foram mediados através
da ativagdo dos receptores de estrogénio a ¢ B (dos Santos et al. 2018; de Almeida et al.
2020b). Um achado importante visto que, os hormonios esteroides, incluindo o estrogénio,
estdo envolvidos no desenvolvimento e funcdo do sistema nervoso, onde atuam na
plasticidade sinéptica e neurogénese, funcdo cognitiva e efeito neuroprotetor (Cersosismo &
Benarroch, 2015; Engler-Chiurazzi, Brown, Povroznik & Simpkin, 2017).

Fitoestrogénios como a agatisflavona, sdo compostos naturais presente nas plantas que
podem fornecer uma alternativa aos estrogénios, sendo obtido os beneficios mas ndo os riscos
da terapia hormonal, uma vez que o uso de terapias com estrogénio é limitada, devido ao
aumento do risco de tumores dependentes de estrogénio (Su, Tung, & Chien, 2018).

Para o isolamento deste biflavondide foram reportadas diversas familias de plantas,
como: Anacardiaceae (Schinus terebinthifolius (Raddi.), Schinus polygamus (Cav.)
Anacardium occidentale (L.), Rhus pyroides (Burch.), Rhus parviflora (Roxb.)),
Araucariaceae (Araucaria bidwillii (Hooker.), Agathis robusta (C.Moore ex F.Muell.) e
Wollemia nobilis (Jones)), Fabaceae (Caesalpinia pyramidalis (Tul.), Cenostigma
macrophyllum (Tul.) e Buhinia vahlii (Wight & Arn.)) e Ochnaceae (Campylospermum
zenkeri (Tiegh.) e Rhabdophyllum calophyllum (Hook.f.)) (Dumitru et al., 2019; Shrestha et
al., 2013).

Com relacdo sua toxicidade um estudo usando modelos in vivo mostrou que este
biflavonoide tem valor de LD50 (dose letal mediana 50%) maior que 2000 mg/kg e 0s
animais que foram tratados com agatisflavona ndo apresentaram toxicidade em nenhum
parametro analisado (como: hematoldgico, bioguimico, histopatoldgico, fisiologico e
comportamental). Porém faz-se necessario mais estudos referentes a sua toxicidade para sua
possivel aplicacdo farmacéutica (Andrade et al., 2019).

Mediante a andlise dos estudos, caracteristicas promissoras para prevencdo da
progressdo ou tratamento de doengas neurodegenerativas, foram observadas, como: acéo
antioxidante, anti-inflamatoria, imunomoduladora, neurogénica e aumento da viabilidade
celular. Além das acOes farmacoldgicas de interesse do estudo, foram reportadas outras acoes
promissoras para a agatisflavona, como: antiviral, antiprotozoario, antibacteriana e
antitumoral (Amorim, Oliveira Janior, Bastos, Silva & Costa, 2018).
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4.1.1 Acéo antioxidante x Estresse Oxidativo

O cérebro € um dos 6rgaos mais vulneraveis ao estresse oxidativo por algumas razdes.
Os neurénios possuem um metabolismo elevado, alta demanda de oxigénio, abundancia de
acidos graxos poli-insaturados nas membranas neurais que sdo susceptiveis a peroxidacgéo,
atividade baixa de enzimas antioxidantes enddgenas e altos niveis de metais ativos redox,
como ferro e cobre, que catalisam a formacdo de ROS (como, radical hidroxila que é
extremamente reativo e nocivo as células) (Wang & Michaels, 2010).

Existem evidéncias sobre o envolvimento do estresse oxidativo na patogénese das
doengas neurodegenerativas e que este seria um dos fatores iniciadores destas patologias
(Tonnies & Trushina, 2017; Butterfield & Halliwell, 2019; Poewe et al., 2017; Puspita, Chung
& Shim, 2017). Com isso, 0 uso de terapias antioxidantes a base de compostos fenolicos,
como os flavonoides, parecem promissores para a redugdo dos riscos e tratamento de doengas
neurodegenerativas (de Andrade Teles et al., 2018; Firuzi, Miri, Tavkkoli, & Saso 2011).

Nesse contexto, a agatisflavona é um bom antioxidante pois, Andrade et al. (2018), em
seu estudo avaliaram a capacidade antioxidante da agatisflavona, in vitro. Foram obtidos
resultados comparéveis ao Trolox, padrdo antioxidante, e a agatisflavona dependendo da
concentracdo foi encontrada como um potente antioxidante contra todos os tipos de radicais
livres estudados, capaz de limpar radicais hidroxilas, inibir os niveis de 6xido nitrico,
bloquear significativamente a producdo de TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances),
apresentando-se como um inibidor da peroxidacdo lipidica, e um bom redutor férrico.

Neste estudo foi sugerido que a agatisflavona possui uma capacidade antioxidante
proeminente devido sua capacidade em doar hidroxilas, pois apresenta quatro grupos de
hidroxila em sua estrutura, que podem doar He (hidrogénio radicalar) para reduzir os radicais
livres gerados nos meios testados. Embora as suas outras duas hidroxilas ndo possam doar
hidrogénio radical, elas participam do processo de formagdo de estruturas de ressonancia
(Andrade et al., 2018).

Ja no estudo de Dumitru et al. (2019), ao administrar escopolamina em modelos
animais zebrafish, observou-se inducdo de estresse oxidativo cerebral, analisado pelo aumento
significativo da formacdo de malondialdeido (produto da peroxidacéo lipidica) e a diminuigéo
de enzimas antioxidantes, como: superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, em
relagdo ao grupo controle. O tratamento com agatisflavona promoveu protecdo contra o
estresse oxidativo cerebral restaurando a atividade das enzimas e diminuindo o nivel de

malondialdeido cerebral em comparacdo com os peixes tratados somente com escopolamina.
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Em um estudo realizado por Shrestha et al. (2013), foram isolados quatro flavonoides
(fustina, taxifolina, aureusidina e agatisflavona) mediante extratos obtidos do fruto da Rhus
parviflora (Roxb.). Estes investigaram a citotoxicidade e a eficiéncia dos compostos isolados
na atenuacdo de morte celular induzida pelo glutamato em células da linhagem HT-22 do
hipocampo de roedores através do ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2-5-
difeniltetrazélio), sua capacidade de inibir a CDK5/p25 (cinase 5 dependente de
ciclina/proteina p25) e foi mensurado os niveis de producdo de ROS in vitro.

Foi observado que a agatisflavona devido seu potencial antioxidante, apresentou agédo
neuroprotetora contra os danos oxidativos induzidos pelo glutamato em células HT-22 e
supressao dos niveis de ROS. Porém dos compostos testados, a fustina, taxifolina e a
agatisflavona ndo apresentaram nenhuma acao inibidora de CDK5/p25. Os autores sugeriram
entdo que a capacidade neuroprotetora destes flavonoides seria devido apenas suas
propriedades antioxidantes (Shrestha et al., 2013).

dos Santos et al. (2018) utilizando co-cultura de neurbnios e glia mediante
excitotoxicidade do glutamato, observaram que o tratamento com agatisflavona regulou a
expressdo de proteinas reguladoras do glutamato, como: o transportador de aminoacidos
excitatorios e a glutamina sintase nos astrocitos, protegendo os neur6nios dos niveis elevados
de glutamato e consequentemente, diminuindo o estresse oxidativo induzido pelo glutamato e

morte neuronal.

4.1.2 Acgdo anti-inflamatoria e Imunomoduladora x Neuroinflamacéo

A neuroinflamacdo é marcada pela presenca principalmente de microglia reativa e
astrdcitos reativos. Em condicdes normais no cérebro, a microglia ndo produz moléculas pro-
inflamatérias ou ROS, porém insultos fisicos ou patologicos resultam em resposta
inflamatoria que ativam a microglia. Uma vez ativada, a microglia aumenta sua proliferacdo e
liberacdo de moléculas pré-inflamatorias, que podem alterar a permeabilidade da barreira
hematoencefalica permitindo a entrada de células do sistema imune adaptativo no sistema
nervoso e gerar danos aos neurénios (Niranjan, 2018; Regen, Hellman-Regen, Constantini &
Reale, 2017; Gelders, Baekelandt & Van der Perren 2015; Vivekanantham et al., 2015).

As doencas neurodegenerativas sdo marcadas pela microglia e astroglia ativadas e
altas concentracOes cerebrais de citocinas infamatorias, como: interleucina-1p, IL-6, fator de
necrose tumoral-o (TNF-a) e interferon-y (IFNy), s@o as citocinas correlacionadas com o

inicio ou progressdo destas doencgas, juntamente com as enzimas, Oxido nitrico sintase
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induzida (iNOS) e ciclo-oxigenase-2 (COX2) (Yan et al., 2015; Ye et al., 2016; Niranjan,
2013; Belkhelfa et al., 2014). E o estado cronicamente ativado da micrdglia causa respostas
neuroinflamatdrias excessivas e descontroladas levando a danos neurais graves (Wang &
Michaels, 2010).

A microglia possui dois fenotipos de ativacao alternativos, denominados fen6tipo M1
(pré-inflamatdrio) e fendtipo M2 (anti-inflamatério), estes diferentes fendtipos sédo
diferenciados pela secrecdo de diferentes matrizes de citocinas. A ativacdo da microglia M1 é
caracterizada pela producdo de citocinas pro-inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-1p), IL-6,
IL-12 e outras moléculas citotoxicas como superoxido, 6xido nitrico e ROS. Ja a microglia
M2 desempenha um papel imunossupressor, promovendo o reparo tecidual. Este tipo de
micrdglia produz uma variedade de citocinas com propriedades anti-inflamatérias, como: IL-
4, 1L-13, IL-10 e fator de transformacdo do crescimento-p (TGF-B) (Wang, Liu & Zhou,
2015).

Os flavonoides além de apresentarem capacidade antioxidante, também sdo potentes
anti-inflamatorios, sendo Uteis para atuar como agentes neuroprotetores (Anusha, Sumathi &
Leena, 2017; Sawikr et al., 2017). A atividade descontrolada da microglia M1 e a falta de
resposta da M2 podem ser mecanismos importantes subjacentes a neurodegeneragcdo. Assim,
estratégias terapéuticas que promovam a inibi¢cdo ou a polarizacdo da micrdglia M1 para o
fenotipo M2, fornecem uma potencial terapia neuroprotetora. Estes fatores servem como
alvos intervencionistas onde a agatisflavona parece ser uma substancia promissora para o
controle e modulacdo destes mecanismos que promovem a morte neuronal.

Em um estudo recente, de Almeida et al. (2020a) utilizaram um modelo in vitro de
neuroinflamacdo, onde co-culturas de neurdnios e ceélulas gliais foram expostas ao
lipopolissacarideo (LPS) e IL-1p, importantes indutores de ativagdo do perfil inflamatorio M1
na microglia. O tratamento com agatisflavona mostrou efeito citoprotetor significativo nos
neurénios, diminuindo a proliferacdo da microglia e imunomodulando a resposta microglial
reduzindo a expressdo de moléculas pré-inflamatérias, como: IL-1B, TNF-a, IL-6, CCL2 e
CCL5. Além disso, proporcionou o aumento da expressdo de moléculas reguladoras IL-10,
protegendo neurdnios corticais da inflamacdo e reduziu a produgéo de éxido nitrico.

Um resultado semelhante pode ser observado no estudo de dos Santos et al. (2018),
utilizando a mesma abordagem (co-cultura de neurdnios e glia) e mediante excitotoxicidade
induzida pelo glutamato, mostrou que o tratamento com agatisflavona reduziu a
neuroinflamacdo induzida pelo glutamato, devido modulacdo da ativacdo microglial e

reduzindo a expressdo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1 e aumentando a
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expressdo de IL-10 e arginasel. Também foi observado que sua agdo neuroprotetora era
mediada pelos receptores de estrogénio pois, seu efeito diminuiu significativamente ao utilizar
antagonistas de estrogénio.

Ja no estudo de Velagapudi et al. (2018) obtiveram resultados comparaveis, porém
utilizando células SH-SY5Y (células diferenciadas de neuroblastoma humano) com microglia
BV2 ativada por LPS, onde evidenciaram que o pré-tratamento com agatisflavona, causou
diminuicgdo significativa na liberagdo de TNF-a, IL-6, IL-1B, 6xido nitrico e prostaglandina
E2 nas células. A agatisflavona reduziu adicionalmente os niveis de iINOS, COX2 e diminuiu
a neuroinflamacéo ao direcionar etapas criticas de sinalizagdo do fator nuclear kappa-B (NF-
kB) na micréglia BV2.

A agatisflavona inibiu significativamente a fosforilacdo e degradacdo de IkB (inibidor
da NF-kB) induzida pela micrdglia ativada pelo LPS e reduziu também a ligacdo do DNA da
NF-kB, estes achados mostram que a agatisflavona atua inibindo as fases iniciais da via de
sinalizacdo NF-kB, mediante estimulo de LPS na micréglia BV2, prevenindo a
neuroinflamacdo. Os autores também sugeriram que a agatisflavona também pode inibir a
neuroinflamacdo na micréglia BV2 reduzindo a neurotoxicidade através de mecanismos
ligados a SIRT1 (Sirtuina 1) na microglia e nos neurdnios, mas precisam ser mais estudados
(Velagapudi et al., 2018).

Talaat et al. (2018), mediante utilizacdo do extrato total e da fracdo polifendlica das
folhas de Araucaria bidwillii (Hook.) em células mononucleares do sangue periférico humano
induzidas a inflamacdo pela fitohemaglutina. O tratamento com o extrato apresentou uma
acdo anti-inflamatéria, devido inibicdo da producdo de IL-1B, IL-6 e TNF-a, com efeito
semelhante ao da indometacina, anti-inflamatério padrdo, e sua atividade foi confirmada
através da modelagem molecular da fracdo polifendlica, onde a agatisflavona foi observada.

Ja no estudo de Almeida et al. (2020b) atraveés de um modelo ex vivo utilizando fatias
cerebelares apés desmienilizacdo induzida pela lisolecitina, observou-se que o tratamento com
agatisflavona promoveu a remielinizacdo e regulou a ativagdo microglial, promovendo um
fendtipo microglial que favorece a remielinizacdo e reparagéo, e protegeu contra a astrogliose
reativa. Neste mesmo estudo foi descoberto que para a agatisflavona inibir a microgliose e

promover a remielinizacdo é necessario ativacao dos receptores de estrogénio.
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4.1.3 Neurogénese e viabilidade celular

Como as células neurais possuem uma renovacdo celular e capacidade regenerativa
restrita (Rocha, Miranda & Teixeira, 2015), terapias que possuem como alvo a inducdo da
neurogénese e redugdo da morte neuronal séo extremamente promissoras para o tratamento de
doencgas neurodegenerativas. Neste contexto com base nos estudos analisados a agatisflavona
parece promissora para a regulacdo da morte neuronal.

O estudo que avaliou primeiro a capacidade de indugdo da neurogénese da
agatisflavona, foi o de Paulsen et al. (2011), os investigadores utilizaram células tronco
embrionarias de ratos e células pluripotentes induzidas, que foram tratadas por 4 dias com
agatisflavona e/ou &cido retindico. Durante este tempo eles observaram que este biflavondide
reduziu a morte celular nos grupos tratados com agatisflavona e acido retindico em quase
duas vezes em compara¢do com o grupo controle (aplicando somente agatisflavona) e que o
biflavondide associado ao acido retindico foi capaz de induzir a diferenciagdo neuronal.

Completando, foi observado que nos grupos tratados com agatisflavona e &cido
retindico, houve um aumento na expressao de receptores de acido retindico (a e ) nas células
tronco pluripotentes, sugerindo que a disponibilidade dos receptores de &cido retindico seria
um fator limitante no processo de neurogénese induzida pelo &cido retindico (Paulsen et al.,
2011).

de Almeida et al. (2020a) também observaram em seus estudos que o LPS e a IL-1f
mostraram resultado em ruptura neuronal e aumento da morte celular neuronal, medida pela
expressdo de caspase-3, um membro da familia das caspases que desempenham um papel
fundamental na apoptose. O tratamento com agatisflavona diminuiu 0 numero de neurénios
caspase-3 e aumentou o numero total de neurénios (células B-Tubulin I1l) e reduziu a
proliferacdo microglial (células BrdU, Iba-1/bromodeoxyuridina). Os investigadores
sugeriram que a agatisflavona reduz a morte neuronal por um mecanismo associado a inibi¢ao
ou controle da via de sinalizagdo IL-1p.

Um resultado semelhante pode ser observado no estudo de dos Santos et al. (2018),
porém a morte celular neuronal ocorreu devido aos danos oxidativos causados pela
excitotoxicidade do glutamato. A exposi¢cdo ao glutamato aumentou o ndmero de células
caspase-3 e 0 tratamento com a agatisflavona reduziu significativamente as células positivas
para caspase-3 e foi evidenciado que a agatisflavona atua como um modulador seletivo de
estrogénio promovendo a geracdo de neurbnios in vitro (células B-Tubulin 1Il) e que a

utilizacdo de antagonistas de estrogénio diminuiu o numero destas células.
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Santos et al. (2020), utilizaram células SH-SY5Y expostas ao aminocromo e
observaram que esta neurotoxina endogena induz a perda da acidez lisossomal e consequente
morte celular. O tratamento com agatisflavona aumentou a acidificacdo lisossémica que pode
ser associada a neuroprotecao devido a eliminagdo de proteinas alteradas, como a a-
sinucleina, ou de organelas danificadas e um aumento da viabilidade celular mediante
sinalizacdo dos receptores de estrogénio, um mecanismo neuroprotetor contra a
neurotoxicidade do aminocromo.

Em estudo utilizando culturas primarias de cortex cerebral de ratos Wistar, em um
modelo de ferida de arranhdo in vitro de injuria traumatica cerebral, foi observado que a
agatisflavona modulou a reposta a lesdo astrocitica e a formagdo de cicatriz glial. O
tratamento aumentou o0 nimero de corpos de neurdnios na borda da lesdo e os neurénios que
penetram na area lesionada, recompondo a rede neuronal. Foi observado aumento da
estimulagdo do fator de crescimento nervoso e do fator neurotréfico derivado das células
gliais, que sdo importantes neurotrofinas associadas ao crescimento neuronal e ao perfil
neuroprotetor das células gliais (de Amorim et al., 2020).

Um achado semelhante foi encontrado no estudo de dos Santos et al. (2018), onde foi
observado que o tratamento com agatisflavona aumentou a expressdo do fator neurotréfico
derivado do cérebro, fator de crescimento nervoso, neurotrofina 4 e fator neurotréfico
derivado da linhagem de células gliais. Todos estes sdo considerados fatores neurotréficos

neuroprotetores.

4.1.4 Modelagem molecular

Dados de modelagem molecular também foram encontrados durante analise dos
artigos e foram introduzidos nesta revisao com intuito de ampliar o conhecimento sobre a
potencial acdo farmacoldgica da agatisflavona.

Um estudo realizado com extrato total das folhas de Araucaria bidwillii (Hooker.),
mediante a investigacdo fitoquimica da fracdo rica em compostos polifenolicos, pode ser
identificado a agatisflavona-4’, 7°-éterdimetilico, 7-O-metil-6-hidroxiapatinina e 4’,4"'-di-O-
metilamentoflavona como principais constituintes. A modelagem molecular in silico mostrou
que a agatisflavona exibiu a ligacdo mais adequada nos sitios ativos do TNF-a, que foi
conseguida devido a formacgdo de duas ligagdes de hidrogénio com Lys98 e Tyr113 e trés n-
ligagbes com os aminodcidos Lys98 e Tyrl19 existentes nos sitios ativos, justificando sua

acdo anti-inflamatdria (Talaat et al., 2018).
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Complementando, foi observado que a agathisflavona-4',7"-éterdimetilico e 4',4""-di-
O-metilamentoflavona apresentaram uma supressdo potente da atividade da 5-lipoxigenase
em comparacdo com a 7-O-metil-6-hidroxiapatinina e indometacina, o que as fazem mais
proximos do nordiidroguaiarético, um inibidor potente da 5-lipoxigenase (Talaat et al., 2018).

Por sua vez, de Almeida et al. (2020b) mostraram que a agatisflavona pode interagir
eficientemente com receptores de estrogénio (o e ), receptores de acido retindico e receptores
X retindico (RXR a/y). Justificando que a presenca dos grupo hidroxila favorece a formagao
de ligacbes de hidrogénio, que € importante para as ligacbes moleculares e reconhecimento
seletivo dos ligantes contra os receptores. Estes achados de acoplagem molecular contribuem
para justificar algumas das agdes bioldgicas da agatisflavona documentadas em alguns

estudos.

5. Conclusédo

Esta revisao sistematica sugere que o fitoestrogénio, agatisflavona, tem potencial para
o tratamento de doencas neurodegenerativas e é uma grande candidata a um medicamento em
pesquisas clinicas futuras. Os estudos selecionados na presente revisdo mostraram que este
biflavonoide possui vérias acgBes neuroprotetoras para a terapia de doencas
neurodegenerativas, como: acdo antioxidante, anti-inflamatdria, imunomoduladora, indutora
de neurogénese, reguladora da morte neuronal e proporcionou um aumento na expressao de
fatores neurotréficos neuroprotetores.

A partir destes achados sugere-se entdo a possibilidade da agatisflavona atuar adjunta
na terapia de doengas neurodegenerativas. Sendo capaz de interferir de forma benéfica em
todos os aspectos citados, aléem de mimetizar acdo do estrogénio no corpo, sendo de grande
importancia para manutengdo e protecdo do sistema nervoso, atuando contra 0s eventos que
possam causar a neuroinflamacao e o estresse oxidativo que consequentemente acarretam em
morte neuronal.

Contudo, o desenvolvimento de pesquisas cientificas mais especificas se fazem
necessarias, para que os efeitos bioldgicos deste biflavonoide sejam melhores
correlacionados. Vale destacar, ainda que existam poucos estudos referentes as acoes
terapéuticas da agatisflavona aplicadas as doencas neurodegenerativas, achados como estes,
estimulam o meio académico e o setor farmacéutico a realizarem novas pesquisas referente as

acOes farmacolodgicas desta substancia no contexto das desordens neurodegenerativas. Tendo
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como intuito, ampliar o desenvolvimento tecnolégico e descoberta de novas terapias que

possam ser utilizadas no futuro.
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