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Resumo:

O metil jasmonato (MeJA) € uma ciclopentanona que apresenta similaridade
estrutural as prostraglandinas anti-inflamatorias. O objetivo deste trabalho foi avaliar
os efeitos do MeJA sobre a neuroinflamacdo e a interacdo da hexoquinase com
mitocondrias de cérebro de ratos com artrite induzida por adjuvante. O homogenato
tecidual foi preparado em tampédo e o sobrenadante obtido apds centrifugacéo foi
utilizado para determinar a atividade da mieloperoxidase e da hexoquinase.
Mitocondrias cerebrais foram isoladas por centrifugacdo diferencial. A atividade da
MPO foi aumentada no cérebro de ratos artriticos, o MeJA reduziu esse parametro
na mesma proporcao que o ibuprofeno, enquanto que o potencial de membrana, a
geracdo de ROS, a sintese de ATP e a respiracdo mitocondrial ndo foram
modificados pelo mesmo. Ja, o tratamento com MeJA promoveu um aumento
aparente da atividade da hexoquinase, muito provavelmente devido ao
deslocamento da mesma da membrana mitocondrial. Desse modo, os resultados
mostram que, o tratamento com o MeJA diminuiu a inflamacg&o no cérebro de ratos
com artrite induzida por adjuvante, porém induziu dissociacdo da hexoquinase da
mitocdndria, o qual poderia prejudicar o metabolismo da glicose cerebral.

Introducéo

O Metil-jasmonato (MeJA) pertencente a familia dos jasmonatos é uma
ciclopentanona sintetizada por plantas a partir do &cido linolénico. Esta molécula
apresenta atividade citotoxica contra células tumorais sem afetar células normais
(Cesari et al., 2014). O principal alvo do MeJA em células tumorais sédo as
mitocondrias. Nesta organela o MeJA estimula a geracdo de ROS, desloca a
hexoquinase da membrana externa mitocondrial, e depleta o ATP induzindo a morte
de células tumorais (Cesari et al., 2014). A artrite induzida por adjuvante completo
de Freund (AIA) € uma imunopatologia experimental em ratos muito semelhante com
a artrite reumatoide humana. Assim como no cancer a artrite apresenta uma
inflamacé&o crénica e sistémica. Desse modo, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos do tratamento com metil-jasmonato sobre a neuroinflamacé&o e a interacao da
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hexoquinase com mitocondrias de cérebro de ratos com artrite induzida por
adjuvante.

Materiais e métodos

Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica

em Experimentacdo Animal da UEM (CEUA n° 1634270916). Foram utilizados ratos
machos da linhagem Holtzman. Para o tratamento os animais foram divididos em
sete grupos: Grupo 1: Controle: ratos saudaveis sem tratamento (6leo de milho).
Grupo 2: Controle MeJA300: ratos saudaveis + MeJA 300 mg/Kg. Grupo 3: Artriticos:
ratos artriticos sem tratamento (6leo de milho). Grupo 4: Artriticos MeJA75: ratos
artriticos + MeJA 75 mg/Kg. Grupo 5: Artriticos MeJA150: ratos artriticos + MeJA 150
mg/Kg. Grupo 6: Artriticos MeJA300: ratos artriticos + MeJA 300 mg/Kg. Grupo 7:
Artriticos AIBU: ratos artriticos + ibuprofeno 30 mg/Kg. Os animais foram tratados
por via oral durante 18 dias. Para inducdo da artrite foi injetado na pata traseira
esquerda adjuvante completo de Freund. Para os experimentos o MeJA foi
administrado diariamente pela manha nas doses de 75, 150 ou 300 mg/Kg. O metil-
jasmonato foi adquirido da Sigma-Aldrich.
Mitocondrias foram isoladas por centrifugacdo diferencial. A atividade da
mieloperoxidase (MPO) foi avaliada por espectrofotometria no sobrenadante do
homogenato cerebral. A geracdo de ROS foi estimada medindo o aumento da
fluorescéncia linear devido a formacdo de DCF (BIAZON et al., 2016). O consumo de
oxigénio mitocondrial foi medido por polarografia usando um eletrodo de platina. A
energizagcdo da membrana mitocondrial (AWm) foi determinada por
espectrofluorimetria (excitagdo a 520 nm e emissdo a 580 nm) usando safranina
(WENDT et al., 2015). As atividades de NADH-oxidase e succinato-oxidase foram
medidas polarograficamente usando mitocondrias rompidas. A atividade da ATPase
foi quantificada pela medicdo da liberacdo de fosfato inorganico do ATP por
espectrofotometria. A atividade da hexoquinase sollvel foi determinada na fracéo
citosolica obtida apds centrifugacdo adicional do sobrenadante do homogenato de
cérebro (29.000g), por espectrofotometria (340 nm).

Resultados e Discussao

A figura 1 apresenta a atividade da MPO em cérebro de ratos artriticos e
controles, e os efeitos do tratamento com MeJA. A atividade do MPO aumentou 2,5
vezes em cérebro de ratos artriticos. O tratamento com 75 mg-Kg' de MeJA
diminuiu a atividade desta enzima em 20%. J&, as doses de 150 e 300 mg-Kg™ de
MeJA e ibuprofeno mantiveram a atividade MPO em valores proximos aos dos ratos
controles. A enzima MPO é um marcador de inflamacao, ela reflete os niveis de
recrutamento de leucécitos nos tecidos (KHAN et al., 2018). Desse modo, o
tratamento com MeJA aponta em diminui¢do da inflamacéo em cérebro de ratos.
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Figura 1 — Efeito do metil-jasmonato sobre a atividade da mieloperoxidase no cérebro de ratos
controles e artriticos. C, controles tratados com 6leo de milho; C300, controles tratados com 300
mg-Kg' de MeJA; A, ratos artriticos tratados com 6leo de milho; ratos artriticos A75, A150 e A300
tratados respectivamente com 75, 150 e 300 mg-Kg" de MeJA; AIBU: ratos artriticos tratados com 30
mg-Kg’l de ibuprofeno. Os dados correspondem as médias * erro padrdo da média de cinco animais
para cada experimento. *p < 0,05: difere dos controles (C); #p 0,05: difere de ratos artriticos néao
tratados (A).

O tratamento com MeJA ndo modificou o potencial de membrana (Aym), a
producdo de ROS e a sintese de ATP (relacdo ADP/O) em mitocondrias cerebrais
isoladas de ratos saudaveis e artriticos. Ja a atividade respiratoria mitocondrial foi
modificada minimamente. De modo especifico, uma pequena modificacdo do estado
IV da respiracdo (e consequentemente reducdo da RC) em ratos artriticos tratados e
nao tratados foi observada quando o glutamato + malato foram utilizados como
substratos. Por outro lado, a atividade da hexoquinase (HK) foi aparentemente
aumentada em cérebro de ratos tratados com o MeJA, para ambas condi¢des
controle e artritico. No entanto, isso parece refletir uma dissociacdo da HK da
membrana mitocondrial. E bom lembrar que, no cérebro de ratos, grande parte da
HK encontra-se ligada a membrana mitocondrial, e que, o MeJA dissocia a enzima
da mesma. De fato, a atividade da HK né&o foi alterada no cérebro de ratos
saudaveis e artriticos tratados com o MeJA. No entanto, este fato ndo garante que a
fosforilacdo da glicose seja eficiente in vivo, pois a dissociagdo da HK da mitocéndria
impede seu acesso imediato ao ATP mitocondrial, podendo assim interferir com o
metabolismo de glicose cerebral.

Conclusdes
O tratamento com MeJA diminuiu a inflamacéo no cérebro de ratos com artrite

induzida por adjuvante. Por outro lado, o MeJA induziu a dissociacdo da
hexoquinase (HK) das mitocondrias cerebrais de ratos saudaveis e artriticos, mas
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nao modificou o potencial da membrana mitocondrial e a producdo de ROS em
mitocondrias cerebrais. O deslocamento da hexoquinase mitocondrial poderia
comprometer a fosforilagdo de glicose como também o metabolismo no cérebro. As
doses efetivas de MeJA foram relativamente altas, porém os resultados do presente
estudo fazem deste composto um ponto de partida para o desenvolvimento de
drogas anti-inflamatérias e anti-reumaticas. Finalmente, abordagens futuras devem
considerar as possiveis modificacbes no metabolismo da glicose no cérebro.
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