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RESUMO

Os microgliécitos sdo células de defesa do sistema nervoso central, que sao ativadas em resposta a
patdégenos e agentes estressores, estao envolvidos na poda sinaptica e na manutencao da homeostase
tecidual. Entretanto, a ativacédo microglial cronica é prejudicial, pois gera disfuncao mitocondrial e perda
da fungdo celular, que resulta em morte celular neuronal. Esse mecanismo de neuroinflamagdo é
central na progressao de muitas doencas neurodegenerativas (DNs) e, apesar da origem multifatorial,
estudos apontam que agrotoxicos induzem o aumento do risco dessas doengas. Moléculas
neuroprotetoras, como os glicosaminoglicanos (GAG), que tenham acdo sobre os neurdnios, vém
sendo estudadas por uma série de efeitos bioldgicos, inclusive por desempenhar papel antioxidante.
Um exemplo é o dermatam sulfato (DS), um GAG encontrado em altos niveis durante o
desenvolvimento cerebral de mamiferos e possui atividades neuritogénicas e neuroprotetoras.
Interessantemente, o DS encontrado na ascidia Phallusia nigra (PnDS) possui 0 mesmo padréo de
sulfatacdo do que o DS encontrado nos sitios neurogénicos de mamifero, IdoUA (2S) -GalNAc (6S).
Sendo assim, nesse trabalho foi investigado o papel antioxidante e neuroprotetor do PnDS (0,025; 0,05;
0,1 pg/ml) em microglidcitos, utilizando-se a linhagem de microgliécitos murinos BV-2 ativados por um
estresse quimico induzido pelo pesticida paraquat (PQ). Tais efeitos foram comparados com os efeitos
da dexametasona (DEX - 0,2; 0,4 e 0,8 pg/ml), e da heparina de mamifero (HM - 0,025; 0,05; 0,1 pg/ml).
Todos os tratamentos foram avaliados 12 h ap0s a exposi¢do através do ensaio de MTT, o qual
observou a diminuigdo da atividade mitocondrial nas células incubadas com diferentes concentragfes
de PQ, sendo o0 EC2s de 25 uM. Tal concentragao de PQ, que gera apenas estresse celular, foi utilizada
nos demais experimentos. Através do ensaio utilizando a sonda fluorescente H2DCFDA, mediu-se a
producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular. No grupo de PQ co-incubado com PnDS
houve uma diminuigdo na producdo de ROS intracelular de forma similar & co-incubacdo com DEX e
HM. A atividade mitocondrial foi restaurada de forma significativa no grupo PnDS+PQ, em comparagéo
com o grupo apenas incubado com PQ. O sistema antioxidante enzimatico das células também foi
avaliado. A atividade da enzima superoéxido dismutase (SOD) nao foi aumentada no grupo PQ+ PnDS,
diferentemente do grupo PQ+HM. Contudo, a atividade da catalase (CAT) foi significativamente
aumentada no grupo PQ+PnDS. O dano celular foi analisado por meio da peroxidacéo lipidica (LPO),
o qual foi diminuido apenas na co-incubacdo de PnDS (0,025 ug/ml)+PQ. Visto que os microgliécitos
mudam sua morfologia quando ativados, a morfologia celular foi analisada por microscopia de contraste
de fase. Na concentragdo de PnDS 0,025 pg/ml ocorreu a restauracéo do morfotipo ramificado e houve
diminuicdo da quantidade de células ameboides, mesmo no grupo co-incubado com PQ. Essa co-
incubacdo também diminuiu o nimero de células ativadas em comparagédo com o PQ. Esses dados
indicam uma melhor atividade antioxidante e neuroprotetora do PnDS sob condiges
neurodegenerativas em microgliocitos causadas pelo PQ, em comparacdo a DEX e HM. Elucidar os
mecanismos neuroprotetores induzidos pelo PnDS, € um campo de pesquisa promissor para a
elaboracdo de um agente terapéutico ideal para DNs.

Palavras-chave: glicosaminoglicano, doenca neurodegenerativa, paraquat, BV-2, heparina,
dexametasona.
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ABSTRACT

Microglia are defense cells of the central nervous system, which are activated in response to pathogens
and stressors, they are involved in synaptic pruning and maintenance of tissue homeostasis. However,
chronic microglial activation is harmful, as it generates mitochondrial dysfunction and loss of cell
function, which results in neuronal cell death. This neuroinflammation mechanism is central to the
progression of many neurodegenerative diseases (NDs) and, despite the multifactorial origin, studies
indicate that pesticides increase the risk of these diseases. Neuroprotective molecules, such as
glycosaminoglycans (GAG), which act on neurons, have been tested for a series of biological effects,
including an antioxidant role. An example is dermatan sulfate (DS), a GAG found at high levels during
brain development in mammals and has both neuritogenic and neuroprotective activities. Interestingly,
the DS found in ascidian Phallusia nigra (PnDS) has the same sulfation pattern as the DS found in
mammalian neurogenic sites, IdoUA (2S) -GalNAc (6S). Therefore, this work investigated the
antioxidant and neuroprotective role of PnDS (0.025; 0.05; 0.1 pg/ml) in microglia, using the BV-2 murine
microglia lineage activated by a chemical stress induced by the pesticide paraquat (PQ). Such effects
were compared with the effects of dexamethasone (DEX - 0.2; 0.4 and 0.8 pg/ml), and mammalian
heparin (HM - 0.025; 0.05; 0.1 pg/ml). All treatments were evaluated 12 h after exposure using the MTT
assay, which observed a decrease in mitochondrial activity in cells incubated with different
concentrations of PQ, with an EC2s of 25 yM. This concentration of PQ, which generates only cellular
stress, was used in the other experiments. Through the assay with the fluorescent probe H2DCFDA,
the production of intracellular reactive oxygen species (ROS) was measured. In the PQ group co-
incubated with PnDS there was a decrease in the production of intracellular ROS similarly to the co-
incubation with DEX and HM. Mitochondrial activity was significantly restored in the PnDS+PQ group
compared to the PQ only incubated group. The enzymatic antioxidant system of the cells was also
evaluated. The activity of the enzyme superoxide dismutase (SOD) was not increased in the PQ+ PnDS
group, unlike the PQ+HM group. However, catalase activity (CAT) was significantly increased in the
PQ+PnDS group. Cell damage was analyzed through lipid peroxidation (LPO), which was reduced only
in the co-incubation of PnDS (0.025 ug/ml) + PQ. Since microglia changes their morphology when
activated, cell morphology was observed by phase contrast microscopy. At the concentration of PnDS
0.025 pg/ml, the branched morphotype was restored and there was a decrease in the amount of
amoeboid cells, even in the group co-incubated with PQ. This co-incubation also decreased the number
of activated cells compared to PQ. These data indicate a better antioxidant and neuroprotective activity
of PnDS under neurodegenerative conditions in microglia caused by PQ, compared to DEX and HM.
Clarify the neuroprotective mechanisms induced by PnDS is a promising field of research for the

development of an ideal therapeutic agent for NDs.

Keywords: glycosaminoglycan, neurodegenerative disease, paraquat, BV-2, heparin, dexamethasone.
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1. INTRODUCAO

1.1. Neurodegeneracao

As doencas neurodegenerativas (DNs) sao patologias caracterizadas pela
destruicdo irreversivel de certos neurbnios, 0 que leva a perda progressiva e
incapacitante de determinadas func¢des do sistema nervoso. Algumas delas, sédo hoje
consideradas as maiores causas de deméncia no mundo e por ndo existir uma forma
conhecida de reverter a progressdo da degeneracdo, as DNs sdo consideradas
incuraveis (BURNS, 2009).

Muitas doencas neurodegenerativas ocorrem como resultado de multiplos
processos em desbalanco em diversos niveis no circuito cerebral abrangendo desde
o nivel molecular até o sistémico (BREDESEN et al., 2006). Dentre as doencas que
tém a morte celular como uma das principais causas, destacam-se a doenca de
Alzheimer (DA), a doenca de Parkinson (DP) e a esclerose lateral amiotréfica (ELA)
(ALZHEIMER, 1907, DUGGER e DICKSON, 2017).

Embora o processo de neurodegeneragdo permaneca pouco esclarecido,
diversos mecanismos podem ser responsaveis por levar os neurbnios a morte,
incluindo fatores genéticos, mal enovelamento proteico e mecanismos intracelulares
como, estresse oxidativo, excitotoxicidade, disfuncées mitocondriais, danos a
membrana de organelas, apoptose, desregulacdo da autofagia, bem como
neuroinflamacéo e respostas alteradas da glia (GAN et al., 2018; RANSOHOFF,
2016).

Varios estudos provaram que a exposi¢ao cronica a pesticidas em baixa dose
€ um fator de risco para o desenvolvimento de DNs, incluindo DA, DP, ELA e
transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) entre outras (PAUL, et al.,
2018; YAN, et al., 2018; MARTINS e CARRUTHERS 2014; RICHARDSON et al.,
2014). No entanto, ainda existem muitos trabalhadores que sofrem envenenamento
nao intencional por pesticidas devido a inalagéo ou absorcéo pela pele (VAR DER
PLAAT et al., 2018). Portanto, de acordo com Yu e colaboradores (2021), é importante
estudar o mecanismo patogénico induzidos por pesticidas em DNs e suas medidas

preventivas.



1.1.1. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo tem sido implicado em muitos disturbios degenerativos
metabolicos e neuroldgicos. Doengas degenerativas, em que a fungéo e a estrutura
de um tecido ou 6rgdo se deterioram com o tempo, como na DA, DP, diabetes,
catarata, cancer e doencas cardiovasculares, foram atribuidas a condicbes de
estresse oxidativo e ao processo de envelhecimento natural. Assim, estresse
oxidativo, envelhecimento e doencas degenerativas estédo interligados (NANDI et al.,
2019).

Evidéncias tém demonstrado que a producdo excessiva de espécies reativas
de oxigénio (ROS) esta intimamente relacionada com a ocorréncia de morte neuronal
em varias doencas neurodegenerativas, e apontam a intima relacdo entre essa
producao, pesticidas e estresse oxidativo (POPA-WAGNER et al., 2013).

1.1.1.1. Geracgao das especies reativas de oxigénio

O oxigénio é essencial para diversos processos no organismo, como a
oxidagcao de compostos organicos e a producao de energia para o metabolismo celular
(COMHAIR e ERZURUM, 2002).

A cadeia respiratoria mitocondrial é central para a producéo de energia, pois
conecta a transferéncia de elétrons entre os complexos da cadeia respiratéria com o
transporte de prétons através da membrana mitocondrial interna para gerar o
gradiente eletroquimico necessario para a sintese de ATP. Além de ser essencial para
a producéo de energia, a cadeia respiratoria também é a fonte predominante de ROS
intracelulares, que sdo produzidas como subproduto da transferéncia de elétrons
(Figura 01) (PEOPLES et al., 2019).

Embora os locais precisos de producéo de ROS dentro de cada complexo e os
mecanismos pelos quais eles sdo produzidos nédo sejam totalmente elucidados, os
complexos | (NADH: ubiguinona oxidoredutase) e Il (ubiquinol: citocromo c
oxidoredutase) séo reconhecidos como as principais fontes de ROS dentro da cadeia
respiratoria (PEOPLES et al., 2019). Ao longo da cadeia, 0 oxigénio é reduzido com
menos elétrons e acontece a formacao das ROS, como o anion superéxido (O,-), 0
radical hidroxila (OH¢) e o peroxido de hidrogénio (H202) (WILSON et al., 2018).



1.1.1.2. Mecanismos antioxidantes

Para regular o estresse oxidativo criado por ROS mitocondrial, as mitocondrias
empregam uma intrincada rede de sistemas de eliminacdo de ROS que trabalham
coordenadamente para mitigar esse estresse (Figura 2). Esses mecanismos s&o
divididos em 2 categorias: enzimaticos, como a enzima superéxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT), e 0os mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso
molecular, como a glutationa, as vitaminas E e C e o - caroteno (ANDRADE JUNIOR
et al., 2005; WILSON et al., 2018).

Além de estar presente no citoplasma, a SOD também pode ser encontrada
extracelularmente, inclusive na matriz extracelular de tecidos de mamiferos
(MARKLUND, 1984). Essa enzima possui uma regido polibasica que esta envolvida
na ligacéo a heparina/ heparam sulfato (HEP/HS) (ADACHI et al., 1992) e ao colageno
tipo | (PETERSEN et al., 2004).

As enzimas SOD, incluindo Cu-Zn SOD e Mn-SOD, facilitam a dismutacao
espontanea de radicais superoxido para gerar peroxido de hidrogénio (H202), que é
posteriormente removido pelas enzimas CAT e glutationa peroxidase (SASO e
FIRUZI, 2014).

A CAT é uma das enzimas antioxidantes mais importantes. Esta presente em
guase todos os organismos aerobicos. Ela realiza a degradacdo de duas moléculas
de H202 em uma molécula de oxigénio e duas moléculas de agua em uma reacéo de
duas etapas (VON OSSOWSKI et al., 1993; DEISSEROTH e DOUNCE, 1970).

A primeira etapa do mecanismo de reacao envolve a formacao de um composto
intermediario que € uma espécie covalente oxiferril, através da reducdo de uma
molécula de peroxido de hidrogénio (IVANCICH et al., 1997). Na segunda etapa da
reacao, esse composto é reduzido por meio de reacdes redox por uma transferéncia
de dois elétrons de um doador de elétrons (a segunda molécula de peroxido de
hidrogénio) para produzir a enzima livre, oxigénio e 4gua (DEISSEROTH e DOUNCE,
1970).

Os antioxidantes de baixo peso molecular incluem glutationa, acido urico, acido
ascorbico e melatonina, que oferecem fun¢des de neutralizacdo causando a quelacao
de metais de transicdo (CHANCE et al., 1979). A glutationa, que ocorre na forma
reduzida (GSH) e, também na forma oxidada (dissulfeto de glutationa), € o
antioxidante enddégeno nao enzimatico mais importante e pode ser regenerada pela

glutationa redutase com consumo de NADPH (GUL et al., 2000).
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Figura 01: Geracdo mitocondrial de ROS. Os complexos da cadeia respiratéria | e 11l (laranja) geram
superoxido (O2-) e peroxido de hidrogénio (H202) a partir do oxigénio molecular (Oz) dentro do espaco
intermembranar mitocondrial. p66Shc (azul), em associacdo com o citocromo c, participa da sinalizagédo
ROS produzindo peroxido de hidrogénio também dentro do espago intermembranar. A NADPH oxidase
4 (NOX4; vermelho) localiza-se na membrana mitocondrial interna, gerando O2— e Hz202 dentro da
matriz mitocondrial. (in PEOPLES et al., 2019).
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Figura 02: Sistemas de eliminagdo de ROS nas mitocondrias. O superéxido (O2-) é produzido nos
complexos da cadeia respiratéria | e Il e é dismutado por SOD1 (espaco intermembrana e citosol) e
SOD2 (matriz) para gerar peroxido de hidrogénio (H202). A catalase, localizada tanto no citosol quanto
na matriz mitocondrial, converte H202 em H20. A desintoxica¢cdo mitocondrial de H202 também pode

ser catalisada por glutationa peroxidases localizadas na mitocéndria (Gpx1 e Gpx4) e peroxirredoxinas
(PRX3 e PRX5) usando os equivalentes redutores de NADPH (in PEOPLES, et al. 2019).
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1.1.1.3. Desbalanco de ROS na neurodegeneragéo

O cérebro é particularmente suscetivel ao estresse oxidativo devido a uma
triade de producdo elevada de ROS, defesas antioxidantes modestas e uma
capacidade limitada de regeneracédo (COBLEY et al., 2018).

Geralmente, as ROS sao produzidas dentro das células em quantidade limitada
e sao positivamente envolvidas na manutencdo da homeostase e das funcgbes
celulares (WANG et al.,, 2013). Em condi¢cdes normais, os efeitos deletérios da
producdo de ROS durante o metabolismo aerdbico sdo neutralizados pelo sistema
antioxidante e, dessa forma, o cérebro regula efetivamente seu consumo de oxigénio
e a capacidade de geracéao redox. Quando a producéo de ROS excede a capacidade
de eliminacdo do sistema de resposta antioxidante, ocorre extensa oxidacao de
proteinas e peroxidacéo lipidica, causando dano oxidativo, degeneracédo celular e até
mesmo declinio funcional (KNAPP e KLANN, 2002). Isso € considerado um estado de
estresse oxidativo e se torna particularmente perigoso para o funcionamento normal
do cérebro (SALIM, 2017).

Além disso, as membranas neuronais que sao ricas em acidos graxos poli-
insaturados, sdo altamente suscetiveis a ROS. Na mitocondria as ROS promovem
dano oxidativo do DNA mitocondrial, de proteinas e lipidios, e desencadeiam
fragmentacao mitocondrial (OGAWA et al., 2005; THAKUR e NEHRU, 2014).

A perda do potencial transmembrana mitocondrial, geracdo mitocondrial de
ATP comprometida, os distlrbios na homeostase mitocondrial de Ca?*, bem como a
producdo de niveis nocivos de ROS sao aspectos coletivamente referidos como
disfuncéo mitocondrial (BOSE e BEAL, 2016; TERRON et al., 2017).

1.1.2. Microgliécitos: estresse oxidativo e neurodegeneracao

Existem varios mecanismos importantes pelos quais o estresse oxidativo e a
neuroinflamacéo séo intrinsecamente ligados por meio dos microgliocitos. Eles podem
ser classificados de trés maneiras: (1) producéo de ROS relacionada a inflamacéo, (2)
inflamacgé@o induzida por ROS como mensageiros secundarios e (3) corpusculos
lipidicos nos microgliécitos (SIMPSON e OLIVER, 2020).

Como fagocitos, os microglidcitos sdo capazes de mediar uma “explosao
oxidativa/respiratéria” em resposta a danos e patdégenos, incluindo proteinas
agregadas e detritos celulares (CLAUDE et al., 2013, HERZOG et al., 2019). Assim,

as ROS sdo uma parte importante do arsenal empregado pelo microgliocito na defesa
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tecidual. No entanto, uma vez que existe uma forte correlagéo entre a ativacao imune
e o0 dano oxidativo na DN, supbe-se que a producédo elevada e desregulada de ROS
por essas ceélulas contribua para o estresse oxidativo, levando a morte neuronal
(HENEKA et al., 2014).

Microglidcitos, ou microglias, sdo células com funcdo imunoldgica residentes
do SNC e desempenham um papel essencial na vigilancia e respondem rapidamente
as mudancas no SNC (SALTER e BEGGS, 2014). Eles sdo as menores células
da neuroglia, possuem corpo celular alongado com muitos prolongamentos curtos e
extremamente ramificados. Ndo sdo apenas as primeiras sentinelas imunes da
infeccdo, contribuindo para respostas imunoldgicas inatas e adaptativas localmente,
mas também estdo envolvidos na manutencdo da homeostase cerebral (NAYAK,
ROTH e MCGAVERN, 2014). Dados emergentes estdo mostrando papéis novos e
fundamentais para o microgliocito no controle da proliferacdo e diferenciacéo
neuronal, bem como na formacgéo de conexdes sinapticas (GINHOUX et al., 2013).

Quanto sua origem, os microgliécitos no parénquima cerebral se originam de
macréfagos primitivos no saco vitelino e formam uma populacdo distinta dos
macrofagos derivados da medula éssea. Eles podem exibir fenétipos distintos,
dependendo do contexto. Isso inclui um fenétipo quiescente em condi¢cdes normais,
um fendtipo 'classicamente ativado' no cenério de infeccdo e lesdo e um fendtipo
‘alternativamente ativado' associado a tumores cerebrais (SAIJO e GLASS, 2011)
(Figura 03).

O estado de repouso é considerado um processo dinamico, pelo qual as
projecbes microgliais pesquisam o ambiente circundante em busca de qualquer
perturbacdo da homeostase, como a interrupcdo da barreira hematoencefalica
(NIMMERJAHN et al.,, 2005). Uma vez ativada, o microgliocito realiza fungdes
incluindo fagocitose e depuracdo de detritos e produtos toxicos do cérebro
(MAWUENYEGA et al., 2010; TARASOFF-CONWAY et al., 2015). No estado ativado,
0s microgliocitos secretam citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento o que as

inclui em um espectro entre o fenotipo M1 (pro) e M2 (anti-inflamatorio).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Neur%C3%B3glia
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Figura 03: Esquema de estados e funcdo da polarizagdo microglial. Em condig¢8es fisioldgicas
normais, o microgliécitos adquire o fenétipo de vigilancia para manter todos os tipos de células do SNC,
incluindo neurdnios. Para manter esse estado de vigilancia, o microglidcito secreta varios fatores. Apos
a ativacao classica quando desencadeada por LPS, IFN-y ou GM-CSF o microglidcito adquire o fenétipo
pré-inflamatério M1 levando a neurotoxicidade pela secrecdo de véarias substancias pro-inflamatérias.
Quando ativado alternativamente por IL-1, IgG ou IL-10 o microgliécito atinge o estado anti-inflamatério
M2, levando a neuroprote¢do por meio da secrecdo de varias substancias (in SUBRAMANIAM e
FEDEROFF, 2017).

Evidéncias crescentes apoiam que tanto a ativacdo microglial quanto toxinas
ambientais podem desempenhar um papel critico na etiologia de DNs como fontes
cronicas de estresse oxidativo (RICHARDSON et al., 2014).

No trabalho de revisdo de Taetzsch e Block (2013), é apontado que varios
pesticidas demonstraram danificar diretamente os neurénios em altas concentracdes
e causar ativacao microglial em concentracdes mais baixas gerando neurotoxicidade.
Mais especificamente, lindano, dieldrin, paraquat e rotenona, que apesar de ativar os
microgliécitos por mecanismos Unicos, convergem em uma via final de producédo de
ROS nessas células.

1.1.3.Pesticida como estressor oxidativo

De acordo com dados de 2020 do Ministério da Agricultura do Brasil,

atualmente no pais sao registrados mais de 2.000 produtos agrotoxicos sendo o
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herbicida a classe de agrotoxicos com maior numero de registros, totalizando 754.
Todos os agrotoxicos registrados no Brasil devem passar por analises toxicologicas
para classifica-los de acordo com o risco ao meio ambiente. Ainda, segundo o
Ministério da Agricultura, do total de registros de agrotoxicos 49% séo considerados
altamente perigosos ou muito perigosos para o meio ambiente enquanto somente 15%
sao considerados pouco perigoso ao meio ambiente. No Brasil, de acordo com a Lei
n° 7.802/89 a venda de agrotoxicos e afins aos usuéarios so pode ser realizada através
de receituario prescrito por profissionais legalmente habilitados. De acordo com os
dados disponibilizados pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis, o IBAMA, em 2018, o herbicida PQ encontrava-se na sexta
posicdo dos dez ingredientes ativos mais vendidos no Brasil.

O paraquat (PQ) (dicloreto de 1,1’- dimetil — 4,4’- bipiridinio) (Figura 04) é um
herbicida de contato, ndo seletivo, de acdo rapida e largamente utilizado na agricultura

por ter baixo custo e grande eficacia (SERRA et al., 2003).
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Figura 04: Estrutura quimica do Paraquat. Fonte: www.chemstech.com

No Brasil ele é vendido através dos nomes comerciais Flak 200 SL, Orbit
Gramoxone, Paramaster e Tocha, e, de acordo com a classificacdo toxicologica,
pertence a Classe |, sendo extremamente toxico e Classe Il (muito perigoso) em
relacdo ao risco ambiental.

Na Unido Europeia o uso de PQ é proibido desde julho de 2007 (CICCHETTI
et al, 2009). No entanto, no Brasil 0 seu uso ainda é permitido pelas autoridades
sanitarias (RDC 428/2020).

As doses do PQ recomendadas nas bulas para utilizacdo na agricultura podem
variar de acordo com a cultura. Usualmente é recomendado de 1,5 a 2,0 litros do
produto comercial por hectare, podendo ser necessarias até 3 aplicacdes. Quando
utilizados pulverizadores terrestres tratorizados é recomendado utilizar no minimo 200
litros de solucéo por hectare (bula do produto “Flak 200 SL”).

Os herbicidas tém a capacidade de danificar a parte aérea das plantas e,

portanto, a sua aplicacdo deve ser realizada diretamente nas folhas através de jato.
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Essa aplicacéo deve garantir uma boa cobertura para que o herbicida tenha seu efeito
desejado (GWYNNE e MURRAY, 1985).

O mecanismo de acdo do PQ nas plantas se deve a sua atuacao na cadeia
transportadora de elétrons e, o resultado € o desvio da energia captada, que deveria
ser para realizacéo da fotossintese, para a producédo de ROS, causando sérios danos
as plantas e cumprindo com seu papel de herbicida (MARTINS, 2013).

O pesticida PQ é uma molécula carregada positivamente que é capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica através do transportador de aminoacidos apos
a exposicdo sistémica (SHIMIZU et al., 2001) e causar toxicidade seletiva aos
neurénios dopaminérgicos do SN (MCCORMACK et al., 2002) (Figura 05).

Como outras neurotoxinas ambientais, 0 estresse oxidativo parece ser o
principal mecanismo de morte celular induzida pelo PQ (FEI et al., 2008). De fato,
varios estudos mostraram que o PQ em altas concentracfes é capaz de danificar
diretamente os neurénios (RICHARDSON et al., 2005), enquanto concentracdes mais
baixas exercem efeitos neurotéxicos predominantemente por meio da ativacédo
microglial (WU et al., 2005).

1.1.3.1. Acéao do paraquat no sistema nervoso

Diversos trabalhos na literatura tém apontado para a acdo do PQ também em
animais e, ndo somente nas plantas. A sua aplicacdo na agricultura tem afetado
diretamente os trabalhadores rurais que durante 0 manuseio dos agrotoxicos, muitas
vezes, sem o0s devidos equipamentos de protecdo individual, sdo expostos ao
herbicida. O acumulo de evidéncias durante anos tem levado diversos pesquisadores
a estudarem os efeitos do PQ no organismo de diferentes espécies, inclusive dos
humanos (SILVA et al., 1998; PINHEIRO, 2002; BIGOLIN, 2004).

Em humanos, a exposi¢do aguda ao PQ pode causar diversos danos a saude,
sendo um dos 6rgaos mais afetados os pulmdes, levando a um quadro de faléncia
respiratoria grave e muitas vezes a morte. O PQ € altamente tOxico podendo causar
quadros de nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e ainda neurotoxicidade. O progndstico
nao é considerado bom, uma vez que, nao existe antidoto especifico para reverter o
quadro de intoxicagdo (CHANCHAI, 2005).

No organismo humano o mecanismo de acdo do PQ consiste também em
reacoes que levardo ao aumento significativo de ROS, desencadeando uma cascata

de reacOes deletérias & homeostase. A exposi¢ao prolongada e repetitiva ao PQ tem
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sido associada a quadros de degeneracdo neurolégica. Evidéncias epidemiologicas
apontam para uma relacéo crescente entre a exposi¢cdo ao PQ e o desenvolvimento
da DP (LIOU et al., 1997; PETROVITCH et al., 2002; HERTZMAN et al., 1990).

No SNC de humanos o PQ entra nas células através de transportadores de
aminoacidos e, consegue chegar até aos neurénios dopaminérgicos através de canais
sbédio-dependentes (Figura 05). No citosol o PQ sofre reacbes de oxi-reducéo
sucessivas vezes 0 que, indiretamente levara a toxicidade das mitocondrias
(CICCHETTI et al., 2009).

Embora o PQ tenha semelhanca estrutural com o metabdlito toxico do MPTP
(MPP+), um inibidor do complexo mitocondrial |, extensivamente estudado, e
neurotoxina dopaminérgica, o PQ é na verdade um inibidor fraco do complexo
mitocondrial | (RICHARDSON et al., 2005). Ele € uma molécula que, em seus ciclos
de oxi-reducao aceita um elétron proveniente da NADPH redutase e forma um radical
que, rapidamente na presenca de oxigénio € reoxidado gerando o radical superoxido.
O radical superdxido pode reagir com o Oxido nitrico também presente no citosol e
formar o peroxinitrito ou ser dismutado pela enzima superdxido dismutase (SOD) e,
convertido a peroxido de hidrogénio. O peréxido de hidrogénio, por sua vez, na
presenca de ferro pode ser reduzido ao radical hidroxila, uma ROS muito prejudicial
que rapidamente oxida DNA, proteinas e lipideos (KLEIN e ACKERMAN, 2003).
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Figura 05: Mecanismo de acdo do PQ nos neurdnios dopaminérgicos do SNC de mamiferos.
Devido as caracteristicas fisico-quimicas do PQ ele ndo tem a capacidade de permear a barreira
hematoencefalica e, portanto, necessita de transportadores de sddio-dependente (LAT) e, de
transportadores de aminoacidos neutros (DAT) para chegar as células dopaminérgicas. Uma vez dentro
da célula o PQ desencadeia uma série de reagdes que resultam em diferentes ROS capazes de
danificar e, levar a célula a morte (in COLLE e FARINA, 2021).
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Em um estudo realizado por Xiao e colaboradores (2021), utilizou-se células
BV-2 incubadas com diferentes concentra¢des de PQ (1, 3.3,10, 33 e 100 uM) em trés
diferentes tempos (6, 12 e 24 horas) (Figura 06). O estudo investigou 0s mecanismos
das respostas inflamatorias induzidas por PQ em células BV-2 e tentou revelar o papel
da via ROS/Aktl. Seus resultados mostraram que os marcadores de ativacao celular
das células BV-2 aumentaram ap0s o tratamento com PQ, sugerindo que 0s
microgliécitos BV-2 foram ativados. O PQ induziu as ROS e inibiu a fosforilagdo de
AKT1, proteina que quando ativada esté associada a sobrevivéncia neuronal induzida
por fatores de crescimento. Além disso, a expressao dos marcadores do fenétipo pro-
inflamatorio M1 aumentaram significativamente ap6s o tratamento com PQ. Em
células pré-tratadas com NAC (eliminador de ROS), o fenétipo M1 foi diminuido
enquanto a Aktl fosforilada foi restaurada em comparagédo com a estimulacdo com
PQ. O estudo indicou que PQ induziu a ativacdo do microgliécito BV-2 pelo aumento

da inibicdo da ativacdo de Aktl mediada por ROS, levando a neuroinflamacao.

Microglia (resting)

M1 Microglia

Regression A

Figura 06: Balanco entre a progresséo do estresse oxidativo gerado pelo PQ em BV-2 e a sua
regressdo gerada por NAC. O PQ medeia a ativagdo do microglicitos BV-2 aumentando a ROS e
inibindo da fosforilagao de Aktl. PQ induz a transformacg&o do microgliécitos BV-2 no fenétipo M1. PQ
aumenta ROS e inibiu a fosforilagcao de Aktl em BV-2. A inibi¢do da producao de ROS diminui o fendtipo
M1 em BV-2. A hiperfosforilagdo de Aktl inibe o fenétipo M1 do microgliocito BV-2 (in XIAO, et al.,
2021).

O PQ vem sendo utilizado em estudos como modelo de parkinsonismo tanto in

Vivo quanto in vitro. Estudos em animais demonstram que a exposi¢ao repetida ao PQ
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in vivo gera um comprometimento do comportamento motor (CHANYACHUKUL et al.,
2004), niveis aumentados de depdésitos de a-sinucleina e de estruturas semelhantes
a corpos de Lewy no SN (MANNING-BOG et al.,, 2003), e perda de neurbnios
dopaminérgicos da substancia nigra de maneira dose dependente (CICCHETTI et al.,
2005) que é exacerbada pelo envelhecimento (MCCORMACK et al., 2002). Embora
uma Unica administracdo sistémica de doses ambientalmente relevantes de PQ nao
seja diretamente neurotdxica, as evidéncias apoiam que ela serve para estimular o
microgliécito (PURISAI et al., 2007).

A toxicidade do PQ, pode ser um modelo de escolha para (i) investigar lesdes
pré-clinicas, (ii) elucidar mecanismos de vulnerabilidade neuronal e (iii) testar agentes
para neuroprotecdo. Esta abordagem pode ser particularmente eficaz para a triagem
de estratégias terapéuticas, pois, por exemplo, agentes farmacolégicos que
neutralizam a neurotoxicidade do PQ, bem como outros modelos de morte celular,

podem ser considerados melhores candidatos para neuroprotecao (DI MONTE, 2008).

1.1.3.2. Modelo de cultura celular

O papel do microgliocito na neurodegeneracao, toxicologia e imunidade € uma
area em expansao da pesquisa biomédica cujos estudos requerem um grande namero
de animais. O uso de uma linhagem celular semelhante aos microgliécitos aceleraria
muitos programas de pesquisa e reduziria a necessidade de preparacgdes celulares
continuas obtidas a partir de organismos vivos, e experimentacdo animal, desde que
a linhagem celular reproduza a situagdo in vivo ou 0s microgliocitos primarios
apresentem alta fidelidade (HENN et al., 2009).

Os modelos experimentais de mamiferos roedores, invertebrados e linhagens
celulares sdo de grande importancia para os avancgos tanto na fisiopatologia da DP
entre outras DN, bem como no desenvolvimento de novas terapias (BEAL, 2001).

Experimentos in vitro feitos a partir do cultivo de células séo caracterizados por
permitir a manutencado de células vivas em laboratorio independente do organismo
que a originou (FRESHNEY, 2015). O propésito de qualquer modelo celular &
simplificar varidveis experimentais presentes no organismo inteiro, permitindo a
manipulagdo mais precisa de genes e fatores do ambiente fisico-quimico (pH,
temperatura, pressdo osmaotica, oxigénio e tenséo de didxido de carbono), evitando,
ao mesmo tempo, questdes éticas complexas associadas ao uso de modelos de
mamiferos ou estudos em seres humanos (LAZARO et al., 2017; LOPES et al., 2017).
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Um tipo de linhagem comumente utilizado € o da célula BV-2, que sao
derivadas de microgliocito neonatal murino (C57BL/6 Mus muscullus) imortalizado,
transformado por retrovirus. E o substituto mais frequentemente usado para
microgliécitos primario. Ele foi usado, por exemplo, para estudos farmacoldgicos
(LUND et al., 2005), estudos de fagocitose (HIRT e LEIST, 2003) e para muitas
descobertas imunolégicas importantes em pelo menos 200 publicacdes. Com relacdo
aos estudos de neurodegeneracgédo, o ponto principal € que a BV-2, semelhante aos
microgliocitos primarios, expressa a NADPH-oxidase funcional, uma enzima
frequentemente implicada no dano neuronal (WU et al., 2006; YANG et al., 2007).

Tento em vista a praticidade do modelo celular e a sua relevancia para a
neurodegeneracao, nesse trabalho foi utilizada a linhagem celular BV-2.

As células BV-2 expressam os produtos oncogénicos v-myc e citoplasmaticos
v-raf, bem como o antigeno env gp70 no nivel da superficie; as células BV-2 possuem
marcadores morfolégicos, fenotipicos e funcionais de macrofagos (informacao
disponibilizada pelo BCRJ — Banco de Células do Rio de Janeiro, 2022) (Figura 07).

Em um estudo, a BV-2 foi comparada a microgliécitos priméarios de rato,
fazendo um levantamento das proteinas expressas com diversas metodologias de
analise, por exemplo, para citocinas medidas por ELISA e foi observada uma
similaridade entre essas células. Em outra abordagem, foram obtidos dados sobre a
comparacao da ativacdo dos microgliocito murino primario e de microgliécitos in vivo.
Neste estudo, algumas proteinas induzidas na BV-2 mostraram-se correspondentes a

genes regulados positivamente no microgliocito primario (LUND et al., 2006).
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Figura 07: Células BV-2 em cultur
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Os microgliécitos desempenham um papel fundamental na fisiopatologia da
neurodegeneracdo e a compreensdo de sua contribuicdo permitira aproveitar seu
potencial protetor e limitar a inflamacdo crénica prejudicial. Paralelamente, é
importante considerar que o microgliocito assume uma variedade de fendtipos em
resposta a estimulos homeostaticos e associados a danos (SANKOWSKI et al., 2019;
DECZKOWSKA et al., 2018).

Ao fazé-lo, o microgliocito medeia o equilibrio entre homeostase benéfica e
limitadora de danos e estados inflamatoérios crénicos que sustentam a perda neuronal
patolégica. Assim, identificar os principais alvos moleculares subjacentes as
alteracdes na fisiologia microglial sera fundamental para o desenvolvimento de

terapias moduladoras antioxidantes e neuroimunes (SIMPSON e OLIVER, 2020).

1.2. Estratégias de neuroprotecao

O desenvolvimento de terapias efetivas para as DN representa um grande
desafio atual e futuro, visto a relevancia socioeconémica destas. As terapias atuais
para as DN apenas fornecem beneficios discretos para os sintomas clinicos.
Infelizmente, ainda ndo existem terapias capazes de afetar o desenvolvimento do
processo neurodegenerativo dessas desordens. Diante dessa realidade, muitas
estratégias terapéuticas neuroprotetoras, com o objetivo de retardar ou impedir a
neurodegeneracdo, tém sido amplamente pesquisadas (GAN et al., 2018;
RANSOHOFF, 2016).

Por definicdo, a neuroprotecdo € um efeito que pode resultar no salvamento,
recuperacdo ou regeneracdo do sistema nervoso, suas células, estrutura e funcéo.
(VAJDA, 2002).

Para a criagdo de estratégias neuroprotetoras a ideia é prevenir a progressao
de doencas e de danos secundarios, interrompendo, ou ao menos retardando, a morte
ou a disfuncdo dos neurbnios. Agentes neuroprotetores podem ser utilizados para
limitar as consequéncias e evitar danos cerebrais irreversiveis (KIM, 2010).

Devido a complexidade dos fatores envolvidos nas diversas patogéneses ou
em lesbes quimicas e mecanicas do sistema nervoso, diversos mecanismos sao
relatados na neuroprotecéo. Entre eles, por exemplo, esta 0 metabolismo energético
fosforilativo, que desempenha um papel importante na inducdo da morte celular

presente nas desordens neurodegenerativas, ao mesmo tempo em que a melhoria da
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funcdo mitocondrial tem sido proposta como potencial estratégia terapéutica por varios
autores (CUMMINGS, MORSTORF, e ZHONG, 2014).

Assim, a mitocondria se apresenta como um importante alvo para futuras
estratégias de neuroprotecéo com a finalidade de tratamento, prevengdo ou retardo
da progressdo da neurodegeneracdo (LIN e BEAL, 2006; PALIWAL et al., 2007,
SWERDLOW, 2007).

Desta forma, uma grande lista de moléculas, que podem atuar nas mitocéndrias
ou em algum desses processos que levam a degeneracdo (morte, neuritogénese e
inflamacéo) vem sendo estudadas. Em um trabalho publicado em 2007 sobre uma
terapia anti-inflamatdria e imune para a DA, Walker e Lue propuseram 0s potenciais
alvos para que um agente terapéutico ideal pudesse reduzir a progressao da DA e
este deveria ser neuroprotetor, anti-inflamatorio e antioxidante (Figura 08). Para esse
fim, futuras terapias que conseguirem regular a ativacdo dos microgliécitos e evitar
excesso de inflamacdo em estagios especificos da doenca alcancardo O6timos
resultados.

A atividade antioxidante e, consequentemente neuroprotetora de moléculas da
matriz extracelular (MEC) presentes no desenvolvimento normal e no crescimento
neoplasico, em tecidos neuronais e ndo neuronais, vem sendo estudadas. Estudos
indicam que, em particular, moléculas como a fibronectina, laminina e tenascina, bem
como a liberacdo local de fatores de crescimento, sdo marcas registradas na
cicatrizacdo de varias lesdes (BRODKEY et al., 1993).

A MEC é uma rede complexa composta por quatro grandes classes de
macromoléculas: colagenos, proteoglicanos (PG), glicosaminoglicanos (GAGS) e
glicoproteinas adesivas, que proporcionam um arcabouco fisico para a sustentacao
da estrutura tecidual, determinando a hidratacdo e consequentemente, o volume do
tecido, criando espagos para o transporte de moléculas, a organizagdo dinamica e a
resisténcia as forcas de compressdo (GAMBARINI et al., 1993).

Como diversas moléculas da MEC vém se destacando no papel neuroprotetor,
neste trabalho € investigado o papel desempenhado pelos GAGs na funcgao

antioxidante e, portanto, neuroprotetora.
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Figura 08: Potenciais alvos que um “agente terapéutico ideal da DA” pode modular para reduzir
a progresséao da patologia da DA (in WALKER e LUE 2007).

1.2.1.Glicosaminoglicanos

Os GAGs séo polissacarideos sulfatados compostos por uma longa cadeia de
dissacarideos repetidos, lineares e sem ramificacdo, de modo que um de seus
monossacarideos geralmente € um acido urénico (glucurénico [GIcA] ou idurdnico
[I[doA]) e o outro, um acucar aminado [N-acetilgalactosamina (GalNAc) ou N-
acetilglucosamina (GIcNAc)] ou ainda uma galactose (Gal) (HOOK, KJELLEN e
JOHANSSON, 1984).

A maioria dos GAGs estdo presentes de forma abundante na MEC, que se
apresenta como uma rede estrutural complexa, geralmente formando os
proteoglicanos (PG) (ALTEI, 2014).

Por serem um dos principais componentes da MEC nos tecidos animais,
também participam de outros papéis biolégicos como na diferenciagao,
morfogénese, migracao e crescimento celular; além de defesa antiviral, regulagéo
enzimética, modulagcdo de apoptose e neuritogénese (JACKSON, BUSCH e
CARDIN, 1991; SAIEDSANTIAGO e BULOW, 2018).

Os diferentes tipos de GAGs (Tabela 1) sédo definidos através dos seguintes
parametros: tipo de hexosamina (D-glucosamina ou D-galactosamina), acucar nao
nitrogenado (&cido D-glucurénico, &cido L-idurbnico ou D-galactose), presenca e
posicdo dos grupamentos sulfatos, tipo de ligacdo glicosidica intradissacaridica e

interdissacaridica. Sado as variacdes na organizacdo dos dissacarideos na cadeia,
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bem como seus padrbes de sulfatacdo e tamanho, que fazem com que um GAG se
diferencie do outro, sendo categorizados em seis principais tipos: heparina (Hep),
heparam sulfato (HS), condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), queratam
sulfato (QS) e acido hialurénico (AH) (LAMBERG e STOOLMILLER, 1974).

Tabela 01: Estrutura das diferentes cadeias de glicosaminoglicanos. A estrutura dos dissacarideos
repetidos nos diferentes tipos de cadeias de GAG é desenhada sem sulfatagdo. As diferentes posi¢ges
de sulfatagdo em cada GAG esta delimitada com a caixa vermelha tracejada (in PRYDZ, K. e DALEN,

K. T. 2000).
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1.2.1.1. GAGs no sistema nervoso

Devido a sua disposicao por todo o organismo, os GAGs também estao
presentes no SNC, onde encontram-se dispostos na lamina basal, envolta dos vasos
sanguineos, difusamente distribuidos na matriz intersticial neural e condensados em
torno dos corpos celulares e dendritos de neurénios, formando a matriz perineuronal
(Figura 09). Possuem papéis de extrema importancia no desenvolvimento do sistema
nervoso, incluindo atuacdo na regeneracédo e plasticidade sinaptica, em processos
de desenvolvimento embrionario, assim como em processos de neuroinflamacéo
(SANTIAGO, 2004).

Quanto a essa ultima funcdo, em geral, o0s GAGs podem interagir com
diversas proteinas como citocinas, fatores de crescimento, quimiocinas e enzimas,
gue modulam processos biologicos de inflamacdo como migracdo, enderecamento,
crescimento e diferenciacdo de leucocitos (KOWITSCH, 2017).

O PGCS e 0 PGHS séo os dois PGs mais comuns no SNC e sao expressos
por varios tipos de células, incluindo células gliais e neuronais (FARHY, BOISVERT,
ALLEN, 2014).
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Figura 09: Componentes da matriz extracelular (MEC) do SN. Os componentes estao dispostos em
lamina basais que se encontram fora dos vasos cerebrais, condensadas como redes perineuronais em
torno dos corpos celulares e dendritos dos neurdnios ou difusamente distribuidas como a matriz
intersticial neural, entre as células do parénquima do SNC. As células gliais rosa representam
astrdcitos, oligodendrdcitos ou microgliécitos (in JAMAL, et al., 2022).
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A diversidade inerente dos GAGs os torna uma ferramenta bioldgica essencial
para regular uma gama complexa de processos celulares. Eles também estéo
envolvidos nas patologias de varios distarbios neuroldgicos, como formacdo de
cicatriz glial e doencas psiquiatricas. E essa diversidade de fungdes e potencial para
intervencdes seletivas que torna os GAGs um alvo promissor para estudos
(ROWLANDS, SUGAHARA e KWOK, 2015).

1.2.1.2. Acéao antioxidante dos GAGs

Redes perineuronais formadas por PGCS podem ter uma a¢ao neuroprotetora
contra o estresse oxidativo potencialmente envolvido na neurodegeneracao. Na rede
perineuronal os GAGs formam estruturas carregadas altamente negativas que
podem contribuir para reduzir o estresse oxidativo local, eliminando e se ligando ao
ferro redox-ativo, fornecendo assim neuroprotecdo aos neurdnios associados a rede.
Verificou-se que esses neurbnios sédo afetados com menos frequéncia pelo acamulo
de lipofuscina do que os neurdnios sem rede, tanto em cérebros humanos de idade
normal quanto com DA. Esses resultados sugerem uma funcdo neuroprotetora dos
GAGs da rede perineural contra o estresse oxidativo, potencialmente envolvido na
neurodegeneracdo (MORAWSKI et al., 2004).

Foi relatado por Canas e colaboradores (2007), que o CS tem acdes
antioxidantes e neuroprotetoras em células SH-SY5Y de neuroblastoma humano.
Nesse estudo, foi utilizado um CS com grupos sulfatados localizados nas posi¢des 4
e 6 na N-acetil-d-galactosamina. Para produzir efeitos neuroprotetores e
antiapoptoticos, o CS foi incubado por 24 horas antes de adicionar os agentes
produtores de radicais livres (H202 ou oligomicina combinada mais rotenona). O CS
reduziu drasticamente a geracéo de radicais livres produzidos por tais agentes. Além
disso, CS aumentou a fosforilacdo de Akt e heme oxigenase-1, sugerindo que esta
via de sinalizacdo esta envolvida em seus efeitos neuroprotetores. Com base nesses
resultados, é sugerido que o CS poderia proteger as células SH-SY5Y sob condi¢des
de estresse oxidativo, ativando PKC, que fosforila Akt que, via PI3K/Akt, induz a
sintese da proteina antioxidante heme oxigenase-1 (Figura 10). Também foi
observada a inibicdo do crescimento de neuritos nas células com o estresse
oxidativo. A incubacao por 24 horas antes da exposi¢cao ao agente estressor levanta
a hipdtese de que esse tempo foi necessario para induzir enzimas antioxidantes que

protegerdo os neurdnios contra o estresse oxidativo (CANAS et al., 2007).
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Chondroitin sulfate

Figura 10: Mecanismo proposto para a acdo antioxidante e neuroprotetora do CS. O CS ativa a
PKC que aumenta a fosforilagdo da fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) e ativa a via de sinalizacao Akt
gue induz a sintese do antioxidante heme oxigenase-1 (HO-1). O estresse aumenta a producao de
espécies reativas de oxigénio que podem ser neutralizadas pela heme oxigenase-1. (in CANAS et al.,
2007).

1.2.1.3. O Dermatam Sulfato

O CS e o DS estao presentes nas superficies das células e nas matrizes
extracelulares da maioria dos tecidos, e sdo componentes significativos no cérebro de
mamiferos, onde participam do desenvolvimento neural regulando a adesédo e
migracao neuronal, formacédo de neuritos, e orientacdo axonal (GRUMET et al., 1996;
BANDTLOW e ZIMMERMANN, 2000; OOHIRA et al., 2000; SUGAHARA et al., 2003;
SCHWARTZ e DOMOWICZ, 2004). Varios estudos mostraram que o padrdo de
sulfatacdo da DS no cérebro € alterada durante o desenvolvimento, caracterizado por
um aumento na 4-O-sulfatacdo e uma diminui¢cdo na 6-O-sulfatacdo (KITAGAWA et
al., 1997; AKITA et al., 2008).

Nos humanos, esse ultimo tipo de DS é encontrado em grandes quantidades
durante o desenvolvimento do SNC, sintetizado por neurbnios e células gliais
(oligodendrécitos, astrdcitos e microgliocitos) e é crucial para o seu desenvolvimento
bem como para sua homeostase (DIETRICH, 1983; ESKO 1991; ROWLANDS et al.,
2013).

Esses dois GAGs sao formados por misturas de unidades dissacaridicas
isdmeras. O CS pode ser misto contendo tanto GalNAc sulfatada na posi¢ao 4, como
sulfatada na posicéo 6, enquanto DS é invariavelmente um co-polimero contendo IdoA

e GIcA (KOLSET e GALLAGHER, 1990; SILBERT e SUGUMARAN, 2002).
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Os DSs derivados de mamiferos sdo compostos principalmente de unidades

dissacaridicas repetidas (a-L-ldoA4 — [ -D-GalNAc3-)n que transportam grupos

esterificados por sulfatacédo em posi¢coes que variam entre DSs de diferentes tipos e
tecidos celulares, bem como seus papéis fisiolégicos (SUGAHARA et al., 2003). Essas
unidades dissacaridicas sdo modificadas durante o alongamento da cadeia por
sulfotransferases especificas em C-2 de GlcUA/IdoUA e/ou C-4 e/ou C-6 de GalNAc
em varias combinacdes, produzindo assim padrdes caracteristicos de sulfatacéo e
enorme diversidade estrutural para cadeias hibridas de CS, DS e CS / DS presentes
na mesma molécula de PG (POMIN, 2015).

As cargas negativas, a heterogeneidade da natureza estrutural dos
dissacarideos e o numero de unidades dissacaridicas que formam as cadeias de DS
sao os principais fatores que influenciam sua atividade biologica e farmacoldgica. O
DS possui importante atividade farmacoldgica, como acdo antioxidante e
neuroprotetora (KRICHEN et al.,, 2017; RANI et al., 2017) e atividade antiviral,
antiproliferativa e antitumoral (BOUGATEF et al., 2018; VOLPI, 2010). Desempenha
ainda papéis importantes em um conjunto diversificado de processos biolégicos,
incluindo proliferacdo e diferenciacdo celular, cicatrizacdo de feridas e atividade
anticoagulante, antitrombotica e anti-inflamatoria (MENDE et al., 2016; LINHARDT e
HILEMAN, 1995).

O DS inibe a formacao de coagulos associados a trombina, agindo de forma
nao sistémica, com menos efeitos colaterais, enquanto inibe seletivamente a acao
da trombina pelo cofator Il da heparina (HM) com efeito profibrinolitico. Uma de suas
aplicacdes mais recentes é em dispositivos médicos e na preparacao de tecidos
artificiais (HIGASHI et al., 2015).

1.2.1.4. O DS de animais marinhos

A bioprospeccao de novos farmacos no Brasil € promissora, ja que ele abriga
uma das maiores biodiversidades marinhas do mundo, favorecendo a descoberta de
fontes alternativas de compostos farmacolégicos. Resultados bastante interessantes
foram obtidos por Nader et al., 1983, mostrando uma maior concentracdo de GAGs
em espécies marinhas de invertebrados, quando comparados a invertebrados de agua
doce ou terrestres.

Glicanos sulfatados semelhantes aos encontrados nos GAGs de vertebrados

foram relatados nos principais filos do reino animal, ocorrendo em Arthropoda,
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Mollusca, Annelida, Urochordata, Echinodermata, Coelenterata e Porifera
(CASSARO, 1977; KOZLOWSKI et al., 2011). Os animais urocordados da classe
Ascidiacea, as acidias (Chordata-Tunicata), sdo invertebrados marinhos e os parentes
mais proximos filogeneticamente dos vertebrados (BOURLAT, 2006).

Diferente dos DSs de mamiferos, em ascidias ocorrem diferentes padrdes de
sulfatacao, os quais podem variar entre as espécies. E perceptivel que todos os DSs
derivados de ascidias contém muito mais sulfatos esterificados do que os mamiferos
(PAVAO et al., 1998).

Como destacado anteriormente, estudos mostraram a importancia das distintas
estruturas quimicas na cadeia para o desempenho das diversas funcdes nos GAGs
(FAISSNER et al.,1994; CLEMENT et al.,, 1998; BAO et al., 2005). Estudos
comprovaram que o DS de varios organismos marinhos promoveu o crescimento de
neuritos em neurdnios do hipocampo murino in vitro (NADANAKA et al., 1998;
CLEMENT et al., 1999; HIKINO et al., 2003; NANDINI et al., 2005).

Foi relatada a ocorréncia de um DS GAG semelhante ao DS de mamiferos, nos
tecidos da espécie Phallusia nigra (Figura 11) (PAVAO et al., 1998). A Phallusia nigra
€ um animal séssil encontrado em mares tropicais ao redor do mundo e o DS presente
em seu corpo chama atencao tanto por apresentar maior quantidade de sulfatacées,
guanto pelo seu padrao de sulfatacao, formado por uma unidade principal (~90%) de
iD (IdoUA (2S) -GalNAc (6S) e uma unidade menor (~10%) de iC (IdoUA-GalNAc (6S)
(Figura 12) (PAVAO et al., 1998).

Figura 11: Ascidia Phallusia nigra. Savigny, 1816. (in KONDILATOS, et al., 2010).

Este achado cientifico possui alta relevancia, pois em mamiferos, a quantidade
de DS IiD [IdoUA (2S) -GalNAc (6S)] em cérebro de adulto é diminuida quando
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comparada ao DS encontrado durante o desenvolvimento embrionario (AKATSU et
al.,, 2011). Mas, ainda assim, é encontrada em regides especificas, como giro
denteado e hipocampo, regifes que ainda preservam a neurogénese nos individuos
adultos (BAO et al., 2005) implicando fungbes para as estruturas de DS contendo iD
(HIKINO et al., 2003).

Ele se liga a varios fatores de crescimento, incluindo fator de crescimento de
hepatécitos (CATLOW et al., 2003), fator de crescimento de fibroblastos 2, pleiotrofina,
ligacdo de heparina, fator de crescimento epidérmico e promove o crescimento de

neuritos do hipocampo in vitro (HIKINO et al., 2003).

CH,0R4

R3 (o}
\ 0 |\O~
. 00 (0] S
R1

NHCOCH;

% of sulfation
R1 R2 R3 R4

Mammalian | native <5 7 95 13
oversulfated 20 25 100 100

Ascidian S. plicata <5 66 94 6
H. pyriformis <5 70 99 1
A. nigra <5 80 <5 100

Figura 12: Principais unidades dissacaridicas repetitivas de dermatam sulfato de ascidia e
mamifero. Esses glicosaminoglicanos tém a mesma estrutura principal [4-a-L-IdceA-1—3-B-D-GalNAc-
1]n, mas tém diferentes padrdes de substituicbes de sulfato. Os dermatan sulfatos de ascidia sdo
altamente sulfatados na posigdo 2 das unidades de acido a-L-idurénico, mas diferem no padrao de
sulfatacao dos residuos de N-acetil-B-D-galactosamina. Nas espécies Styela plicata e Halocynthia.
pyriformis, as por¢cdes de hexosamina séo 4-O-sulfatadas, enquanto em Phallusia (Ascidia) nigra elas
sdo 6-O-sulfatadas. No sulfato de dermatan de mamifero parcialmente supersulfatado, a maioria dos
residuos de galactosamina sao sulfatados nas posi¢des 4 e 6; os residuos de &cido a-L-idurénico ndo
sulfatado, 2-sulfatado e 3-sulfatado estdo na proporcdo de 55:25:20. As unidades dissacaridicas
repetitivas do dermatan sulfato de mamifero sao sulfatadas no carbono 4 da por¢cao hexosamina, e
pequenas quantidades de residuos de acido a-L-idurbnico 2-O-sulfatado (~5%) também séo
encontradas neste glicosaminoglicano de mamifero (in PAVAO et al., 1998).

Recentemente, em um trabalho do nosso grupo, Sousa e colaboradores (2020),
observou que apds a lesdo com 1,0 uM de rotenona, um pesticida de uso comum que

serve de modelo de parkinsonismo in vitro, seguida do tratamento com 1,5 uM de DS
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extraido da ascidia Phallusia nigra (PnDS), houve um aumento notavel na atividade
mitocondrial em linhagem de neuroblastoma murino, indicando um efeito
neuroprotetor dessa molécula nessa concentracdo. O comprimento dos neuritos
também foi avaliado e, observou-se aumento no tamanho no grupo co-incubado com
PnDS. Além disso, essa molécula apresentou efeito antioxidante, reduzindo
consideravelmente a producdo ROS, aumentando a atividade das enzimas
antioxidantes como a SOD e CAT. As células incubadas com PnDS apresentaram
niveis aumentados da capacidade antioxidante total contra os radicais peroxil e foram
capazes de proteger as células dos danos, conforme observado pelos niveis
reduzidos na peroxidacéo lipidica. Esses dados indicam promissoras a¢des do PnDS
sob condi¢cbes neurodegenerativas.

Desse modo, a PnDS, tem sido investigado por apresentar propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes, neuroprotetoras e neuritogénicas (HIKINO et al., 2003;
KOZLOWSKI et al., 2011; PAVAO et al., 1995, KARAMANOU et al., 2016). Isso
demonstra o potencial terapéutico que o PnDS possui relacionado as

neurodegeneracoes.

Outras drogas com efeito anti-inflamatério podem ser estudadas no contexto
das neuroinflamacfes. A Dexametasona (DEX), um glicocorticide sintético e é
extensivamente empregada. A DEX é conhecida por possuir efeitos anti-inflamatorios
e imunossupressores em 6rgaos periféricos por meio da modulacdo da producéo de
mediadores inflamatérios pela ligacao e ativacdo de receptores de glicocorticoides
(SCHONEVELD et al. 2004; SCHWEINGRUBER et al. 2012).

No entanto, estudos recentes mostraram que o efeito do glicocorticdide na
resposta inflamatoria ao cérebro € complexo (DUQUE EDE e MUNHOZ 2016).
Embora os efeitos da DEX na inflamacéo fora do SNC estejam bem documentados, o
efeito direto da DEX no SNC e, especificamente, nos microgilécitos ainda é pouco
compreendido (SIEGAL et al. 1988).

Um GAG que também possui efeitos anti-inflamatérios e € amplamente
utilizado na clinica como um anticoagulante é a heparina de mamifero (HM), porém
pouco se sabe sobre seus efeitos nos microgliécitos e na interagdo com proteinas
extracelulares. A HM, em modelo animal de neuroinflamacéao inibiu a proliferacao de
fibroblastos, contagem de células inflamatoérias, edema e angiogénese (BICER et al.,
2014) e tem sido associada a doencas de agregacdo de proteinas, como DA e DP

(AHANGER et al., 2021).
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2. JUSTIFICATIVA

A etiologia das doencas neurodegenerativas permanece amplamente
desconhecida, mas acredita-se que seja multifatorial, resultante de fatores genéticos
e ambientais. Evidéncias sugerem que a exposi¢cao cumulativa a pesticidas ao longo
da vida pode gerar efeitos toxicos duradouros no sistema nervoso central e contribuir
para o desenvolvimento da DA e da DP (YAN, D. et al. 2016). O pesticida paraquat é
altamente toxico podendo causar quadros de neurotoxicidade (CHANCHAI, 2005).

O sistema imunoldgico emergiu como um fator chave na etiologia e patogénese
das doencas neurodegenerativas. A ativacdo microglial crénica desempenha um
papel central na progressao dessas doencas, pois gera estresse oxidativo, disfuncéo
mitocondrial, mal funcionamento da fagocitose e inflamac&o excessiva, levando a
morte neuronal (JEVTIC et al., 2017).

Devido a falta de tratamento eficaz que permita interromper ou, pelo menos,
abrandar o processo neurodegenerativo, as DNs ainda sdo uma questdo médica néo
atendida e representam um fardo para os pacientes, seus parentes e 0 sistema de
saude, resultando em um enorme custo econémico e social (MEHTA et al., 2017),

Novas abordagens para tratar tais patologias sdo necessarias. Pesquisas
propdem que para um agente terapéutico ser ideal para a DA ele deve ser
neuroprotetor, anti-inflamatério e antioxidante. Dados do grupo ja demonstram a
capacidade antioxidante e neuroprotetora do PnDS em neurbnios, porém ainda €
necessario caracterizar seus efeitos nos microgliocitos. Para esse fim, futuras terapias
gue conseguirem ativar os microgliécitos e evitar excesso de inflamacéo em estagios
especificos da doenca alcancardo 6timos resultados (WALKER e LUE, 2007).

Portanto, o presente estudo visa avaliar a efetividade antioxidante e
neuroprotetora do tratamento com PnDS, enquanto compara com outros dois
farmacos anti-inflamatérios, sendo um deles um outro GAG, a fim de melhor
compreender o papel de suas estruturas quimicas em seus potenciais terapéuticos.

Este estudo utiliza um importante modelo para patologias neuroldgicas, a fim
de avaliar as alteragGes microgliais apos leséo quimica induzida in vitro pelo PQ e se
faz necessario, pois contribui para pesquisas na area de investigacao basica sobre as
doencas neurodegenerativas, possibilitando a maior compreensdo dos mecanismos
celulares envolvidos neste processo além de trazer dados relevantes para o
desenvolvimento de futuros potenciais farmacos para o tratamento das doencas

neurodegenerativas.
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3. OBJETIVO

3.1.

Geral

Avaliar o papel do PnDS, comparando com HM e DEX, na neuroprotecédo e na acao

antioxidante utilizando-se a linhagem celular de microgliécitos murinos (BV-2)

incubados com PQ.

3.2.

Especificos

Avaliar a dose estressora de PQ nos microgliécitos BV-2;

Avaliar a atividade mitocondrial dos microgliocitos BV-2 incubados ou ndo com
PQ, na presenca e auséncia de PnDS, HM e DEX;

Analisar a producédo de ROS pelos microglidcitos BV-2 incubados ou ndo com
PQ, na presenca e auséncia de PnDS, HM e DEX;

Investigar a acdo das enzimas superdxido dismutase e catalase nos
microgliécitos BV-2 incubados ou ndo PQ, na presenca e auséncia de PnDS,
HM e DEX;

Analisar a peroxidacao lipidica dos microgliécitos BV-2 incubados ou ndo com
PQ, na presenca e auséncia de PnDS, HM e DEX;

Avaliar a morfologia dos microgliocitos BV-2 na presenca do PnDS; HM; DEX

e incubados ou ndo com o PQ.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencéao das ascidias

As ascidias da espécie P. nigra foram coletadas na Praia do Forno em Arraial
do Cabo (22°57'55.2"S 42°00'53.6"W), transportadas sob aeracédo constante e
controle de temperatura (+/- 25°C) para o biotério aquético localizado no
NUPEM/UFRJ - Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — Campus Macaé RJ, onde foram também mantidos sob
aeracdo constante, temperatura de 25°C, salinidade e fotoperiodo controlados
(12h/12h), alimentados com nauplio de artémia (48h/48h) (SARDET et al., 2011). A
coleta e manutencdo dos animais foi concedida pelo SisBio, de acordo com a

Instrucdo Normativa ICMBIo n° 03/2014, com numero de licenca: 60330-3.

4.2. Extracao e purificacdo do dermatam sulfato de Phallusia nigra

4.2.1.Extracéo de PnDS

As visceras das ascidias P. nigra foram retiradas e deslipidadas em acetona
(100%) a 4°C, por 24 h. Em seguida, o contetdo foi levado a estufa (60°C) até que
toda acetona evaporasse e obtivesse 0 peso seco, denominado p6 cetdnico. Depois,
para extracao proteolitica, foi adicionado papaina PA (PROQUIMIOS) na proporcao
de 10% do peso do po6 cetbnico obtido, e tampéo digestdo pH 5,5 (0,1 M acetato de
sédio, 5 mM de EDTA, e 5 mM de cisteina) utilizando o volume de 10 vezes o peso
do pé cetbnico. Em seguida as amostras foram levadas para o “banho-maria” a 60°C
por 24 horas. Posteriormente, os tecidos foram centrifugados a 12000 x g por 10
minutos e foi retirado e separado o sobrenadante. O precipitado foi submetido a nova
incubagdo com papaina, sob as mesmas condi¢gfes descritas anteriormente por mais
duas vezes (SOUSA et al., 2020).

Ao sobrenadante que continha os polissacarideos, foi adicionado uma solucédo de
cloreto de cetilpiridina (CPC) (concentracao final 0,5%), seguido de 2 volumes de
etanol 95%, e mantido a 4°C por 24 h para a precipitagdo. Apos, a amostra foi
centrifugada a 12000 x g por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet lavado
com CPC 0,05% por 7x, e ao pellet foi adicionado solucéo de 2,0 M NaCl e etanol
absoluto (100:15, v/v). Nessa amostra, ainda foram adicionados dois volumes de
etanol absoluto. Depois, ela foi deixada em repouso por 24 h a 4°C. Seguiu-se com a
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centrifugacéo, descarte do sobrenadante e lavagem do pellet duas vezes com etanol
80%. Seguiu-se com nova centrifugacéo e secagem do pellet por 24 h. Em seguida,
as amostras foram ressuspendidas em agua deionizada e adicionado quantidades
crescentes de etanol absoluto, (50% v/v, 75% v/v e 100% v/v) e levadas a 4°C por 1
dia para completa precipitacdo dos GAGs. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (3.000 G por 10 minutos) e o sobrenadante com etanol foi descartado
obtendo-se as fracbes de GAGs. As fracdes foram liofilizadas (Labconco FreeZone
4.5L) para a secagem do residuo a 5°C no vacuo (SOUSA et al., 2020; PAVAO et al.,
1995).

4.2.2.Purificacdo de PnDS

4.2.2.1. Tratamento enziméatico

As amostras obtidas foram ressuspendidas em agua deionizada e foram
incubados com as enzimas condroitinase ABC (Sigma-C3667) ou condroitinase AC
(Sigma-C2262) em tampao 50 mM Tris-HCI pH 8,0, contendo 5 mM de EDTA e 15
mM de acetato de sodio, e incubadas a 37°C overnight (SOUSA et al., 2020). A enzima
Condroitinase ABC catalisa a degradacéao eliminativa de polissacarideos contendo as
ligacdes 1,4-B-D-hexosaminil e 1,3-B-D-glucuronosil ou ligacdes 1,3-a-Liduronosil de
dissacarideos que contenham o grupo 4-deoxi-B-Dgluc-4-enuronosil. Sendo assim,
atua sobre 0 C4S, C6S e DS. Ja a condroitinase AC degrada os CS A e C, mas ndo o
CS B (DS). A enzima cliva, por meio de um mecanismo de eliminacao, cadeias de
polissacarideos sulfatados e ndo sulfatados contendo ligagcbes (1-4) entre

hexosaminas e residuos de &acido glucurénico.

4.2.2.2. Cromatografia de troca ibnica

Apés a etapa do tratamento enzimatico, iniciou-se a purificagdo em
cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE-celulose utilizando-se a fracdo de
75% acoplada a bomba peristaltica. A coluna foi calibrada e eluida com tampéao de
acetato de sodio a 0,5 M (pH 5,0) a uma velocidade de 1 ml/minuto. O tampéao é
inserido na coluna e apos a aplicacdo da amostra vai ser responsavel por reter apenas
0s GAGs por sua carga negativa. Sendo assim aplica-se 20 ml de tampéo até a
completa remocao dos polissacarideos néo-retidos. Os GAGs retidos na coluna séo,
posteriormente, eluidos com um gradiente crescente tipo step-wise de NaCl, em

tamp&o de acetado de sddio nas concentracées de 0,5 M, 0,8 M e 3,0 M (PAVAO et
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al., 1995). As fracdes (25 ml) obtidas de cada concentracdo foram monitoradas por
meio da reacdo metacromatica usando o azul de 1,9-dimetilmetileno (DMB)
(FARNDALE et al., 1986). As amostras finais obtidas foram liofilizadas e solubilizadas

em agua deionizada.

4.2.2.3. Cromatografia de Gel Filtracdo (desalting)

Seguida da obtenc&o das amostras oriundas dos diferentes gradientes salinos,
foi realizada nova liofilizacdo para secagem do residuo obtido que foi ressuspenso em
dgua deionizada e, entdo, aplicado na coluna HiTrap Desalting, previamente
equilibrada com agua deionizada e acoplada em sistema de bomba peristaltica. A uma
velocidade de 1 ml/minuto foram aplicados 2 ml da amostra e obtidas fracdes de 1,5
ml contendo os GAGs. Posteriormente, foram aplicados 30 ml de 4gua deionizada
para extracdo dos sais presentes. Esse procedimento é necessério para a retirada do
sal utilizado na cromatografia de troca idnica. O processo de separacado da amostra
de GAG obtida do sal a ser descartado foi realizado de acordo com as instrucdes do
fabricante (Cytiva — 17140801). Obtendo-se um volume grande torna-se necessaria
uma nova liofilizag&o, o produto obtido foi solubilizado em agua deionizada e utilizado

nos experimentos a seguir.

4.2.2.4. Método de Carbazol: Dosagem de Acido Hexurdnico

Os GAGs totais das amostras de P. nigra apés o processo de extracao foram
quantificados pela dosagem de acido hexurbnico, utilizando a técnica de reacdo com
carbazol (DISCHE, 1946). Esse método baseia-se no desenvolvimento de cor pela
acdo de compostos organicos como o reagente Carbazol. A dosagem de acido
hexurdnico foi realizada com 10 ul de amostra, aos quais se adicionou 190 ul agua
deionizada e 1,0 ml de &cido sulfarico P.A. com borato (tetraborato de sodio 0,4%).
Depois disso, a amostra foi aquecida por 10 min a 100°C e resfriada a banho de gelo
e, apos, adicionou-se 40 ul de carbazol (solucdo na concentracédo de 0,1% diluido em
etanol). Logo depois, ela foi aquecida novamente por 12 min a 100°C e resfriada a
banho de gelo. A leitura foi realizada no espectrofotometro (Multiskan Go Thermo
scientific®) em comprimento de onda a 525 nm. A concentracdo do GAG foi
determinada por meio de uma curva-padréo de glicuronolactona (0,5 mg/ml) (SWANN,
1968).
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4.2.2.5. Eletroforese de Gel de Agarose

Para se certificar da pureza da amostra e concluir a identificacdo do PnDS dentre
os demais GAGs obtidos durante o processo de extracao foi realizada a eletroforese
em gel de agarose com as amostras intactas e previamente incubadas com enzimas
ou realizado tratamento quimico utilizados para identificagdo dos GAGs. Assim, para
identificar o CS e o DS foi usado o tratamento enziméatico com condroitinase AC
(Sigma-C2262) e ABC (Sigma-C3667) e para identificar o HS foi feito tratamento
guimico com &cido nitroso. Para a reacdo de deaminacao a solucéo a ser utilizada foi
de acido nitroso preparado na proporcao de 1:1 v/v de acido sulftrico 0,5 M e nitrito
de sbédio 1 M. O acido nitroso realiza clivagem deaminativa que causa a
despolimerizacdo das cadeias de heparina e HS (NORGARDSUMNICHT E
VARKI,1995). Dessa maneira a clivagem ocorre entre uma galactosamina N-sulfatada
e uma galactosamina N-acetilada, e/ou entre uma galactosamina N-sulfatada e um
acido idurbénico. Como esta € uma reacdo deaminativa, a clivagem independe da
presenca das sulfatacdes fazendo com que esta seja especifica para heparina e HS,
nao agindo sobre CS e DS (SHIVELY e CONRAD, 1976). As amostras obtidas foram
ressuspendidas em agua deionizada e foram incubadas com condroitinase ABC ou
condroitinase AC (em tampé&o 50 mM Tris-HCI pH 8,0, contendo 5 mM de EDTA e 15
mM de acetato de sodio) a 37°C overnight, ou tratadas com acido nitroso a
temperatura ambiente por 90 minutos. Uma mistura de GAGs padréo, contendo CS e
Hep foram aplicadas em um poco no mesmo gel. Apds periodo de incubacdo as
amostras foram aplicadas (~15 ug) em 0,8% de gel de agarose, em seguida, foi
realizada a eletroforese (100 uV — 40 minutos) (BioRad/ Power PacTM Basic
041BR93482). Apos a eletroforese, os GAGs foram fixados no gel com uma solucéo
aguosa de brometo de cetilmetilaménia 0,1% (CETAVLON) e corados com 0,1% azul
de toluidina em soluc&o de &cido acético: etanol: agua (0,1:5:5, viviv) (PAVAO et al.,
1995).

4.2.3.Confirmacéao do isolamento e caracterizacdo do PnDS
Apos a coleta das ascidias na Praia do Forno em Arraial do Cabo e manutencgéo
delas nos aquarios do biotério passou-se a etapa de extracédo dos seus GAGSs.
Primeiro com as extracgdes lipidicas com etanol, seguida da extracéo proteolitica
com papaina. No total, foram realizadas trés extracbes (1, 2 e 3). Os rendimentos

foram decrescentes no decorrer das extracdes, totalizando 1,2% (1a), 0,3% (2a) e
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0,2% (3a). A purificacdo dos polissacarideos por precipitacdo seriada em etanol
resultou na separacéo de trés diferentes fracdes (50%, 75% e 100%). A utilizacdo da
enzima papaina durante o processo de extracdo e o CPC na etapa de precipitacdo
dos polissacarideos totais, presentes nas visceras da P. nigra resultou em um
rendimento de 2,711 mg. A maior metacromasia foi obtida para a fracdo 75% da la e
3a extracao.

A purificagcdo dos polissacarideos por cromatografia em DEAE-celulose resultou
na separacdo de duas diferentes fragbes de GAGs (chamadas de F | e F Il), eluidas
nas concentracdes 0,5 e 0,8 M de NaCl, respectivamente. A maior metacromasia foi
obtida para a fracao F II. Apds a separacao das fracdes, F | e F Il, ambas passaram
por processo de dessalinizacao, liofilizacdo e ressuspensdo em agua deionizada.

A concentragdo do DS foi determinada por meio de uma curva-padrao de
glicuronolactona (0,5mg/ml) de modo que a concentracéao final do PnDS obtido foi de
690 pg/ml.

A F 1l foi analisada por eletroforese em gel de agarose (0,8%), como apresentado
na Figura 13. O procedimento eletroforético da fracdo mostrou: (i) um perfil migratério
similar ao padrao de DS (ii) foi sensivel ao desafio com a condroitinase ABC e (iii)
resistente a acdo da condroitinase AC. Esses resultados demostram que o0s
procedimentos utilizados foram suficientes para obtencéo do PnDS. Adicionalmente,
os dados obtidos séo coincidentes ao publicado por Pavao e colaboradores (1995),

trabalho em que este GAG foi extraido, purificado e sua estrutura quimica elucidada.
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Figura 13: Isolamento e caracterizacdo de polissacarideos totais de P. nigra antes e apés a
incubacao com condroitinase AC ou ABC. Como padréo foi utilizado Dermatam sulfato de mamifero
antes e ap0ds ser submetido a incubagdo com condroitinase AC ou ABC. Os polissacarideos foram
aplicados em um gel de agarose a 0,8% em 0,05 M de 1,3-diaminopropano / acetato (pH 9,0), fixados
com 0,1% de solugdo de N-cetil-N, N, Ntrimetilamonio apos 12 h, e corado (ap6s secagem) com 1% de
azul de toluidina (in MEDEIROS, T. B. 2021).
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Ainda para confirmar a estrutura quimica do DS na F II, foi feita a avaliacdo da
unidade dissacaridica por HPLC. Pelas razbes expostas, confirmamos que esta
preparacao de PnDS é a que apresenta a seguinte estrutura quimica: IdoA-(2S0a) -
GalNACc-(6S04).

4.3. Manutencéo dalinhagem celular de microgliécitos BV-2

A linhagem celular de microgliocitos BV-2 foi comprada no Banco de Células
do Rio de Janeiro (codigo 0356). Essa linhagem € proveniente de uma extracao do
tecido cerebral de Mus muscullus, possui como propriedade de crescimento uma
dupla capacidade; de ser aderente e crescer em suspen¢ao no meio.

As células foram utilizadas para os ensaios quando a confluéncia atingia em
torno de 80%, em seguida o meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) foi aspirado e a
monocamada lavada com tampao fosfato salino (PBS, pH 7,2). Ap6s a lavagem, para
o descolamento da monocamada utilizou-se 400 ul de solugédo de tripsina- EDTA
(Sigma T4049) a 2,5% por 10 minutos a 37°C. Posteriormente, as células foram
retiradas do frasco e colocadas em tubos Falcon estéreis, completando-se o volume
para 3 ml com meio DMEM. O tubo contendo as células foi centrifugado a 4000 x g
por 5 minutos e apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de
células foi ressuspendido em 4 ml de meio DMEM. Em seguida, foi realizada a
contagem das células com azul de trypan a 0,3% em camara de Neubauer. A
densidade aproximada de 5 x 10* células/ml foi transferida para a placa de 96 pocos
e mantidas em 100 pl de meio de cultura ou para a placa de 24 pocos e mantidas em
250 pl de meio de cultura e mantidas a 37°C em incubadora com 5% CO2 por 24
overnight até ser realizado o tratamento e os volumes finais obtidos foram de 200 e
500 ul respectivamente.

Para manter as células em estoque foram realizados congelamentos. As
células foram armazenadas em criotubos de 2 ml contendo 950 ul de soro fetal bovino
(SFB) e 50 pl de dimetilsulféxido (DMSO), armazenados a -80°C por 24 horas. Apés

este tempo os criotubos sao transferidos para nitrogénio liquido.

4.4. Desenho experimental

Para a realizacdo de todos os experimentos listados abaixo foi necessério
encontrar o EC-25 do PQ, a fim de gerar um estresse quimico nas células ativando-
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as para avaliar de forma eficiente os efeitos dos tratamentos, sem a interferéncia da
morte celular.
Apbs a determinacdo da dose de EC-25 do PQ, 25 pg/ml, essa unica dose foi
utilizada nos experimentos subsequentes em conjunto com 0s outros tratamentos.
As células foram plagueadas na densidade de 5x10%. Todos os experimentos
seguiram a seguinte ordem de preparo:
e dia 01- plagueamento das células, sdo mantidas a 37°C na incubadora
com 5% COz overnight para sua adeséo ao fundo da placa,
e dia 02- tratamento das células
e dia 03- 12 horas depois, ensaios celulares.
Todos os tratamentos foram avaliados no tempo de 12 horas apds a exposi¢ao
e mantidos a 37°C em incubadora com 5% CO:2 e umidade controlada. Os ensaios
foram realizados em quatro experimentos independentes (n = 4) e em triplicata por

grupo estudado e, para tais, 0s respectivos grupos foram estabelecidos (Tabela 02).

Tabela 02: Descri¢cdo dos grupos experimentais analisados apos 12 horas de incubacéo.

GRUPOS TRATAMENTO

GRUPO | Controle - Nenhum tratamento

GRUPO 11 Paraquat (3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/ml)

GRUPO Il Dexametasona (0,2; 0,4; 0,8 pg/ml)

GRUPO IV Heparina de mamifero (HM) (0,025; 0,05; 0,1 pg/ml)
GRUPO V PnDS (0,025; 0,05; 0,1 pug/ml)

GRUPO VI Paraquat (25 ug/ml) + Dexametasona (0,2; 0,4; 0,8 ug/ml)
GRUPO VII Paraquat (25 ug/ml) + Heparina de mamifero (0,025; 0,05; 0,1 ug/ml)
GRUPO VI Paraquat (25 ug/ml) + PnDS (0,025; 0,05; 0,1 ug/ml)

Reagentes comerciais:
e Paraquat: Dicloreto de metil violdgeno hidratado. Sigma-Aldrich 856177
e Dexametasona: Sigma-Aldrich D4902
e Heparina de mamifero: Sal sodico de heparina da mucosa intestinal
suina. Sigma-Aldrich H3149

4.5. Ensaio de atividade mitocondrial por MTT

O potencial danoso do PQ foi avaliado através de microensaio colorimétrico
utilizando MTT [3-(4,5- dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil brometo de tetrazodlio; Sigma-
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M2128]. E um dos métodos mais utilizados para determinar a sensibilidade das células
ao estresse oxidativo (LIU et al., 1997; SHEARMAN et al., 1994).

Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido pelo composto/extrato em
estudo no metabolismo celular de glicidios usualmente através da avaliagdo da
atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e
conseqguentemente, a viabilidade celular, € quantificada pela reducédo do MTT (um sal
de coloracdo amarela e soltvel em agua) a cristais de formazana (sal de coloracéo
arroxeada e insoluvel em agua) sendo dependente da atividade das desidrogenases.
Dessa forma, a reducdo do MTT a formazana, serd diretamente proporcional a
atividade mitocondrial e a viabilidade celular (MOSMANN, 1983). Devido ao fato do
PQ ser uma molécula que interfere diretamente na mitocéndria esse ensaio foi
escolhido, principalmente, para avaliar e escolher o seu EC25.

Apos plaqueadas e tratadas com as diferentes concentracdes de PQ, as células
foram mantidas na estufa por 12 h. Em seguida, foram adicionados ao meio de cultura
de cada poco 10 pl de MTT (5 mg/ml) para cada 100 pl de cultivo. As placas foram
mantidas em estufa por mais 2 h para a metabolizacdo do MTT. Apds esse periodo o
sobrenadante foi retirado de cada poco e depois adicionados 200 yl de DMSO,
homogeneizando bem para permitir a solubilizacdo dos cristais de formazana. A leitura
dos valores da absorbancia da placa de 96 pocos foi realizada em espectrofotdbmetro
(Multiskan Go Thermo scientific®) em comprimento de onda a 570 nm. O ensaio foi
realizado em quatro experimentos independentes (n = 4) e em triplicata por grupo

estudado.

4.6. Analise morfologica celular por microscopia de contraste de

fase

Os microgliocitos tem uma forma homeostéatica basal ramificada. Uma vez
ativadas, as células se convertem rapidamente em formas arredondadas ou
ameboides (DANG et al., 2014). De maneira qualitativa, foram verificados esses trés
morfotipos celulares, como proposto por Dang e colaboradores (2014).

A ativacao celular causada pelo PQ e as possiveis alteragbes causadas pela
Dex, HM e PnDS na morfologia celular dos microgliécitos BV-2 foram avaliadas por
microscopia de luz em objetiva de contraste de fase, onde foram observados o formato
e 0s prolongamentos celulares, apos os diferentes tratamentos correspondentes aos

grupos experimentais. Foi realizada a captura de imagem com camera digital acoplada
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a microscopio invertido (Leica-CTR4000) com aumento de 200x. Foram analisadas e
quantificadas as células com cada morfotipo (ramificada, ameboide e arredondada)
em trés campos aleatorios de cada poco de cada triplicata dos grupos experimentais
de quatro experimentos independentes (9 fotos por grupo por experimento). Para a
analise estatistica foi relacionado o (nimero células ramificadas + células ameboides

+ células arredondadas por poco) X 100.

Figura 14: Tipos morfoldgicos microgliais avaliados. A) Célula ramificada, possui grandes
prolongamentos e é caracteristica de microglidcitos nao ativados. B) Célula ameboide, corpo celular
mais arredondado com pequenos e numerosos prolongamentos, caracteristico de microglidcito ativado.
C) Células arredondadas, pequeno e arredondado corpo celular. Barra de escala: 100 pm

4.7. Quantificacdo de ROS por citofluorescéncia

A producdo de ROS intracelular foi analisada em triplicata de cada grupo
experimental através do reagente H.DCFDA (Invitrogen Molecular Probes - D399,
Estados Unidos) (n= 4 para cada grupo experimental).

O diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) é uma forma
quimicamente reduzida de fluoresceina usada como um indicador para ROS em
células, por exemplo, para detectar a geracdo de intermediarios reativos de oxigénio
em neutréfilos e macréfagos. Apds a clivagem dos grupos acetato por esterases
intracelulares e oxidacdo, o H2DCFDA ndo fluorescente é convertido na 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF) altamente fluorescente com excitacdo no comprimento de

onda 492-495 e emiss&o no comprimento de onda 517-527 nm (Figura 15).
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Figura 15: Formacdo do composto fluorescente DCF por ROS (Imagem disponivel em:
https://www.biotek.com/resources/white-papers/an-introduction-to-reactive-oxygen-species-
measurement-of-ros-in-cells/).

Para o ensaio foi diluido 0,0005 g do reagente H2DCFDA em 200 ul de etanol
100%, dessa solucéo foi retirado 2,5 pl e adicionado a 4997,5 ul de PBS, totalizando
5 ml, na concentragao final de 2,5 uM. Todo o procedimento foi feito protegido da luz,
ja que essa sonda é fotossensivel. A montagem do experimento seguiu a sequéncia
dos trés dias ja mencionado anteriormente. Todo o sobrenadante dos pocos foi
retirado e 100 pl da solucgao final com H2DCFDA foi adicionada por pogo. A placa foi
incubada em temperatura ambiente por 20 minutos e duas lavagens com PBS foram
realizadas. As imagens foram feitas no microscépio invertido (Leica-CTR4000) com
aumento de até 200x utilizando-se a lente de contraste de fase, para observar as
células ndo coradas, e o filtro de fluorescéncia com excitacdo de 488 nm.

A contagem das células marcadas pela sonda H2DCFDA foi realizada
utilizando o software NIH ImageJ, versdo 1.53e. Foi contada a quantidade de células
totais e o numero de células marcadas por foto, sendo trés fotos aleatdrias por poco
em triplicata de quatro experimentos independentes, a fim de fazer uma porcentagem
de células fluorescentes (n=4 po¢os por grupo experimental).

Total de células marcadas

Percentual de células fluorescentes = ( ) X100

Quantidade de células no contraste de fase
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4.8. Andalise do sistema antioxidante celular

4.8.1.Determinacao da atividade da superoxido dismutase

A fim de determinar a atividade da SOD, os experimentos foram feitos em
triplicata de cada grupo experimental, os grupos celulares foram lisado em sonicador
ultrassénico a uma poténcia de 99% e centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos a
4°C em 200 pl de tampao de homogeneizagao.

A atividade da SOD foi determinada através da inibicdo da reacao do radical
superoxido com a adrenalina, quando ocorre a oxidagcdo da adrenalina, um
adrenocromo é formado, e este é detectado pelo espectrofotdmetro (Multiskan Go
Thermo scientific®) a 480 nm com tempo total de 2 minutos e intervalo de tempo de
30 segundos. Apos a calibracdo do equipamento com 995 ul tampao de reagéo
(carbonato de sédio 0,05 M, EDTA anidro 0,04M, dissolvido em agua deionizada, pH
10,2) e 5 yl de adrenalina 0,3 M (Epinefrina tratate — C12H19NOo) diluida em agua
deionizada em uma cubeta de quartzo, foi acrescentado 985 ul de tampao de reagao,
10 ul de amostra, 5 ul de adrenalina 0,3 M.

Os resultados foram expressos em unidade (U) de SOD, em que uma unidade
de SOD equivale a quantidade de enzima que inibe 50% a velocidade de oxidacdo da
adrenalina (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971; BANNISTER e CALABRESE, 1987)
e, com a finalidade de normalizar os dados obtidos nos diferentes ensaios
bioguimicos, foi realizada a quantificacdo de proteinas totais nas amostras segundo
Bradford (1976).

A Absorbancia/ min x diluig¢éo

Unidade de atividad ificade SOD =
nidade de atividade especifica de (0,071xv0l da amostra x quantidade de proteina

4.8.2.Determinacédo da atividade da catalase

Para determinar a atividade da enzima catalase (CAT) os experimentos foram
feitos em triplicata de cada grupo experimental, os grupos celulares foram lisado em
sonicador ultrassénico a uma poténcia de 99% e centrifugados a 10.000 x g por 10
minutos a 4°C em 200 ul de tampao de homogeneizagao.

A atividade da enzima foi definida de acordo com o método de Beutler (1975).
Ja a atividade da CAT foi mensurada a partir da taxa de decréscimo de peroxido de
hidrogénio em uma absorbancia de 240 ng/ml, representada por U/mg de proteina
(Aebi, 1984). Para esse ensaio, utilizou-se a solugdo de peréxido de hidrogénio (10
mM) em tampéo de reacao (Tris base 1 M, EDTA 5 mM, 25°C, pH 8,0) preparada e
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titulada no dia da analise. Apés a calibracdo do equipamento em uma cubeta de
quartzo, foram colocados 990 pl da solugéo de H202 e 10 pl de amostra previamente
sonicada.

A reacdo foi detectada pelo espectrofotbmetro (Multiskan Go Thermo
scientific®) a 240 ng/ml com tempo total de 60 segundos e intervalo de tempo de 15
segundos. Os resultados foram expressos em unidades de atividade de CAT, onde
uma unidade € a quantidade de enzima que hidrolisa 1,0 M H202 por minuto e por mg
de proteina, em 25° C e pH 8,0. Com a finalidade de normalizar os dados obtidos nos
diferentes ensaios bioquimicos, foi realizada a quantificacdo de proteinas totais nas
amostras segundo Bradford (1976).

. . o A Absorbéancia/ min x dilui¢éo
Unidade de atividade especifica de CAT = (

0,071 x vol da amostra x quantidade de proteina

4.8.3.Avaliacéo do dano celular pela peroxidacao lipidica

Para avaliar o dano celular nos grupos com os diferentes tratamentos foi
verificada a producdo de hidroperoxidos lipidicos pelo método de FOX (Ferrous
Oxidation / Xylenol Orange Method). Esse método tem por principio a rapida oxidacao
do Fe*? mediada por perdxidos sob condicdes Aacidas e posterior formacédo do
complexo Fe*3 - laranja de xilenol (fonte de absorcdo de luz) na presenca do
estabilizador hidroxitolueno butilado (JIANG et al.,, 1991 e 1992). Para isso, 0
sobrenadante dos pocos foi retirado, foi adicionado 200 pl de metanol e as células
foram soltas do fundo dos 24 poc¢os com o auxilio de um raspador de células. As
amostras foram colocadas em gelo, submetidas ao ultrassom por 2 min, centrifugadas
a 9.000 x g por 10 min a 4°C. Para as leituras foram adicionados em microplaca de 96
pocos: 20 ul do sobrenadante da amostra mais 180 pl de meio de reagao [(laranja de
xilenol a 1 mM, H2S0O4 a 0,25 M, FeSO4.NH4 (sulfato ferroso amoniacal) a 1 mM
(acrescentados na sequéncia descrita em metanol a 90%)] e agua deionizada
suficiente para obter 350 pl de volume final. Apés 30 minutos de incubacgéo a
temperatura ambiente em microplacas, foi realizada a primeira leitura da placa a 550
nm de absorbéancia. Posteriormente, foi adicionado 1 mM hidroperdxido de cumeno
(CHP, sigma) apos 15 minutos de incubacéo a temperatura ambiente, foi realizada a
segunda leitura da placa de absorbancia a 550 nm. O branco foi preparado pela
substituicdo do extrato de células por agua. Os niveis de lipoperoxidacdo foram
expressos em termos equivalentes de hidroperéxido de cumeno por grama de massa
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Umida de acordo com Monserrat e colaboradores (2003), normalizado pela

quantificacdo de proteinas totais nas amostras segundo Bradford (1976).

4.9. Método de Bradford para a quantificacdo de proteinas totais

Com a finalidade de normalizar os dados obtidos nos diferentes ensaios
bioquimicos, foi necesséria a quantificacdo de proteinas totais nas amostras. Durante
0S ensaios reservaram-se 100 ul das amostras para quantificagdo de proteinas. Em
microplaca, adicionou-se 10 pl do sobrenadante das amostras (triplicatas) seguidos
de 200 pl do reativo de Bradford (“Coomassie brilliant blue” BG-250) e procederam-se
as leituras de absorbéancia a 595 nm. Como branco utilizou-se agua deionizada
adicionado de Bradford. A concentracdo de proteinas foi determinada a partir da
comparacao dos valores de absorbancia com aqueles provenientes de curva-padréo
de BSA (albumina de soro bovina) nas concentracdes de 0, 125, 250, 500, 750 e 1000
pg de BSA por ml de volume final de solugdo (Bradford, 1976). A curva-padrao e os

grupos experimentais foram feitos em triplicata por concentracdo de BSA.

4.10. Andlise Estatistica

Os dados brutos foram coletados a partr de uma série de ensaios
independentes. Todas as variaveis expostas tiveram seus pressupostos das analises
paramétricas testados. A analise de variancia foi realizada pelo teste de ANOVA,
seguida pelo pos teste de Tukey para comparacdo mdultipla entre os grupos
experimentais: PQ, DEX, HM, PnDS, PQ + DEX, PQ + HM e PQ + PnDS em relacéo
ao controle no tempo de 12 horas. A poténcia de uma droga é comumente quantificada
como o ECso, a concentracdo que leva a 50% da resposta maxima (ou o logaritmo do
ECso0). E 0 EC2s leva a 25% da resposta méaxima. Essas doses foram calculadas pelo
programa GraphPad Prism 9.00 por uma regressao nao linear dos valores das
absorbéancias versus as concentracdes de paraquat.

Os resultados foram expressos como média + erro padrao, e as diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas sempre que p <0,05. As andlises foram

realizadas com o uso de software GraphPad Prism 9.00 (GraphPad Software).
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5. RESULTADOS

5.1. Diminuicéo da atividade mitocondrial pelo PQ em microgliécitos

BV-2

Em uma etapa inicial os microglidcitos BV-2 foram expostos a concentracées
crescentes de PQ para escolha da dose a ser utilizada nos experimentos seguintes.
Apés andlise bibliogréfica, foram escolhidas as concentracdes: 3,125, 6,25, 12,5, 25,
50, 100 e 200 yM para serem testadas nas células BV-2 (RICHARDSON et al., 2005;
MILLER et al., 2007; XIAO et al., 2022).

Os grupos tratados foram avaliados quanto a atividade mitocondrial como
método para analisar a viabilidade celular pelo ensaio de MTT no tempo de 12 horas.
Apos esse periodo de exposicao ao PQ foi observado uma resposta dose-dependente
guanto a atividade mitocondrial e, a concentracao efetiva toxica de 50% (ECso) e de
25% (EC2s) foi de 59,96 uM e 24,51 uM, respectivamente.

Dessa forma, as concentracdes de PQ utilizadas mais proximas dos valores de
ECso e EC25 foram as de 50 yM e 25 yM em 12 horas de incubagao, com diminuigao
significativa da viabilidade celular para (57,8% + 1,68%) e (78,16% * 2,1%),
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (Figura 16). A dose de EC2s
foi escolhida a fim de apenas causar estresse celular para os ensaios subsequentes

e ndo predominantemente morte.

150=
g
S 1004 == Hkkk *
g - — *kkk
5 -
(&]
g *kkk
=
3
8 50+ kK
= *kkk
<
0 T T T T
ctrl 3,12 6,25 12,5 25 50 100 200
PQ (uM)

Figura 16: Atividade mitocondrial em células BV-2 tratadas com diferentes concentracdes de
PQ. Andlise da atividade mitocondrial pelo método de MTT, na linhagem BV2 plaqueadas na
concentracdo de 5 x 104 células/poco exposta a diferentes concentracdes de PQ); pelo periodo de
12 horas. As barras representam as médias das triplicatas das analises, com seus respectivos erro
padrdes. Os resultados sao representativos de 4 experimentos independentes (n=4). A distribuicdo
foi verificada pelo teste de Kolmogorov—Smirnov. Em seguida, utilizou-se o teste paramétrico
ANOVA para comparacdo de mais de dois grupos seguido do pos-teste de Tukey. Diferenca
estatisticamente significativa em relacao ao controle (*) (p < 0,05); (****) (p < 0,0001).
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5.2. Mudancas morfologicas em microgliocitos BV-2 ocasionadas
por diferentes concentragdes de PQ

ApOs observar o decréscimo na atividade mitocondrial realizou-se a analise da
morfologia celular dos grupos tratados com as diferentes concentracdes de PQ, para
isso foi utilizada a microscopia de contraste de fase no aumento de 200X (Figura 17).

No grupo controle (sem nenhum tratamento) nos grupos PQ 3,125 uM e PQ
6,25 uM foram observadas células com grandes prolongamentos, morfologia tipica de
microgliécitos ndo ativados (Figura 17: A, B e C).

Nos grupos em que se utilizou as concentragbes de PQ 12,5 upM e PQ 25 uM
verificou-se uma menor proporcéo de células alongadas e um surgimento de células
com morfologia ameboide, corpo celular mais arredondado com prolongamentos
curtos e numerosos, caracteristico de microgliécito ativado (Figura 17: D e E).

Nos demais tratamentos com as maiores concentracdes, PQ 50 uM, PQ 100
MM e PQ 200 pM, observou-se o surgimento de debri celular e a formacéo de formas
celulares semelhantes a corpos apoptéticos com bubbling de membrana,
principalmente nas concentra¢des de 100 uM e 200 uM de PQ, indicando sua alta
toxicidade (Figura 17: F, G e H).

Em suma, a concentracao de 25 uM de PQ foi a concentragao escolhida para
0S posteriores ensaios, visto que a observacdo de células ameboides em maior
quantidade nesta concentracao é semelhante a concentracdo do calculo do ECzs feito
atraveés do experimento anterior, o ensaio de MTT (Figura 16).
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Figura 17: Morfologia de células BV-2 tratadas por diferentes concentracdes de PQ. Micrografia
por contraste de fase das células BV-2 apds exposicao a diferentes concentracdes de PQ (3,125, 6,25,
12,5, 25, 50, 100 e 200 yM). As cabecgas de seta pretas indicam em A, B e C: células com grandes
prolongamentos, morfologia caracteristica de microglidcito ndo ativado; As cabecas de seta brancas
indicam em C, D e E: células com aspecto ameboide com muitos e pequenos prolongamentos,
caracteristico de microgliécito ativado; As setas brancas indicam em F, G e H: debri celular apds leséo
por diferentes concentrages de PQ. Concentracédo de 5 x 104 células/pogo. Barra de escala: 100 um.
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5.3. Diminuic&o da producéo de ROS pelo PnDS co-incubado com

PQ

Para avaliar a influéncia do PnDS na producao de ROS intracelular foi realizada
a citofluorescéncia com a sonda H2DCFDA em 12 horas de tratamento. No controle,
apesar de ndo haver nenhum tratamento, € observada pequena marcacao, em poucas
células (Figura 18 A e 18 A). Por outro lado, o grupo PQ 25 pM, exibiu elevado numero
de células marcadas (Figura 18 B e 18 B).

No grupo incubado apenas com DEX, na menor concentragdo de 0,2 ug/ml
observou-se mais células marcadas, quando comparado com as concentracfes de
0,4 ug/ml e 0,8 ug/ml e o controle (Figura 18: C, D e E).

Ja os grupos tratados apenas com as diferentes concentracdes de HM (Figura
18: F, G e H) ou PnDS tiveram menos marcacédo do que o proprio controle (Figura 18:
I, J e K).

Nos grupos tratados com a co-incubacdo com PQ o numero de células
marcadas aumentou comparado ao controle, porém, mesmo variando nas
concentracdes, todos os tratamentos e as diferentes concentragbes apresentaram
aproximadamente ter a mesma proporcao de células marcadas (Figura 19: C-K).
Tanto nos grupos incubados apenas com os tratamentos tanto nas co-incubacdes +

PQ, ndo houve mudanca no numero total de células por poco.
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Figura 18: Producdo de ROS intracelular em células BV-2 tratadas com PQ e diferentes
concentracdes de DEX, HM e PnDS. Microscopia de contraste de fase e citofluorescéncia para
H2DCFDA para avaliar a producéo de ROS intracelular nas células BV2. Grupos sem co-incubac¢édo com
PQ 25 uM. A- Grupo controle sem tratamento. B- Grupo tratado com PQ 25 pM. C-E: tratamento com
dexametasona em diferentes concentracdes. F-H: tratamento com heparina de mamifero em diferentes
concentragdes. I-K: tratamento com PnDS em diferentes concentra¢des. O resultado foi obtido no tempo
de 12 horas ap@s o tratamento (n = 4 experimentos independentes). Concentracdo de 5 x 10* céls/poco.
Barra de escala: 100 pm.




+PQ+PnDS 0,025 ug/ml—_ § PQ+PnDS 0,05 uyg/ml —— @ PQ+PnDS 0,1 pg/ml

Figura 19: Producdo de ROS intracelular em células BV-2 tratadas com PQ e diferentes
concentracdes de DEX, HM e PnDS co-incubados com PQ. Microscopia de contraste de fase e
citofluorescéncia para H2DCFDA para avaliar a produgdo de ROS intracelular nas células BV2. Grupos
co-incubados com Paraquat 25 yM. A- Grupo controle sem tratamento. B- Grupo tratado com PQ 25 uM.
C-E: tratamento com DEX+PQ. F-H: tratamento com HM+PQ. |-K: tratamento com PnDS +PQ.O
resultado foi obtido no tempo de 12 horas ap6s o tratamento (n = 4 experimentos independentes).
Concentracdo de 5 x 10* céls/pogo. Barra de escala: 100 um.




Para confirmar os dados qualitativos observados nas imagens, foi realizada a
quantificacdo da marcacdo de fluorescéncia intracelular. Como descrito na
metodologia, a porcentagem de células marcadas foi feita com a finalidade de
determinar qual seria a menor concentracao de cada tratamento com potencial acao
antioxidante mesmo com a co-incubagéo com PQ (Figura 20 | e II).

Tanto o controle quanto apenas o0s tratamentos apresentaram uma baixa taxa
de florescéncia, ou seja, pouca producao de ROS. Por sua vez, a incubagédo com PQ
promoveu alta expressédo de ROS (80% + 2,58%) comparada ao controle. Apesar de
no grafico esta representado uma média de (13% + 2,89%) de fluorescéncia no grupo
DEX 0,2 pg/ml, isso nao foi estatisticamente significativo comparado com o controle.

Todos os tratamentos puros tiveram uma redugdo na marcagdo quando
comparados com o grupo PQ. Com excegao de DEX 0,2 yg/ml, todos os tratamentos

puros tiveram uma marcagdo em torno ou abaixo de 5% (Figura 20 I).

Mesmo com a co-incubagdo com 25 uM de PQ (Figura 20 Il) foi perceptivel
gue ndo houve um aumento de marcacéo. Apenas a menor concentracao de DEX 0,2
pMg/ml + PQ aumentou a produgdo de ROS comparada ao controle. E todas as co-
incubacdes diminuiram a produg¢ao de ROS, comparada ao grupo PQ 25 uM.

Embora a observacgéo do grafico Figura 20 || demostre uma queda na producéo
de ROS dose-dependente, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracdes de
DEX, HM e PnDS co-incubados com PQ.

Ao avaliar os tratamentos com 12 horas, a co-incubagédo com PQ mais a menor
concentracdo de DEX 0,2 pg/ml levou a producao de ROS para (24,5% * 4,33%), a
de HM 0,025 pug/ml para (21% * 3,71%) e de PnDS para (15,5 % * 5,2%).

Por ndo haver diferenca estatistica entre as trés concentracdes de cada
tratamento co-incubado com PQ, foram escolhidas as menores concentragdes
desses, DEX 0,2 pg/ml, HM 0,025 pg/ml, PnDS 0,025 pg/ml, para os experimentos
subsequentes (Figura 20 I1).
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Figura 20: Quantificagéo por citofluorescéncia H2DCFDA da producéo de ROS intracelular nas
células BV-2. I) Grupos sem a co-incubagédo com PQ 25 uM e IlI) Grupos com a co-incubacdo com PQ
25 uM. O resultado foi obtido no tempo de 12 horas apds o tratamento (n=4 experimentos
independentes) em ensaio de H2DCFDA utilizando microscépio de fluorescéncia, a quantificacéo foi
feita utilizando o programa NIH ImageJ, versdo 1.53e. A distribuicdo foi verificada pelo teste de
D’Agostino & Pearson. Em seguida, utilizou-se o teste de One-way ANOVA para comparacao de mais
de dois grupos, seguido do teste post Tukey. As barras representam as médias das analises triplicadas,
com seus respectivos desvios padrdo. Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle
(*) (p = 0,05), (****) (p <0,0001) e ao grupo Paraquat (s+*) (p < 0,0001).

47



5.4. Restauracao da atividade mitocondrial pelo PnDS co-incubado
com PQ em BV-2

Para analisar se houve mudancas na viabilidade mitocondrial das células
tratadas com DEX 0,2 uyg/ml, HM 0,025 pg/ml, e PnDS 0,025 pg/ml, e esses
tratamentos mais a co-incubagao com PQ 25 uM foi feito novamente o teste de MTT
nesses grupos apos 12 horas (Figura 21).

Como ja esperado a incubagéo apenas com PQ 25 uM reduziu a atividade
mitocondrial para (75% + 3,51%), como também demonstrado anteriormente (Figura
16). Os grupos sozinhos ndo apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa
da viabilidade celular, porém HM sozinho induziu um aumento da atividade
mitocondrial comparada ao PQ. Ja os grupos DEX 0,2 ug/ml e HM 0,025 pug/ml co-
incubados com PQ tiveram uma reducao significativa na atividade mitocondrial com
atividade de (79% + 2,79%) e (80% = 3,45%), respectivamente. Diferentemente de
PnDS + PQ, que nédo teve reducédo significativa da atividade mitocondrial quando
comparado ao controle, porém teve um aumento significativo comparado ao grupo PQ
25 uM, com atividade de (93% * 3,77%). Ou seja, o PnDS restaurou e/ou evitou a

perda da atividade mitocondrial nas células co-incubadas com PQ.
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Figura 21: Atividade mitocondrial em células BV-2 com os diferentes tratamentos e co-
incubadas com PQ. Andlise da atividade mitocondrial pelo método de MTT, na linhagem BV-2
plagueadas na concentracao de 5 x 10* células/pogo exposta aos diferentes grupos experimentais
avaliados em 12 horas. As barras representam as médias das triplicatas das analises, com seus
respectivos desvios padrdes. Os resultados sdo representativos de 4 experimentos independentes
(n=4). A distribuicdo normal foi verificada pelo teste de Kolmogorov—Smirnov. Em seguida, utilizou-
se o teste paramétrico One-way ANOVA para comparacgéo de mais de dois grupos seguido do-pos
teste de Tukey. Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (*) (p < 0,05), (**) (p
<0,01), (***) (p = 0,001) e ao PQ (*) (p < 0,05).
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5.5. Modulagdo da atividade do sistema antioxidante celular pelo

PnDS co-incubado com PQ em BV-2

Além do papel do DS de P. nigra na viabilidade mitocondrial e na morfologia
celular, foi investigado se o efeito neuroprotetor observado nos experimentos
realizados aqui estava correlacionado ao efeito antioxidante do PnDS, uma vez que o
PQ é descrito como indutor de estresse oxidativo.

Para avaliar a atividade de enzimas antioxidantes e estimar o estresse
oxidativo, foi realizada a andlise quantitativa de SOD e CAT apds 12 horas de
incubagdo com os diferentes tratamentos. Todos esses resultados foram
normalizados pela quantidade de proteina de cada amostra.

As células tém uma variedade de mecanismos de defesa para amenizar 0s
efeitos nocivos das ROS. A superdéxido dismutase (SOD) catalisa a conversédo de dois
anions superéxido em uma molécula de perdxido de hidrogénio e oxigénio. A atividade
da SOD teve um aumento significativo apdés 12 horas no tratamento HM co-incubado
com PQ, de (411,5 = 50,38 U/mg proteina), quando comparada ao controle (125,3
19,11 U/mg proteina) e a PQ (125,3 + 33,9 U/mg proteina). Interessantemente, o
grupo PnDS + PQ n&o se comportou como 0s outros tratamentos co-incubados com
PQ, demonstrando uma baixa atividade de SOD, de (150,4 £ 7,64 U/mg proteina),
similar ao controle (Figura 22 A).

Nos peroxissomos das células eucaritticas, a enzima CAT converte peroxido
de hidrogénio em agua e oxigénio e, assim, completa a desintoxicacdo iniciada pela
SOD. Apoés 12 horas, a atividade da enzima catalase teve um aumento significativo
no grupo DEX + PQ (463,7 £ 53,74 U/mg proteina) e HM+ PQ (610,9 + 33,72 U/mg
proteina) quando comparado com o controle (132,4 £ 22,77 U/mg proteina).

Ja o grupo que teve o maior aumento da concentracdo da catalase comparada
ao controle e ao PQ (349,7 + 31,9 U/mg proteina) foi o tratamento de PnDS co-
incubado com PQ (Figura 22 B).
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Figura 22: Atividade enzimatica antioxidante nos diferentes tratamentos em BV-2. A atividade da
enzima SOD e CAT foi analisada através do método de oxidagdo de adrenalina e deplegdo de H202,
respectivamente (n = 4/cada grupo experimental). (A) Atividade de SOD (U/mg de proteina) apds 12h
horas. Houve um aumento significativo da acdo de SOD em 12h no tratamento PQ+HM. (B) Atividade
da catalase (U/mg de proteina) apos 12h. Houve um aumento significativo da acao da CAT no grupo
PnDS co-incubado com PQ no tempo de 12h. A distribuicdo normal foi verificada pelo teste de
D’Agostino & Pearson. Em seguida, utilizou-se o teste paramétrico One-way ANOVA para comparagao
de mais de dois grupos seguido do-pds teste de Kruskal-Walis. Diferenca estatisticamente significativa
em relagdo ao controle (****) (p < 0,0001) e ao grupo Paraquat (*) (p < 0,05).
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5.6. Diminuicéo da peroxidacéo lipidica no grupo PnDS co-
incubado com o PQ em BV-2

A integridade das membranas celulares foi avaliada pelo ensaio de LPO. A
incubacdo com PQ levou a uma elevada peroxidacgéo lipidica, em comparagdo com o
grupo controle, como esperado. Os niveis de LPO no controle foram de (2,8 x 10*
nmol CHP/ mg proteina + 0,24) e no grupo PQ 25 uM foi de (4,5 x 10* nmol CHP/ mg
proteina £ 0,07).

Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos com o0s tratamentos e o
controle ou o PQ, com excecdo da co-incubacdo de PQ com PnDS. O PnDS co-
incubado com o PQ reduziu significativamente os niveis de LPO para (2,7 x 10* nmol
CHP/ mg proteina * 0,48) (Figura 23).

Portanto, houve uma reducéo da peroxidacao de lipidios no grupo PQ + PnDS
comparativamente ao grupo PQ isolado apds 12 horas de tratamento, ou seja, mais

uma vez o tratamento com PnDS co-incubado com PQ gerou um efeito neuroprotetor.
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Figura 23: Peroxidac&o lipidica nos diferentes tratamentos celulares. A peroxidacao lipidica foi
averiguada através do método de FOX (n = 4/cada grupo experimental). Os valores foram expressos
em CHP (nmol) e normalizados pela proteina (média + SEM). A analise revelou uma diminui¢cao
significativa da peroxidagdo lipidica no grupo PnDS co-incubado com PQ no tempo de 12h. A
distribuicao normal foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, utilizou-se o teste paramétrico
One-way ANOVA para comparagédo de mais de dois grupos seguido do poés-teste de Tukey. Diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controle (*) (p < 0,05) e ao grupo PQ (¢*) (p < 0,01).
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5.7. Mudancas morfolégicas e restauracdo da morfologia
homeostatica microglial promovida pelo PnDS co-incubado
com o PQ em BV-2
Geralmente, os microgliécitos tem uma forma homeostética basal ramificada e,

uma vez ativadas, as células se convertem rapidamente em formas arredondadas ou

ameboides (DANG et al., 2014).

Com a finalidade de avaliar as mudancas morfoldgicas e os tipos morfoldgicos
microglias nas células BV-2 incubadas com PQ e com os diferentes tratamentos 12
horas apds tratamento, foi feita uma microscopia de contraste de fase e foram
avaliadas as células em cada uma fotos (Figura 14). Ndo houve mudanca na
guantidade de células por poco. De maneira qualitativa, foram verificados trés
morfotipos celulares: ramificados, ameboide e arredondados, como proposto por Dang
e colaboradores (2014). Todos 0s grupos apresentaram as células arredondadas de
forma igualitaria e majoritariamente. Por outro lado, foi possivel notar uma diferenca
na proporcao entre ramificadas e ameboides em cada grupo (Figura 24).

No grupo controle, além das arredondadas, havia células ramificadas e
pouquissimas ameboides (Figura 24 A). J& essa proporcédo era inversa no grupo PQ
25 yM, onde a grande maioria eram células arredondadas e com bastante ameboides
e poucas ramificadas (Figura 24 B). Nos grupos apenas com 0s tratamentos, nao foi
perceptivel uma diferenca entre as propor¢cdes numéricas de células ramificadas
versus ameboide (Figura 24 C, E e G). Porém, vale apontar que as células ramificadas
do grupo DEX 0,2 yg/ml apresentava grandes prolongamentos (Figura 24 C).

Nas células com os tratamentos e com a co-incubacdo com o PQ,
diferentemente do grupo PQ 25 pM, houve o reaparecimento de células com
ramificacbes, contudo ainda eram perceptiveis células ameboides (Figura 24 D, F e
H).
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Figura 24: Avaliagdo da morfologia celular dos grupos com diferentes tratamentos por
microscopia de contraste de fase. Cabeca de seta pretas indicam prolongamentos celulares. As
cabecas de seta brancas indicam células ameboides e as setas brancas indicam células arredondadas.
A: controle sem tratamento mostrando células com grandes extensdes, morfologia caracteristica de
microgliécito ndo ativado. B: células tratadas com PQ (25 uM) com aparéncia ameboide com muitas
pequenas extensdes, caracteristica do microgliocito ativado. C: células tratadas com dexametasona,
D: com heparina de mamifero e E: com dermatam sulfato de Phallusia nigra, todas apresentando
células com extensdes grandes e ramificadas. F: paraquat mais dexametasona, G: PQ mais heparina
de mamifero e H: PQ mais PnDS. Concentracdo de 5 x 10* células/poco. Barra de escala: 100 um.
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Para confirmar os dados qualitativos observados nas fotos da microscopia de
contraste de fase foi realizada a quantificacdo de células para cada morfotipo
microglial em cada tratamento (Figura 25).

Como dito anteriormente, as células arredondadas eram mais numerosas e
corresponderam a aproximadamente 94% dos morfotipos celulares em todos os
grupos. Com relagédo os outros tipos celulares, o grupo PQ 25 uM foi o que teve a
maior quantidade de células ameboides (5,6% + 1,6%) quando comparadas as
ramificadas (1,3% + 0,5%). Todos 0s outros grupos tiveram uma maior proporcéo de
células ramificadas versus ameboides. Especialmente no controle, ramificada (6,2%
+ 0,5%) e ameboide (1,5% * 0,3%), e no grupo PnDS+PQ, ramificada (5,2% * 0,2%)
e ameboide (1,2% + 0,7%), que tiveram diferenca significativa entre esses morfotipos.

Comparando os morfotipos entre os diferentes tratamentos, obteve-se um
namero menor de células ramificadas no PQ e PQ+DEX em relagcédo ao controle. Em
relacdo as células ameboides houve um aumento no grupo PQ em relac&o ao controle,
DEX, PnDS e PQ +PnDS. = Ramificada

Hl Ameboide
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Figura 25: Quantificacd@o dos trés tipos morfolégicos microgliais nos diferentes tratamentos em
BV-2. A morfologia celular (ramificada, ameboide e arredondada) foi quantificada por microscopia de
contraste de fase. O resultado foi obtido no tempo de 12 horas apés o tratamento (n = 4 experimentos
independentes em triplicata) utilizando o programa NIH ImageJ, versao 1.53e. As barras representam
as médias das triplicatas das analises, com seus respectivos desvios padrdes. A distribuicdo normal foi
verificada pelo teste de Kolmogorov—Smirnov. Em seguida, utilizou-se o teste de One-way ANOVA
comparacéo de mais de dois grupos, seguido do teste post hoc de Tukey. Diferenca estatisticamente
significativa entre células ramificadas e ameboides dentro do grupo controle (*), Paraquat (¢) e PnDS
(#). Diferenca estatisticamente significativa de células ramificadas em relagao ao controle (m), de células
ameboides em relagdo ao Paraquat (o). Todas as diferencgas estatisticas sao de p < 0,05.
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Por fim, foram avaliadas as células ativadas. De acordo com Dang e
colaboradores (2014), uma vez ativadas os microgliécitos rapidamente mudam a sua
conformacao para formas arredondas ou ameboides. Portando, foi feita a soma do
namero de células ameboides mais arredondadas por grupo (Figura 26).

Apesar de resultados semelhantes por conta da grande quantidade de células
arredondadas em todo os grupos, verificou-se algumas diferencas estatisticas. O
grupo PQ (98,9% + 0,24%) e o tratamento com DEX (96,6% * 0,64%) causaram um
aumento no numero de células ativadas em relagcdo ao controle (94,3% * 1%).
Contudo, mesmo co-incubado com o PQ, o grupo PnDS + PQ teve uma reducéo
significativa comparada ao PQ na porcentagem de células ativadas de (95,5% =*
1,04%). Tais resultados apontam o potencial do PnDS na manutengédo da homeostase

morfologica microglial frente a um agente estressor.
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Figura 26: Quantificacdo do fenotipo morfolégico ativado nos diferentes tratamentos em BV-2.
As células ativadas (ameboide + arredondadas) foram quantificadas por microscopia de contraste de
fase. O resultado foi obtido no tempo de 12 horas apés o tratamento (n = 4 experimentos Independentes
em ftriplicata) utilizando o programa NIH ImageJ, versao 1.53e. As barras representam as médias das
triplicatas das analises, com seus respectivos desvios padrdes. A distribuicdo normal foi verificada pelo
teste de Kolmogorov—Smirnov. Em seguida, utilizou-se o teste de One-way ANOVA, seguido do teste
post hoc de Tukey. Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle (*), ao grupo PQ ()
e aPnDS (*) (p =0,05).
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6. DISCUSSAQO

Os processos celulares envolvidos na neurodegeneracao e neuroprotecao sao
um importante campo de estudo nas neurociéncias e o entendimento de seus
mecanismos pode propiciar o desenvolvimento de terapias para o tratamento de DNs.

As DNs séo, geralmente, caracterizadas pela morte neuronal causada por uma
inflamacé&o com origem multifatorial. A disfuncdo mitocondrial, o estresse oxidativo, as
mudancas morfolégicas celulares e a ativagcdo cronica de células microgliais séo tidos
como personagens centrais no desbalango da homeostase do sistema nervoso
(SANDERS e GREENAMYRE, 2013). Estudos sugerem que a exposi¢cao a toxinas
ambientais, tais como pesticidas, podem ser fatores de risco subjacentes ao
desenvolvimento de muitas DNs (ASCHERIO et al., 2006; TANNER et al., 2011).

O PQ é um importante membro da familia dos bipiridilios de amplo espectro,
um herbicida ndo seletivo de acao rapida que interrompe o sistema intracelular de
transferéncia de elétrons nas plantas, resultando na ruptura das organelas vegetais e,
finalmente, levando & morte celular (TSAI, 2013). E amplamente utilizado em todo o
mundo em muitos ambientes agricolas e ndo agricolas para controlar ervas daninhas
e gramineas. Relatou-se que o PQ causa envenenamento agudo e morte devido a
sua toxicidade. As vias comuns de exposicado ao PQ que levariam ao envenenamento,
acidental ou intencionalmente, sédo ingestdo, exposicado cutanea e inalacédo (DINIS-
OLIVEIA et al., 2008).

No sistema nervoso, o PQ induz alteracbes tanto a nivel celular quanto
molecular. See e colaboradores (2022), em sua revisao, apresentaram que o PQ é um
forte indutor de estresse oxidativo, 0 que contribui para a formacédo de ROS, gera
disfuncéo mitocondrial, peroxidacao lipidica, alteracdo no metabolismo de dopamina,
diminuicdo de fator neurotrofico, resultando em apoptose dos neurbnios
dopaminérgicos. Além disso, induz a agregagdo da a-sinucleina, caracteristica
associada a patologia da DP. A producédo de ROS e RNS, como O2 «— e ONOO- por
meio da ciclagem redox do PQ, é amplamente proposta como o principal mecanismo
do estresse oxidativo, resultando na apoptose de neurdnios dopaminérgicos. Assim,
a utilizacdo de modelos in vitro e in vivo utilizando PQ, exacerbando o estresse
oxidativo, pode fornecer um quadro mais amplo para o desenvolvimento de novos
alvos terapéuticos em um futuro proximo (SEE, NAIDU e TANG, 2022).

Estudos recentes tém elucidado as propriedades dos GAGs no sistema

nervoso, como por exemplo sua acéo anticoagulante e anti-inflamatéria em diferentes
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modelos de estudo. A grande heterogeneidade estrutural dos GAGs pode afetar suas
afinidades de se ligarem a proteinas, fazendo assim, com que estas moléculas
possam promover efeitos bioldgicos e por sua vez, exibir potenciais biotecnolédgicos
(SUGAHARA et al., 2003; PAVAO et al., 2013).

No estudo conduzido por Sousa e colaboradores (2020) utilizou-se o PnDS em
linhagem celular de neurbnio, e foram demonstradas as propriedades biolégicas
neuroproteroras que favorecem seu uso como potentes candidatos no tratamento das
DNs. Portanto, a composigao estrutural peculiar do PnDS, aponta esta molécula como
um notavel alvo biotecnoldgico com perspectivas de aplicacfes a serem exploradas
(SOUSA et al., 2020).

No presente estudo foram investigados os efeitos neuroprotetores e
antioxidantes do PnDS, comparado com dois outros farmacos com acgdo anti-
inflamatoria descrita, o corticosteroide DEX e o0 GAG HM, usando uma linhagem de
células de microgliécitos BV-2 co-incubados com o pesticida PQ.

A avaliacdo da atividade mitocondrial pelo teste do MTT nas células BV-2
expostas a diferentes concentragfes de PQ demonstrou um efeito citotoxico dose
dependente deste, sendo a concentragao de 25 yM correspondente a dose de EC25
(Figura 16). A toxicidade deste agente também ocasionou alteracdes morfoldgicas
celulares (Figura 17). As células tratadas com PQ nas maiores concentragoes (50 uM,
100 uM e 200 uM) apresentaram formagéao de corpos apoptoticos, nas concentragdes
medianas de PQ (12,5 pM e 25 pM) observou-se o aparecimento de células
ameboides, caracterizadas pelo corpo celular arredondado e com pequenas e
numerosas projecdes citoplasmaticas, indicando microgliocitos ativados. Ja nas
menores concentragdes de PQ (3,125 uM e 6,25 uM) a proporgao de células com o
padrao fenotipico ramificadas foi parecido com o grupo controle, ndo tratado com este
pesticida. A morfologia ramificada indica células em homeostase basal (Figural6).

No teste de MTT com os diferentes tratamentos, ndao houve diminui¢cao
estatisticamente significativa da viabilidade celular. Contudo, nos tratamentos de DEX
0,2 ug/ml e HM 0,025 ug/ml co-incubados com PQ 25 uM foi observada uma reducéo
significativa na atividade mitocondrial. Por ouro lado, PnDS + PQ, que néo teve
reducdo significativa da atividade mitocondrial e sim um aumento significativo
comparado ao grupo PQ. Indicando que o PnDS restaurou a atividade mitocondrial

nas ceélulas co-incubadas com PQ enquanto a DEX e a HM n&o obtiveram a mesma
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eficacia (Figura 21). Ou seja, o0 PnDs protege ou restaura as células do dano de PQ e
tem efeito superior aos tratamentos controles (DEX e HM).

Uma das principais conclusdes feitas pelo estudo de Maher (2021) é que a
atividade mitocondrial é necessaria para uma resposta imune completa nas células
microgliais. Varios estudos mostraram que a inducédo de inflamacédo nas células do
microgliécito por LPS ou moléculas relacionadas afeta o metabolismo mitocondrial dos
microgliécitos. No estudo conduzido por Maher, foi sugerido que o efeito pro-
inflamatorio da disfuncdo mitocondrial também pode contribuir para a exacerbacédo da
neuroinflamacdo no contexto da DP, uma vez que tanto a rotenona quanto o PQ
aumentaram significativamente os marcadores de neuroinflamacdo em baixas
concentracbes nanomolares, também utilizando a concentracdo de PQ 25 uM, e
ambas as toxinas estdo associadas a DP. Portanto, € proposto que alteracbes na
funcdo mitocondrial sinergizam com estimulos inflamatérios para produzir uma
resposta pro-inflamatoria mais robusta.

Relacionando a DEX ao sistema nervoso, os glicocorticoides induzem
morfologia mitocondrial anormal e desregulam a fusédo e fissdo. Além disso, o trafego
mitocondrial é interrompido por glicocorticoides e as mitocéndrias disfuncionais sao
subsequentemente acumuladas. Segundo Choi e Han (2021), essas alteracdes levam
a deficiéncia de energia, principalmente para a transmissdo sinaptica que requer
grandes quantidades de energia. Os glicocorticoides também prejudicam a depuracao
mitocondrial, impedindo a mitofagia de organelas danificadas e suprimindo a
biogénese mitocondrial, resultando na reducdo do niumero de mitocéndrias saudaveis.
A falha em manter o controle de qualidade mitocondrial degrada a funcao cerebral e
contribui para DNs, incluindo DA, DP e doencga de Huntington (CHOI e HAN, 2021).

Foi relatado que o peptideo amiloide da DA eleva os niveis de PGHS, outro
GAG cuja composi¢ado quimica é muito similar com a molécula de heparina (LINDAHL,
1977), porém com menor grau de sulfatacdo e maior quantidade de acido D-
glucurénico especificos da superficie celular do microgliocito (O’'CALLAGHAN et al.,
2008).

De acordo com o estudo de O’Callaghan e colaboradores (2014), é concebivel
que a inducdo amiloide dos PGHS no microgliocito aumentaria um fendtipo pro-
inflamatorio e sustentaria um estado inflamatério no cérebro doente. Em seu trabalho

destacou-se a capacidade da heparanase em atenuar estados inflamatorios
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relevantes para o SNC por meio de sua capacidade de fragmentar os PGHS
microgliais.

Os resultados do ensaio de MTT, que mede a atividade mitocondrial
relacionando-a com a viabilidade celular, complementam os resultados observados
pelo ensaio de H2DCFDA que mede a producédo de ROS intracelular. Assim, como
nos resultados do MTT de todos os tratamentos, no H2DCFDA foi observada um alta
producéo de ROS intracelular no grupo incubado apenas com PQ apos doze horas. E
todas as co-incubacfes tiveram grande diferenca estatistica para menos comparada
ao PQ 25 uM. Indicando que os tratamentos mesmo com a co-incubagdo com PQ
reduziram a producéo de ROS intracelular (Figura 20).

No grupo controle foi observada uma producdo basal de ROS, ja que a
fosforilagédo oxidativa que ocorre nas mitocondrias é a principal fonte de ATP celular.
Como subproduto, esse processo produz radicais livres ou ROS, espécies reativas de
nitrogénio (RNS) e radicais centrados em carbono e enxofre (PERO et al., 1990). Em
concentracoes fisioldgicas, as ROS sdo mensageiros secundarios vitais em multiplos
processos celulares, incluindo inflamacéo, crescimento celular e diferenciagcéao
(ZHANG et al., 2020). O ROS contribui para a ativacdo imune no cérebro como
mensageiros secundarios. Mdltiplas vias de sinalizacdo importantes contribuem para
a ativagdo imune do microgliécito, incluindo NFkB e ha evidéncias de que o ROS é
um importante modulador da resposta imune ao influenciar essas vias de sinalizagao
celular no microgliocito (SIMPSON e OLIVER, 2020).

O estresse oxidativo pode ser concebido como um desequilibrio entre proé-
oxidantes e antioxidantes, como SOD e catalase, que sdo catalisadores ativos de
radicais livres, como superoxido e peréxido de hidrogénio. No entanto, 0 aumento da
producdo de ROS juntamente com um mecanismo de defesa antioxidante deficiente
leva a dano celular progressivo e disfuncéo fisioldgica (GILGUN-SHERKI et al., 2001).

Muitas proteinas antioxidantes funcionam no SNC, incluindo antioxidantes
classicos (superoxido dismutase, glutationa redutase, catalase) e mais recentemente
proteinas TBC, LysM, dominio catalitico (TLDc). De acordo com Simpson e Oliver
(2020), a funcao desses reguladores redox nos microgliocitos ainda néo esta clara, no
entanto, muitas dessas proteinas estdo ligadas a inflamag¢do, sugerindo
funcionalidade no microgliécito.

Podemos relacionar os resultados obtidos pelo ensaio de ROS com resultados

dos experimentos das enzimas antioxidantes SOD e CAT 12 horas apds 0s
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tratamentos. Assim como havia uma producao basal de ROS no controle, também ha
uma baixa, porém existente, acdo de SOD e CAT nesse grupo. O PQ sozinho nao
elevou a agédo dessas enzimas, demostrando a ineficiéncia dessa maquinaria em
compensar a producao excessiva de ROS causada pela acao ciclica redox do PQ nas
células. Os grupos co-incubados com PQ e DEX ou HM demonstraram uma alta
atividade de SOD. E uma acéo significativamente mais elevada em relacéo ao controle
da CAT. Curiosamente, o grupo PnDS co-incubado com PQ néo se comportou como
0S outros tratamentos, apesar de as células desse grupo também produzirem pouco
ROS intracelular. A acdo da SOD no grupo PnDS co-incubado com PQ € quase
préxima da acéo basal do controle. Porém quando se leva em consideracédo a CAT,
sua acao é altissima (Figura 22).

Uma hipGtese para essa questdo é que poderia ter um aspecto temporal
envolvido, ja& que as células tém uma variedade de mecanismos de defesa para
amenizar os efeitos nocivos das ROS. A SOD catalisa a conversdo de dois anions
superdxidos em uma molécula de perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (Oz). Nos
peroxissomos das células eucariéticas, a enzima catalase converte H202 em agua e
oxigénio, completando assim a desintoxicacdo iniciada pela SOD (MCCORD e
FRIDOVICH,1968). Portanto, o tratamento com PnDS, pode ter acelerado essas
reacOes de metabolizacdo dos anions superdxidos para H202 pela SOD entregando o
perdxido de hidrogénio para a acéo final de detoxificacédo pela CAT.

Por outro lado, existem varios antioxidantes de moléculas pequenas nao
enzimaticos que desempenham um papel na desintoxicacdo. A glutationa pode ser a
defesa intracelular mais importante contra os efeitos deletérios das ROS. Este
tripeptideo (glutamil-cisteinil-glicina) fornece um grupo sulfidrila exposto, que serve
como um alvo abundante para o ataque. As reacdes com moléculas ROS oxidam a
glutationa, mas a forma reduzida é regenerada em um redox por uma redutase
dependente de NADPH. Ela existe em quantidades relativamente grandes e serve
para desintoxicar peroxidos e regenerar varios antioxidantes importantes (TARPLEY,
WINK, e GRISHAM, 2004).

Sendo assim, estudos futuros ainda serdo necessarios para elucidar o
mecanismo antioxidante relacionado com a acao distinta dessa maquinaria na co-
incubacédo de PQ com o PnDS, ja que a glutationa € o mecanismo de defesa oxidante
nao enzimatico mais significativo e este também pode estar envolvido com a baixa

fungéo da SOD as 12 horas.
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Nas DNs, ocorrem alteragces no meio extracelular, variando o contetdo de
GAG e consequentemente aumentando o estresse oxidativo. Diferentes mecanismos
foram atribuidos ao papel antioxidante dos GAGs. De fato, poucas informacdes podem
ser encontradas na literatura sobre isso. Os diferentes mecanismos podem ser:
propriedades idnicas quelantes dos GAGs; interacdo direta com ROS, incluindo
anions superoxido através de GAGs ligados a SOD extracelular; a rede pericelular,
especialmente no SNC, interferindo na difusdo de moléculas potencialmente nocivas
e mediando vias de transducao de sinal intracelular ligadas a receptores e para
endocitose de GAGs (EMERIT, EDEAS e BRICAIRE, 2004; SOLEMAN et al., 2013).
A SOD extracelular tem um dominio de ligacdo a heparina/heparan sulfato (ADACHI,
T. et al., 1992) e talvez esta afinidade molecular pode ser o mecanismo que pode ter
atuado no aumento da acdo da SOD no grupo HM co-incubado com PQ em 12 horas
(Figura 22 A).

Em um trabalho publicado pelo nosso grupo, Sousa e colaboradores (2020),
observaram uma melhor na atividade da CAT em neurdnios Neuro-2A tratadas com
PnDS co-incubadas com o pesticida rotenona em 72 horas. Isso pode levar a
transducédo de sinais e ativacdo da sinalizacdo celular intracelular. O GAG CS [IdoA-
GalNAc(4S,6S)] foi descrito como proteina quinase C ativadora, que fosforila Akt, que
por sua vez foi descrito como um forte ligante e ativador da via de sinalizacdo Wnt/(3-
catenina. A sinalizagdo Wnt controla varios eventos biolégicos, incluindo processos de
desenvolvimento, renovacéao de tecidos e regeneracao. Apesar do trabalho de Sousa
e colaboradores (2020) néo ter investigado essa via, como CS e DS sdo anélogos, é
possivel que DS aja por meio da via Akt para desempenhar um papel antioxidante,
aumentando a atividade de CAT.

A peroxidagdo lipidica também estd ligada ao estresse oxidativo, sendo
relatado o aumento de varios marcadores da peroxidacdo lipidica no cérebro de
pacientes com DP (DEXTER et al., 1989). ROS/RNS resultam em morte celular via
peroxidacao lipidica (LPO) e oxidacdo de acidos nucléicos e proteinas. O estresse
oxidativo leve causa apoptose ativando fatores de transcricdo nuclear como o NF-kB
e, consequentemente, fatores incluindo antioxidantes que inibem o NF-kB também
suprimem a apoptose subsequente. O GAG acido hialurdnico é relatado por bloquear
LPO e suprimir a atividade de NF-kB e caspases, e assim atenuar a apoptose
(CAMPO et al. 2008). Analogos de heparina também foram relatados por suprimir NF-
kB (BELMIRO et al. 2009). GAGs incluindo HS e CS reduzem os niveis de LPO e ROS
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intracelulares, inibem a liberagdo de citocromo-c e a ativagao de caspases-9 e -3 e
bloqueiam a ativacdo de NF-kB (CAMPO et al. 2008 e YUE et al. 2009).

Dos resultados encontrados sobre a peroxidacao lipidica, primeiramente houve
um aumento significativo de LPO no grupo PQ sozinho, como era esperado, ja que
este aumenta o estresse oxidativo e inibe a acdo correta da maquinaria antioxidante
celular. Outro destaque nesse resultado € que houve uma reducao significativa da
peroxidacado de lipidios no grupo PQ + PnDS comparativamente ao grupo PQ isolado
apos 12 horas de tratamento, ou seja, mais uma vez houve efeito oposto entre ambos,
um efeito neuroprotetor. Pode-se explicar essa diminuicdo de LPO por conta do
aumento da acao antioxidante, especialmente da CAT, o que leva a reducdo de ROS
intracelular em 12 horas, promovida pelo tratamento com PnDS (Figura 22).

Apébs os parametros bioquimicos ligados a acéo antioxidante do PnDS serem
estudados, faz-se necessario investigar a morfologia dos microgliocitos, visto que
distarbios na morfologia basal dessas células leva ao seu mal funcionamento,
problemas na fagocitose e inflamacéao.

Em um cérebro saudavel, o microgliécito quiescente em repouso exibe uma
morfologia ramificada, com prolongamentos citoplasmaticos relativamente longos, um
corpo celular estavel e pouco ou nenhum movimento. Essa célula quiescente estende
seus processos celulares pelo microambiente circundante (NIMMERJAHN et al.
2005). Esse estagio de repouso € parcialmente mantido por sinais transmitidos por
fatores neuronais e derivados de astrocitos (NEUMANN et al., 2009; RANSOHOFF e
CARDONA, 2010).

Os microgliécitos respondem rapidamente a varios tipos de lesGes do sistema
nervoso alterando sua morfologia, proliferando e regulando positivamente moléculas
de superficie (LAURENZI et al., 2001). Uma vez ativadas, as células se convertem
rapidamente em formas arredondadas ou ameboides (DANG et al., 2014).

No presente estudo foram observadas mudangas morfolégicas nos
microgliécitos BV-2 incubados com os diferentes tratamentos. No grupo controle, além
das arredondadas, havia células ramificadas e pouquissimas ameboides (Figura 24
A). As células arredondadas eram mais numerosas e corresponderam a
aproximadamente 94% dentre os morfotipos celulares em todos os tratamentos e co-
incubagbes. Com relagédo os outros tipos celulares, o grupo PQ 25 uM (Figura 24 B)
foi o que teve a maior quantidade de células ameboides (5%) quando comparadas as

ramificadas (1%). Todos os outros grupos tiveram uma maior proporcdo de células
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ramificadas versus ameboides. Especialmente no controle e no grupo PnDS +PQ que
tiveram diferenca significativa entre esses morfotipos. Vale apontar que as células
ramificadas do grupo DEX 0,2 ug/ml apresentava grandes prolongamentos (Figura 24
C) (Figura 25).

E importante chamar a atencéo para os grandes prolongamentos celulares que
as células tratadas com DEX apresentaram. No estudo conduzido por Park e
colaboradores (2019), o tratamento com DEX em microgliécitos primarios de rato,
mudou a morfologia microglial para uma forma bastante ramificada. Houve o aumento
significativo do comprimento do perimetro celular e o nimero de ramos primarios. O
namero de células do microgliocito por area diminuiu. Além de avaliar a morfologia
celular, o trabalho de Park e colaboradores (2019) também avaliou marcadores
celulares ligados a inflamacédo e chegaram a conclusdo de que a exposicdo a DEX
induziu alteracdes morfoldgicas e disfuncdo nos microgliécitos primarios em cultura.
Além disso, 0 microgliocito tratado com DEX mostrou uma reducédo da funcédo de
fagocitose, producdo de citocinas pro e anti-inflamatérias e proliferagdo celular O
estresse crénico ou o tratamento com DEX como agente anti-inflamatério induziu a
disfuncédo do microgliocito; semelhante fenétipo de senescéncia e que desempenha
um fator agravante na depresséo ou outras desordens neurolégicas (PARK, 2019). A
DEX também promoveu a apoptose de células tronco através da disrupcéo
mitocondrial (MA, et al., 2020).

Comparando os morfotipos entre os diferentes tratamentos, obteve-se
diferencas significativas do tipo ramificada e ameboide entre os grupos (Figura 25).
Houve o decréscimo significativo com relacdo ao controle de células ramificadas em
PQ e em PQ+DEX. Também aconteceu o decréscimo significativo do tipo celular
ameboide com relagcédo ao PQ, em DEX, PnDS e, até mesmo em PQ co-incubado com
PnDS. A capacidade que o PnDS, mesmo co-incubado com PQ, teve de manter o
namero de células ramificadas parecido com o controle e de diminuir o tipo celular
ameboide com relacdo ao PQ, demonstra a sua potencial acdo em evitar a ativacao
microglial. Esse resultado foi corroborado com a avaliacdo de células ativadas, que
consiste na soma das células ameboides e arredondadas (Figura 26). O PnDS co-
incubado com o PQ, diminuiu significativamente o niamero de células ativas em
comparacao com o PQ.

Com relacédo as células BV-2 ativadas pelos diferentes tratamentos, verificou-

se diferencas estatisticas quando somadas os morfotipos de células ameboides e
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arredondadas. O grupo PQ (98 %) e o tratamento com DEX sozinha (96%) causaram
um aumento no numero de células ativadas com relacéo ao controle (93%). Contudo,
mesmo co-incubado com o PQ, o grupo PnDS + PQ teve uma reducao significativa
comparada ao PQ puro na porcentagem de células ativadas, aproximadamente de
95%. Tais resultados apontam o potencial do PnDS na manuten¢édo da homeostase
morfolégica microglial frente a um agente estressor.

Embora a mudanga morfolégica tenha baixa sensibilidade e especificidade na
avaliacdo das diferentes funcdes do microgliécito ativada in vitro, Chor e
colaboradores (2013) sugeriram que o microgliocito exibia quatro fenotipos ativados:
M1 classicamente ativado com propriedades citotdéxicas; M2a com ativacdo alternativa
e envolvimento no reparo e regeneracdo; M2b com fenétipo imunorregulador e M2c
com fendtipo inativado adquirido. E que a avaliagcdo da morfologia e da ultruaestrutura
celular, juntamente com marcadores inflamatorios, poderiam propor novas estratégias
terapéuticas para desordens neurolégicas nao apenas suprimindo a ativacéo
microglial.

Vale apontar a diferenca das concentracdes utilizadas entre os tratamentos
com a DEX e os GAGs, heparina e PnDS. A menor concentragao utilizada de DEX,
embasado em outros trabalhos, foi de 0,2 uyg/ml, enquanto a menor concentragao de
ambos os GAGs foi de 0,025 pg/ml. Foi escolhida a mesma concentragdo de HM e de
PnDS para comparar suas fungfes. Mesmo com a concentracdo 10X menor que a
DEX, os GAGs, especialmente o PnDS, obtiveram resultados neuroprotetores e
antioxidantes. Isso pode ser atribuido a uma estrutura diferente encontrada no PnDS.

Para comparar as acdes desses dois GAGs, HM e PnDS, € importante entender
suas estruturas quimicas e seus mecanismos celulares de acdo. A heparina de
mamifero € um GAG altamente sulfatado composto por unidades dissacaridicas
contendo um acido hexurénico (acido a-L-idurénico ou acido B-D-glucurdnico) ligado
1,4 a a-D-glucosamina. As moléculas de heparina consistem em uma mistura
heterogénea de polimeros com suporte principal semelhante, que resulta de variacdes
de sulfatacdo na D-glucosamina (N-acetilada, N-sulfatada, O-sulfatada em C6 e/ou
C3) e no residuo de acido urbnico (O-sulfatada em C2) (LINDAHL et al., 1989).

A HM suina consiste principalmente no dissacarideo trissulfatado repetitivo 4-
a-1d02S-1—4-a-GIcNS6S-1. A HM de pulmédo bovino tem uma composicéo
dissacaridica quase semelhante. Em contraste, as preparacées de HM de intestino

bovino sdo mais heterogéneas e contém a-glucosamina com variagoes significativas
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de substituicdo: ~60% s&o N,6-dissulfatadas, como na HM suina, enquanto ~40% sao
6-sulfatadas (AQUINO, et al., 2010). A HM suina, utilizada nesse estudo, apesar de
ndo ter sua estrutura quimica definida, de acordo com a bibliografia, parece ser
trissulfatada, com as sulfata¢cdes no acido idurdnico (2S) e duas na glucosamina (NS
e 6S). Essa estrutura quimica se assemelha ao PnDS, que também possui um acido
idurdnico (2S), porém possui uma galactosamina (6S).

Portanto, por conta da similaridade estrutural, é vidvel a comparacdo das
fungbes antioxidantes e neuroprotetoras desses dois GAGs. O PnDS demonstrou
melhores resultados antioxidantes e neuroprotetores, logo parece que a sua
composicao quimica, com a sulfatagéo no carbono 2 do acido idurénico e no carbono
6 da galactosamina tem papeis relevantes nesses processos. Apesar do PnDS e da
HM terem o mesmo padrdo de 2 sulfatado no &cido idurénico, o PnDS possui uma
galactosamina (6S) e a HM, uma glucosamina (NS e 6S). Essas diferencas estruturais
na segunda porcdo desses dois GAGs pode ser a chave para explicar a melhor acao
antioxidante e neuroprotetora do PnDS.

A HM é dotada de uma potente atividade anticoagulante (THUNBERG et al.,
1980). Com base na sua capacidade anticoagulante, a heparina néo fracionada
isolada de mucosa intestinal suina e bovina tem sido usado clinicamente por décadas.
No entanto, 0 seu uso terapéutico é limitado principalmente por seu poder de efeito
hemorragico, o que implica a necessidade de um monitoramento de perto de pacientes
que fazem uso dessa heparina (HIRSH, 1984). A HM também tem baixa
biodisponibilidade, requer doses diarias multiplas e tem efeitos colaterais como
trombocitopenia induzida por heparina (HIRSH e RASCHKE, 2004; HIRSH et al.,
2004). Para contornar esses problemas, diferentes heparinas de baixo peso molecular
sdo produzidas, usando uma variedade de métodos de degradacédo, incluindo a
despolimerizagdo quimica e a digestdo enzimética (HIRSH e RASCHKE, 2004).

Além de seu efeito anticoagulante, a HM também apresenta efeito anti-
inflamatorio em varios modelos animais de inflamacéao. Esse efeito € possivelmente
mediado por selectinas de leucocitos. Foi relatado por Stevenson e colaboradores
(2005), que a dose de HM necessaria para o efeito inibitério nas selectinas € maior do
que 0 necessario para a acao anticoagulante, o que aumenta o risco hemorragico e
torna o uso clinico da HM impraticavel para tratar a inflamacéao.

O risco de contaminacdo por patdogenos € um importante aspecto a ser

considerado no uso terapéutico de produtos que se originam de mamiferos. Por
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exemplo, a associacdo de proteinas pribnicas de mamiferos com a doenca
encefalopatia espongiforme transmissivel (mal da vaca louca) que restringiu o uso da
heparina bovina na Europa, EUA e no Japdo. Nesses paises, a heparina comercial é
obtida exclusivamente de tecidos suinos e o risco de contaminagdo com uma proteina
pribnica ou mesmo um virus ainda € presente (PAVAO, 2014).

Portanto, de acordo com Pavéo e colaboradores (2014), ao considerarmos o
mecanismo molecular do efeito anti-inflamatério da HM, seus efeitos colaterais e a
possibilidade da contaminag¢do com patdgeno, torna relevante a busca por compostos
alternativos semelhantes a heparina, obtidos de fontes ndo mamiferas, possuindo
atividades biologicas semelhantes, mas isento de efeitos colaterais indesejados.

A ocorréncia de uma relacdo bem definida entre a posicao da sulfatacdo nos
dissacarideos e a atividade biolégica podem ser observados estudando espécies de
dermatans sulfatos de ascidias. O PnDS ¢é supersulfatado e é composto
principalmente por unidade dissacaridicas [a-L-Id0A(2 SO4) -1—3B-DGalNAc(6 SO4)]
(PAVAO et al., 1995). Como um resultado da sulfatacdo diferente na N-
acetilgalactosamina (6- sulfatado em vez de 4-sulfatado), o PnDS tem baixa atividade
anticoagulante mediada pelo cofator- Il de heparina. No geral, esses resultados
sugerem fortemente que a ligacdo dos polimeros de dermatam altamente sulfatados
ao cofator Il de heparina necessite de um padréao de sulfatacdo no glicano composta
por sequencias enriquecidas de [a-L-IdoA(2 SOa4) - 1—-3B-D-GalNAc(4S0a4).

Portando o PnDs, por conta do seu padrao de sulfatacdo 2,6 sulfatado ndo tem
atividade antitrombatica, jA que essa necessita da ativacdo do co-fator de heparina
(2,4 sulfatado), contudo tem uma agéo interessante no sistema nervoso. No estudo
realizado por Hikino e colaboradores (2003), o PnDS (2-6 sulfatado) induziu mudancas
morfologicas em células neurais significativas promovendo o crescimento de neuritos.
Enquanto o DS de outra espécie de ascidia, a Styela plicata, com a mesma
composicdo quimica, porém com o padrédo de sulfatacdo (2-4 sulfatado), apresentou
uma fraca atividade de promocao de crescimentos de neuritos. Ambos os dermatans
atenuaram drasticamente metastase e infiltracdo inflamatéria em modelo animal
(Kozlowski et al.,2011) e eles também possuem um efeito antitrombaotico dependente
de P-selectina. Por tanto, os estudos mencionados evidenciam o potencial terapéutico
do PnDS para trombose, inflamacgéo, metastase e até para neuroregeneracao.

Em geral, os glicanos em invertebrados marinhos ocorrem em altas

concentragcdes nos tecidos, com um alto rendimento de extragao (por volta de 0,5%
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do peso seco comparada a mucosa intestinal de porco que € de 0,022%) e podem
facilmente serem isolados por procedimentos simples similares a aqueles ja
empregados na preparacdo da heparina comercial. Além disso, esses organismos
marinhos também sao fontes de moléculas analogas a heparina, porém com efeitos
adversos diminuidos e com acao anti-inflamatéria, anti-trombotica, anti-cancerigena e
neuro-regeneradora por vezes superiores a heparina comercial (PAVAO, 2014).
Elucidar os mecanismos neuroprotetores induzidos pelo PnDS, o qual possui a
mesma composi¢cao quimica e 0 mesmo padréo de sulfatagdo do que o DS enddgeno
do sistema nervoso de mamiferos em sitios neurogénicos, € um promissor campo de
pesquisa para a elaboracdo de um agente terapéutico ideal para DNs.

Estudos no campo da glicobiologia trazem novas descobertas sobre os
mecanismos de acao dos GAGs, dependendo da sua composi¢do quimica e padréao
de sulfatacéo, nos sistemas biologicos e essas descobertas terdo impactos diretos na

area da saude e socioecondmicos, visto o impacto econdmica dessas doencas.
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7. CONCLUSAO

ApoOs a realizacdo dos experimentos aqui expostos e da analise dos dados com

estes adquiridos, podemos realizar algumas inferéncias sobre a acado do PnDS sobre

o efeito neuroprotetor e antioxidante contra a citotoxicidade causada pelo PQ na

linhagem celular estudada BV-2 apés 12 horas de incubacéo:

A dose estressora de PQ (EC2s) foi de 25 pM, resultando em uma reducéo
significativa para 75% da atividade mitocondrial em comparagdo ao grupo
controle;

O PnDS na concentracdo de 0,025 pg/ml co-incubado com PQ restaurou a
atividade mitocondrial celular e/ou protegeu as células dos danos mitocondriais;
A incubagao com PQ 25 yM gerou uma marcagao de 80% para ROS intracelular,
indicando o estresse oxidativo causado por este nas células. Em contrapartida,
todas as concentracfes de DEX, HM e PnDS co-incubados com PQ diminuiram
estatisticamente e/ou evitaram o aumento da marcacgéo para ROS;

A acéo das enzimas antioxidantes foi modulada pelo PnDS, que na concentragéo
de 0,025 pg/ml co-incubado com PQ apresentou um aumento da agéo da enzima
CAT, porém ndo da SOD, comparado com o controle e com o PQ sozinho,
levantando hipoteses que devem ser exploradas em trabalhos futuros;

O PQ sozinho aumentou a peroxidacdo lipidica, comparado ao controle,
representando seu efeito citotoxico. Enquanto, o PnDS na concentragéo de 0,025
pg/ml co-incubado com PQ reduziu significativamente e/ou protegeu as células da
peroxidacao lipidica, demonstrando seu efeito neuroprotetor;

O PnDS na concentragdo de 0,025 pg/ml co-incubado com PQ apresentou a
mesma proporgédo de células ramificada, ameboides e arredondadas, comparado
ao controle e ainda reduziu o numero de células ativadas em comparagdo com o
PQ, demonstrando que ele tem capacidade de manter a morfologia homeostatica
microglial,

O PnDS com padréo 2,6 sulfatado apresentou um melhor potencial neuroprotetor
e antioxidante em comparacao com a DEX e a HM, mesmo apoés lesdo quimica
induzida por PQ. Indicando que a composi¢ao quimica e a sulfatacado no carbono
2 do acido idurénico e no carbono 6 da galactosamina tem papeis relevantes

NEesSeS pProcessos.
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