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RESUMO 

A doença de Parkinson é uma condição incurável, de tratamento complexo, 

algumas com diagnóstico difícil, especialmente quando raras. Estudos in vitro e in 

vivo, utilizando vários modelos animais, vêm demonstrando que a exposição à 

rotenona reproduz a neuroquímica e a neuropatologia da doença, mimetizando os 

achados da patologia em humanos. Diversas moléculas têm participação na 

regeneração do Sistema Nervoso Central (SNC) de mamíferos, e, entre elas, estão 

carboidratos complexos como os glicosaminoglicanos (GAGs) presentes em 

abundância nas ascídias. Diferentemente dos vertebrados, as ascídias apresentam 

alta capacidade regenerativa do SNC em adultos, e já foram isolados diferentes GAGs 

a partir desses animais, especialmente o dermatam sulfato (DS), os quais têm sido 

propostos como tendo um papel importante na regeneração neural.  O presente 

estudo teve como objetivo investigar o papel do dermatam sulfato isolado da ascídia 

Phallusia nigra sobre a resposta neuroprotetora em cultura de células de 

neuroblastoma de camundongo NEURO-2A após lesão química causada pelo 

pesticida rotenona. A viabilidade neuronal foi analisada com ensaios colorimétricos e 

morfológicos. Foi observado um aumento notável na atividade mitocondrial das 

células Neuro-2A, indicando um efeito neuroprotetor de 1,5 nM de dermatam sulfato 

de Phallusia nigra com 1,0 µM de rotenona após 72 h. O comprimento dos neuritos 

aumentou de 16,25 para 39,23 µm após o uso do dermatam sulfato de Phallusia nigra. 

O dermatam sulfato de Phallusia nigra reduziu consideravelmente a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e aumentou a atividade das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Além disso, as células 

incubadas com dermatam sulfato de Phallusia nigra apresentaram níveis aumentados 

da capacidade antioxidantes total contra os radicais peroxil (ACAP) e foram capazes 

de proteger as células dos danos, conforme observado pelos níveis reduzidos na 

peroxidação lipídica (LPO). Esses dados indicam atividade antioxidante e 

neuroprotetora do DS de Phallusia nigra sob condições neurodegenerativas causadas 

pela rotenona. 

Palavras - chave: Dermatam sulfato, ascídias, NEURO-2A, neurorregeneração. 
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ABSTRACT  

Parkinson's disease is an incurable condition with complex treatment, some 

with difficult diagnosis, especially when rare. In vitro and in vivo studies using various 

animal models have shown that exposure to rotenone reproduces the neurochemistry 

and neuropathology of the disease, mimicking the findings of pathology in humans. 

Several molecules play a role in the regeneration of the central nervous system (CNS) 

of mammals, and among them are complex carbohydrates such as 

glycosaminoglycans (GAGs) present in abundance in ascidians. Unlike vertebrates, 

ascidians have high CNS regenerative capacity in adults, and different GAGs have 

been isolated from these animals, especially dermatan sulfate (DS), which have been 

proposed to play an important role in neural regeneration. The present study aimed to 

investigate the role of dermatan sulfate isolated from the Phallusia nigra ascidia on the 

neuroprotective response in NEURO-2A mouse neuroblastoma cell culture after 

chemical damage caused by rotenone pesticide. Neuronal viability was analyzed with 

colorimetric and morphological assays. It was observed a notable increase in 

mitochondrial activity of Neuro-2A cells was observed, indicating a 1.5 nM 

neuroprotective effect of Phallusia nigra dermatam sulfate with 1.0 µM rotenone after 

72 h. The length of neurites was increased from 16.25 to 39.23 µm after the use of 

Phallusia nigra dermatam sulfate. Phallusia nigra dermatam sulfate play a role 

reducing considerable the production of reactive oxygen species (ROS) and increased 

the activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase 

(CAT). In addition, cells incubated with Phallusia nigra dermatam sulfate showed 

increased levels of total antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP) levels 

and protect the cells from damage, as observed by reduced levels of lipid peroxidation 

(LPO). These data indicate Phallusia nigra DS antioxidant and neuroprotective activity 

under neurodegenerative conditions caused by rotenone. 

Keywords: Dermatan sulfate, ascidians, NEURO-2A, neurorregeneration. 
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1. INTRODUÇÃO 

Doenças neurodegenerativas são caracterizadas por morte celular seletiva e 

excessiva em diversas regiões do encéfalo (Thomas e Beal, 2007), tendo a sua 

incidência aumentada proporcionalmente com o avanço da expectativa de vida da 

população mundial (Wallace, 2005). Estas desordens estão aumentando em 

dimensões alarmantes em países industrializados, e, apesar dos avanços científicos, 

os mecanismos moleculares que levam à morte celular ainda não foram totalmente 

elucidados (Schapira e Jenner, 2011).  

Dentre as doenças neurodegenerativas destaca-se a Doença de Parkinson 

(DP), desordem que foi descrita inicialmente em 1817 pelo médico inglês James 

Parkinson, que fez uma descrição tão rica e precisa em detalhes da doença que hoje 

leva o seu nome. A enfermidade é caracterizada pela presença de movimentos 

involuntários tremulantes, com redução da força muscular, tendência para a 

inclinação frontal do tronco e alteração da marcha, mantendo os sentidos e o intelecto 

não afetados inicialmente. A evolução da doença é posteriormente caracterizada pelo 

aumento da intensidade dos tremores e a piora acentuada da marcha (Dauer e 

Przedborski, 2003; Fernandez, 2012; Guerrero et al., 2013).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a DP é definida como uma 

doença neurodegenerativa progressiva, caracterizada pela presença de 

sintomatologia fundamentalmente no nível motor. A doença está também associada 

a uma diversidade de sintomas não motores que, juntamente com os sintomas mais 

tardios da doença (instabilidade postural, quedas, paragens de marcha, dificuldades 

orais e de deglutição), fazem com que o indivíduo tome o primeiro contato com o 

médico (Baker e Gershanik, 2006). 

A DP é a segunda doença neurodegenerativa mais comum após a doença de 

Alzheimer, e a sua prevalência em países industrializados está estimada em 0,3% da 

população geral, afetando mais de um milhão de pessoas nos Estados Unidos (Samii 

et al., 2004; Wallace, 2005). Sua incidência aumenta consideravelmente com a idade, 

de 20/100.000 aos 55 anos até 120/100.000 aos 70 anos de idade (Samii et al., 2004). 

A causa da doença ainda é desconhecida, no entanto, parece que a maioria dos 
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casos de DP apresenta etiologias multifatoriais, com a presença de componentes 

genéticos e ambientais (Sulzer, 2007).  

A DP esporádica ou idiopática refere-se à grande maioria dos casos 

diagnosticados que não possuem causa conhecida, porém, vários fatores de risco já 

foram descritos e uma importante associação é estabelecida entre a exposição 

ocupacional a herbicidas e pesticidas com o desenvolvimento da doença (Ascherio et 

al., 2006; Tanner et al., 2011).  

Apesar das diferentes causas possíveis, a patogênese da desordem parece 

convergir para mecanismos relacionados à disfunção mitocondrial, estresse oxidativo 

e mau enovelamento proteico (Greenamyre e Hastings, 2004). Desta forma, um 

modelo estabelecido na literatura para estudo da doença, tanto in vitro quanto in vivo  

é a utilização de rotenona, um pesticida derivado de plantas subtropicais pertencentes 

ao gênero Lonchocarpus ou Derris elliptica que tem como mecanismo de ação a 

morte celular por meio da inibição do complexo I mitocondrial que leva à geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (Moore et al., 2005; Radad et al., 2006; Tanner 

et al., 2011). Processos oxidativos são fatores relevantes na DP, por isso diversas 

neurotoxinas como os pesticidas têm sido utilizados para elucidar os mecanismos de 

ação bem como a busca por novos fármacos que possam ser utilizados como terapia 

(Belarbi et al., 2017).  

Baseado nos dados mostrados anteriormente o glicosaminoglicano (GAG) 

dermatam sulfato (DS) têm se mostrado uma molécula promissora como novo 

fármaco e vem sendo amplamente estudado na neurorregeneração, modulando 

positivamente o crescimento de neuritos na formação da cicatriz glial, que é um dos 

fatores que inibe a regeneração axonal (Pavão et al., 1995; Li et al., 2013; Sugahara 

et al., 2003; Hikino et al., 2003).  

Neste contexto, buscamos investigar o papel neuroprotetor do DS de Phallusia 

nigra, utilizando a linhagem de neuroblastoma de camundongo NEURO-2A após 

lesão química causada pelo herbicida rotenona e avaliar a excitotoxicidade do DS de 

Phallusia nigra frente a diferentes paradigmas de estresse oxidativo. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. DOENÇA DE PARKINSON  

2.1.1. Perspectiva Histórica  

Os primeiros relatos de sintomas que hoje são associados ao parkinsonismo 

datam de 5000 A.C. e são provenientes da Índia. A doença a que os médicos 

Ayurvédicos designavam de Kampavata, era tratada com Mucuna pruriens, uma 

planta da família das fabáceas e de nome comum “feijão aveludado”. Esta planta é a 

única fonte natural conhecida de levodopa (L-DOPA), o precursor direto da dopamina 

(Manyam 1990).  

Ao longo dos séculos foram descritos sintomas que incluem tremores 

involuntários e posturas não convencionais. Desde a antiga Grécia, passando pelo 

Império Romano, pelos escritos bíblicos e pela Ilíada de Homero, até a um passado 

mais recente, personalidades conhecidas de várias áreas de estudo deram o seu 

contributo para o conhecimento do parkinsonismo, incluindo Leonardo da Vinci e 

William Shakespeare. Entre as personalidades mais marcantes da descrição formal 

dos sintomas ligados às desordens do movimento, destacam-se Franciscus de le Böe, 

François de la Croix e Wilhelm von Humboldt. Este último descreve nas suas cartas 

os seus próprios sintomas e condição clínica, uma descrição muito completa do que 

são os sintomas da DP (Goetz 2007).  

Em 1817, James Parkinson descreve com base em seis observações o 

primeiro quadro clínico do que viria a ser a DP: “Movimento trémulo involuntário, com 

força muscular diminuída, mesmo que em repouso ou suportado; com uma propensão 

para dobrar o tronco para frente, passando de uma marcha normal para um passo 

acelerado; sem sentidos e intelecto afectados” (Levy e Joaquim, 2003; Goetz 2009).  

Foi em 1861/62, que Jean-Martin Charcot juntamente com Alfred Vulpian, 

descrevem pela primeira vez, de forma exaustiva, os sintomas do parkinsonismo e 

que a síndrome anteriormente estudada por Parkinson é formalmente reconhecida 

como uma condição patológica, adquirindo o nome de doença de Parkinson (Goetz 

1986).  
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Ao longo do tempo, Charcot discrimina a diferença entre bradicinesia e rigidez 

(sintomas mais frequentemente associados à DP), registra a frequência dos tremores, 

reconhece a micrografia como uma característica comum a todos os doentes, e 

prescreve os primeiros tratamentos (Goetz 2008).  

Só na década de 50 já no século XX são identificadas, por Arvid Carlsson, as 

primeiras alterações bioquímicas no cérebro que conduzem à doença. Carlsson 

demonstrou que a dopamina é um neurotransmissor do sistema nervoso central 

(SNC) e não só um precursor da noradrenalina, como se pensava anteriormente. Ao 

usar o fármaco reserpina (que provoca a depleção das vesículas neuronais das 

catecolaminas) em animais de laboratório, verificou que os níveis de dopamina 

decrescem significativamente, o que provoca sintomas semelhantes aos da DP, e 

admite a possibilidade da administração de L-DOPA aos doentes para o controle dos 

sintomas (Carlsson et al., 1957). Devido ao seu trabalho, Carlsson identificou a 

primeira causa fisiopatológica da DP, e recebe o Prémio Nobel da Medicina e 

Fisiologia em 2000.  

 

2.2. EPIDEMIOLOGIA  

Grandes descobertas mudaram profundamente nossa compreensão da DP e 

suas determinantes (Tysnes e Storstein 2017). Considerando que os estudos 

genéticos revelaram a heterogeneidade da DP e forneceram insights sobre sua 

patogênese e etiologia, investigações epidemiológicas têm proporcionado evidência 

de que fatores comportamentais e ambientais têm um papel fundamental na 

patogênese e progressão da doença (Ascherio e Schwarzschild 2016). 

A DP é a segunda doença neurodegenerativa mais comum depois da Doença 

de Alzheimer, afetando cerca de 1% da população acima de 60 anos (Sprenger e 

Poewe, 2013). Estima-se a prevalência da doença entre 1 e 2% da população mundial 

com mais de 65 anos e 3 a 5% dos indivíduos com mais de 85 anos num total de 4 

milhões de pessoas em todo o mundo (Dorsey et al., 2005; Alves et al., 2008). No 

Brasil, a prevalência é estimada em cerca de 3,3% em pessoas com idade acima de 

65 anos (Barbosa et al., 2006).  
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Em 2006, a OMS estimava a incidência da DP entre 4,5 a 10 novos casos por 

100.000 indivíduos; este valor ajustado para a idade da população em questão varia 

entre os 9,7 e 13,8. Estimava-se a prevalência da doença entre 72 e 258,8 casos por 

100.000 indivíduos (Baker e Gershanik 2006; Mayeux 2003). 

Como a prevalência da doença de Parkinson aumenta com a idade, um 

aumento global dos casos da doença é esperado nas próximas décadas (Feng et al., 

2015). Baseado em estudos de prevalência publicados, um importante estudo fez 

uma projeção para os próximos anos do número de indivíduos com DP nos cinco 

países mais populosos da Europa Ocidental e nos 10 países mais populosos do 

mundo, incluindo o Brasil (Chade et al., 2007). Foi demonstrado que o número de 

indivíduos com DP acima de 50 anos que nesses países estava em torno de 4,1 e 4,6 

milhões em 2005, irá dobrar para números entre 8,7 e 9,3 milhões de pessoas em 

2030 (Dorsey et al., 2007).  

A Frequência da DP aumenta acentuadamente com a idade. É raro antes dos 

50 anos, e sua incidência e prevalência aumentam progressivamente após os 60 

anos; com base em uma meta-análise de estudos de incidência, sua prevalência 

aumenta de 107/100.000 pessoas entre 50 e 59 anos para 1087/100.000 pessoas 

entre 70 a 79 anos (Elbaz et al., 2015). 

 

 

2.3. PATOGÊNESE DA DOENÇA DE PARKINSON  

A origem da DP e a sua patogênese é ainda desconhecida, coloca-se a 

hipótese de uma possível susceptibilidade genética, com envolvimento de vários 

genes cujo funcionamento parece ser transversal aos mecanismos referidos 

(Sutherland et al., 2007; Henchcliffe e Beal 2008; Puschmann 2017). 

Embora a neurodegeneração dopaminérgica seja reconhecida como uma 

marca patológica da DP, estudos in vivo de neuroimagem revelam perda de 

marcadores colinérgicos cerebrais na DP semelhante ou mais grave do que na 

doença de alzheimer prototípica (Conti et al., 2018). Os estudos de imagem 

concordam com as evidências post mortem sugerindo que a degeneração do sistema 
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colinérgico basal do cérebro aparece no início da DP e piora coincidente com o 

aparecimento de demência (Thomas et al., 2007; Bohnen e Albin, 2011).  

As hipóteses incluem: defeitos conformacionais nas estruturas de proteínas 

citoplasmáticas, como o corpo de Lewy formado por agregados proteicos compostos 

majoritariamente por proteínas como a α-sinucleína, ubiquitina e sinfilina-1, entre 

outras (Zampol 2013; Reichmann 2017) e disfunções mitocondriais com consequente 

aumento do estresse oxidativo, resultando na morte neuronal (Dauer e Przedborski, 

2003; Singh e Dikshi, 2007; Reale et al., 2009; Puspita et al., 2017). 

O estresse oxidativo não só aumenta a carga de proteínas mal dobradas como 

também leva a um comprometimento na maquinaria celular de degradação de 

proteínas (Betarbet et al., 2000). Estes processos que consomem energia são ainda 

mais dificultados pelas limitações no fornecimento de ATP sob estas condições, 

resultando na remoção inadequada de proteínas mal dobradas (Koopman et al., 2010; 

Barreto et al., 2011; Ganguly et al., 2017).  

O estresse oxidativo foi primeiramente caracterizado por Sies em 1997, como 

um distúrbio no equilíbrio pró-oxidante em favor de espécies oxidantes, levando a 

danos potenciais na DP (Murphy 2009). Consiste em uma quantidade excessiva de 

espécies reativas de oxigênio (ERO), que é o resultado de um desequilíbrio entre a 

geração e esgotamento de ERO (Piroschi e Pop 2015). 

A produção de ERO como efeito colateral da respiração aeróbica na membrana 

interna da mitocôndria (Halliwell e Gutterigde, 2007; Milisav et al., 2018) ocorre na 

cadeia respiratória mitocondrial, que consiste em uma série de complexos ligados à 

membrana, como o complexo I (NADH-ubiquinona redutase), complexo II (succinato 

ubiquinona redutase), complexo III (citocromo c redutase), complexo IV (citocromo c 

oxidase) e complexo V (adenosina trifosfato (ATP)) (Figura 1; Raha e Robinson, 2000; 

Niedzielska et al., 2015). A eficiência da cadeia transportadora de elétrons faz com 

que sua produção seja pequena. Apenas entre 1% a 2% dos elétrons que atravessam 

a cadeia transportadora escapa desses complexos e se combina com o oxigênio 

molecular para formar espécies reativas (Boonstra e Post, 2004; Jensen, 2003; 

Winyard et al., 2005). 
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Figura 1 - Produção de ERO em células pela redução do oxigênio molecular em água, 
na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, que consiste em quatro complexos 
multiméricos (I, II, III e IV) e dois portadores de elétrons (Coenzima Q e Citocromo C). 
SOD (superóxido dismutase), GPx (glutationa peroxidase), CAT (catalase), NADH 
(nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato), ADP (adenosina difosfato) e ATP 
(adenosina trifosfato). Modificado de Feitosa et al., (2018). 

 

A homeostase das EROs é essencial para a sobrevivência celular e sinalização 

celular normal, evitando que as células sejam danificadas (Halliwell e Gutterigde, 

2007). A desintoxicação de ERO é conseguida por antioxidantes não enzimáticos ou 

enzimáticos, envolvidos na eliminação de diferentes tipos de ERO (Baud et al., 2004). 

Moléculas não enzimáticas incluem glutationa, flavonóides, vitamina A, C e E. 

Antioxidantes enzimáticos incluem superóxido dismutase (SOD), superóxido 

redutase, catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase, 
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peroxirredoxina (PRx) e tiorredoxina (TRx) (Chong et al., 2005; Oyewole et al., 2015; 

Liguori et al., 2018).    

Considera-se que os neurônios dopaminérgicos suportam um estresse 

oxidativo constante, pois a atividade enzimática implicada na síntese e no catabolismo 

da dopamina (tirosina hidroxilase e monoamina oxidase, respectivamente) gera 

peróxido de hidrogênio (H2O2) como um produto ou subproduto normal, e, além do 

mais, os neurônios são extremamente sensíveis à disfunção mitocondrial devido à 

sua considerável demanda de energia e, por essa razão, espera-se que esse defeito 

contribua para vários distúrbios neurológicos humanos contribuindo para a 

patogênese da DP (Gomez et al., 2007; Richardson et al., 2019). 

 

2.4. MODELOS QUÍMICOS PARA O ESTUDO DA DOENÇA DE PARKINSON  

Na generalidade, a utilidade de um modelo para o estudo de uma doença 

depende da forma como esse modelo reproduz a condição humana. No que toca à 

DP, apesar de nenhum modelo reproduzir na totalidade as características 

comportamentais, bioquímicas e histopatológicas da doença, os modelos permitem 

aprofundar o conhecimento acerca dos mecanismos inerentes ao desenvolvimento 

da doença e a sua possibilidade de tratamento (Petzinger e Jakowec 2007).  

Aproximadamente 85-90% dos casos de DP são esporádicos, isto é, apenas 

cerca de 10 a 15% dos pacientes relatam história familiar positiva, sugerindo que a 

exposição a agentes ambientais específicos pode desempenhar um papel na 

patogênese da DP (Kwakye et al., 2018) 

É teorizado que há um "duplo impacto" causado por predisposição genética e 

fatores ambientais subsequentes que interagem para criar a disfunção que causa a 

DP (Nandipati e Litvan 2016). 

De acordo com alguns autores, fatores não genéticos, como por exemplo, 

exposição a agentes tóxicos ambientais (pesticidas) estariam envolvidos tanto quanto 

fatores genéticos na gênese da DP e que até mesmo esses fatores ambientais seriam 

antecedentes à hereditariedade na etiologia DP (Collins e Neafsey 2002; Dick et al., 

2007; Elbaz et al., 2007). A combinação de fatores ambientais e genéticos portanto, 
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podem contribuir para o aparecimento da doença, havendo um sinergismo 

(Thiruchelvam, 2000; Sanders et al., 2017). 

A descoberta de que fatores ambientais podem estar associados à DP 

promoveu a criação de modelos de DP induzidos por toxinas destinados a elucidar os 

mecanismos de neurodegeneração. Entre eles podemos destacar a (6-OHDA), 1-

metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP), e também pesticidas como a rotenona 

(um inseticida) e paraquat (um herbicida). Esses modelos podem apresentar 

características importantes associadas com a doença humana, incluindo fibrilação de 

α-sinucleína, perda de células neuronais dopaminérgicas, disfunção mitocondrial, 

bem como danos oxidativos (Belarbi et al., 2017). 

 

2.4.1. Modelo de Doença de Parkinson por rotenona 

A rotenona é um pesticida natural utilizado e preparado a partir das raízes de 

certas plantas subtropicais pertencentes ao gênero Lonchocarpus ou Derris elliptica, 

utilizado na agricultura biológica e para controlar populações de peixes (Ware, 1989; 

Patel, 2011). Embora seja orgânico e, portanto, originalmente pensado para ser não-

tóxico para os seres humanos, verificou-se que gera neurodegeneração progressiva 

dos neurónios dopaminérgicos e não dopaminérgicos dependendo da concentração 

utilizada (Manjunath e Muralidhara, 2015; Nandipati e Litvan 2016; Berstad e Berstad 

2018). 

Em modelos murino, administração de rotenona por injeção intraperitoneal 

diária produz bradicinesia, instabilidade postural e rigidez responsiva à dopamina. 

Estudos post-mortem com ratos descobriram que quase metade dos neurônios da 

substância negra e do corpo estriado foram perdidos. Além do mais, agregados 

positivos para α-sinucleína e poliubiquitina foram observados em neurônios 

dopaminérgicos na substância negra, similar aos corpos de Lewy (Figura 2; Sudati et 

al., 2013; Fleming 2017) e em outras áreas do encéfalo encontrados na DP (Zweig et 

al., 1989). 
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Figura 2 - A) Representação esquemática da via nigroestriatal normal. Os neurônios 
dopaminérgicos da substância negra (setas), projetam (linhas vermelhas sólidas) 
para o estriado (núcleos caudado e putamen). B) Representação esquemática da 
mesma via afetada pela doença de parkinson (DP): degeneração (setas) e acentuada 
perda de neurônios dopaminérgicos que projetam para o putamen (linha tracejada), 
com perda mais modesta dos que projetam para o caudado (linha vermelha fina). C) 
Imunocitoquímica dos corpos de Lewy em neurônios dopaminérgicos da substância 
negra confirma que os mesmos apresentam agregados de α-sinucleína (esquerda) e 
ubiquitina (direita). Modificado de Dauer e Przedborski, (2003). 

 

A expressão de α-sinucleína não se limita nos neurônios dopaminérgicos na 

substância negra; também é expresso em neurônios colinérgicos em numerosos 

núcleos não dopaminérgicos em todo o sistema nervoso central, locus ceruleus, 

hipocampo e núcleo accumbens (Solano et al., 2000; Sharrad et al., 2012). 
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As causas para a morte celular de neurônios dopaminérgicos e neurônios 

colinérgicos na DP não são conhecidas. São discutidos vários estímulos indutores de 

morte celular, como estresse oxidativo (Greenamyre e Hastings, 2004), morte celular 

induzida por glutamato (Blandini et al., 1996), compostos tóxicos (Dauer e 

Przedborski, 2003), citocinas pró-inflamatórias (Vila et al., 2001) ou estímulos pró-

apoptóticos (Honig e Rosenberg, 2000). A rotenona é um desses estímulos indutores 

de morte celular, que foram discutidos como estando envolvidos na DP (Coulom e 

Birman, 2004; Tieu, 2011). 

O mecanismo de toxicidade da rotenona é mediado principalmente devido a 

sua lipofilicidade elevada que lhe permite atravessar facilmente a barreira hemato-

encefálica e membranas biológicas independentes de qualquer receptor ou 

transportador (Subramaniam e Chesselet, 2013).  

A neurotoxicidade pode estar relacionada com a inibição da nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato (NADH), desidrogenase mitocondrial no complexo I 

mitocondrial (Tamilselvam et al., 2013). A rotenona aumenta a capacidade de gerar 

ERO e interrompe a fosforilação oxidativa mitocondrial causando uma crise 

bioenergética, devido à redução nos níveis de ATP e morte celular por apoptose ou 

necrose (Park et al., 2014; Thakur e Nehru, 2014). Devido à despolarização causada 

pela grande abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial, ocorre à 

liberação de fatores pró-apoptóticos tais como fator indutor de apoptose, que 

eventualmente causa a morte neuronal (Li, 2002; Cicchetti et al., 2009; Tieu, 2011; 

Subramaniam e Chesselet, 2013). 

Além da geração de ERO a rotenona também desencadeia a ativação das 

células gliais e resposta neuroinflamatória (Sherer et al., 2003). Estudo usando 

culturas primárias enriquecidas com neurônios e neurônios/glia do mesencéfalo de 

ratos, indicaram que a capacidade neurodegenerativa da rotenona foi atribuída à 

presença de glia, especialmente microglia, aumentando significativamente sua 

suscetibilidade à rotenona, estimulando a liberação de superóxido da micróglia que 

foi atenuado por inibidores da NADPH oxidase. Além disso, a inibição da NADPH 

oxidase ou a eliminação do superóxido reduziu significativamente 

a neurotoxicidade induzida pela rotenona (Gao et al., 2002; Kwakye et al., 2018).  
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2.4.1.1. Complexo I mitocondrial e rotenona  

O complexo I mitocondrial é um dos componentes da cadeia transportadora de 

elétrons, possui atividade oxirredutase e induz a translocação de prótons da matriz 

para o espaço intermembranas da mitocôndria. Esse complexo contribui para 

estabelecer o gradiente eletroquímico utilizado para a geração de ATP, e para a 

formação do potencial de membrana mitocondrial (Pan-Montojo et al., 2010; Nelson 

e Cox, 2014). Estudos demonstraram seu papel no desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas, seja devido a mutações específicas ou por ter sido reconhecido 

como alvo para algumas toxinas exógenas que afetam a sua função (Hoglinger et al., 

2005; Schapira, 2010). Existem toxinas capazes de inibir o complexo I que 

frequentemente penetram na barreira hematoencefálica através de transportadores 

específicos e têm o potencial de se acumular no cérebro (Elbaz, 2007; Brown, 2007), 

outras, como a rotenona, não necessitam de transportadores devido à alta 

lipofilicidade (Betarbet et al., 2000), favorecendo distúrbios na transferência de 

elétrons através do complexo I (Perfeito et al., 2014; Park et al., 2014).  

Distúrbios na transferência de elétrons através do complexo I levam a um 

gradiente de prótons comprometido e reduz a geração de ATP. Como consequência 

da disponibilidade limitada de ATP, a homeostase mitocondrial de Ca2+ é perturbado, 

contribuindo assim para a disfunção mitocondrial (alta demanda de energia de Ca2+ 

ATPases) (Dick, 2007; Cabezas et al., 2013). Paralelamente à redução na geração 

de ATP, o bloqueio do fluxo de elétrons ao longo da cadeia respiratória resulta em 

uma redução acidental de oxigênio molecular para formar superóxido (Mailloux 2015). 

Níveis elevados de ERO promovem dano oxidativo do ácido desoxirribonucleico 

(DNA) mitocondrial, proteínas e lipídios e desencadeiam fragmentação mitocondrial 

(Ogawa et al., 2005; Thakur e Nehru, 2014). A perda do potencial transmembrana 

mitocondrial, geração mitocondrial de ATP comprometida, os distúrbios na 

homeostase mitocondrial de Ca2+, bem como a produção de níveis nocivos de EROs 

são aspectos coletivamente referidos como disfunção mitocondrial (Bose e Beal, 

2016; Terron et al., 2017). 
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2.4.2. Modelos celulares para estudar a Doença de Parkinson 

As complexidades moleculares da DP têm sido difíceis de abordar, isso se 

deve ao fato de que nenhum dos modelos é capaz de recapitular totalmente todas as 

características da doença. Distúrbios multifatoriais, como DP, são particularmente 

importantes para dissecar os complexos processos patológicos em eventos 

moleculares mais simples (Astashkina et al., 2012; Miller et al., 2013).  

O propósito de qualquer modelo celular é simplificar variáveis experimentais 

presentes no organismo inteiro, permitindo a manipulação mais precisa de genes e 

fatores ambientais, evitando, ao mesmo tempo, questões éticas complexas 

associadas ao uso de modelos de mamíferos ou estudos em seres humanos (Figura 

3; Lázaro et al., 2017; Lopes et al., 2017). 

 

Figura 3 - Modelos in vitro da DP, mostrados em ordem de menor para a maior 
dificuldade na produção e manutenção. A) Linhagem celular são derivados de 
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biópsias obtidas a partir de organismos, nos quais uma população de células é 
selecionada por expansão e imortalizada. B) Em culturas primárias. C) Em culturas 
organotípicas, in vivo interações celulares e estrutura tridimensional do tecido são 
mantidos. D) Células tronco pluripotente induzidas. Modificado de Lopes et al., 2017. 

 

Dentre as metodologias destacadas na figura 3, a cultura primária e 

organotípica são adequadas para estudar a sobrevivência de células dopaminérgicas, 

retração de neurites e regeneração (Schlachetzki et al., 2013); Apesar de tais 

vantagens, os modelos também apresentam desvantagens, dentre elas, as seguintes: 

população celular heterogênea (cultura mista), variação entre diferentes preparações 

da cultura (Zhang et al., 2014), difícil manutenção (Xicoy et al., 2017), o procedimento 

de dissecção pode introduzir variabilidade experimental (Xicoy et al., 2017), baixa 

concentração da enzima tirosina hidroxilase e possuem problemas éticos 

(Falkenburger e Schulz, 2006).  

Além do modelo retratado acima, um outro modelo in vitro para DP são as 

células pluripotentes induzidas, que destacam-se por serem livres de questões éticas 

(Singh et al., 2015) e podem ser diferenciadas em neurônios dopaminérgicos (Soldner 

et al., 2009; Zhang et al., 2017); porém apesar das vantagens destacadas possuem 

baixo nível de reparo após danos no DNA (Zhang et al., 2012) e as células 

inerentemente são imaturas (Avior et al., 2016). Sendo assim, o uso de linhagem 

celular se destaca não só pela facilidade de manutenção, mas pela proliferação 

indefinida permitindo alto rendimento de experimentação usando uma ampla 

variedade de técnicas (Scholz et al., 2011; Thomas et al., 2013). 

Dentre as linhagens utlizadas para estudar a DP destacam-se: A linhagens H4 

(células de glioma humano) que apesar de ser de fácil cultivo, não possui fenótipo 

dopaminérgico; A linhagem HEK (células de rim embrionário humano) adequadas 

para estudar a agregação de α-sinucleína (Lazaro et al., 2014b; McLean et al., 2001; 

Outeiro et al., 2008); porém o número excessivo de passagens pode levar a 

alterações genéticas e epigenéticas (Falkenburger e Schulz, 2006); A linhagem SH-

SY5Y (células de neuroblastoma humano) que após diferenciação com ácido 

retinóide e 2-0-Tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA), expressam receptores de 

dopamina D2 e D3, da enzima tirosina hidroxilase, transportador de dopamina (DAT) 

e transportador de monoamina vesicular (Presgraves et al., 2004); porém sua 
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resposta pode ser inconsistente dependendo do tratamento utilizado para 

diferenciação (Wang et al., 2007; Xicoy et al., 2017); A linhagem PC12 (célula de 

feocromocitoma de rato) é um bom modelo para estudar neurossecreção (Westerink 

e Ewing, 2008); porém por ser derivado de um tumor neural, pode ter vias de 

sinalização alteradas. A linhagem LUHMES (células humanas mesencefálicas) 

também é um bom modelo, que apresentam características dopaminérgicas após 

diferenciação (Lotharius et al., 2005); porém após diferenciação as células exibem 

uma expressão heterogênea da enzima tirosina hidroxilase (Zhang et al., 2014). 

 

2.4.2.1. Linhagem de células de neuroblastoma de camundongo (NEURO-2A). 

As células NEURO-2A são originalmente derivadas do cérebro de 

camundongo albino (Mus musculus), um animal suscetível à toxicidade química 

induzidas por estresse oxidativo (Bradbury et al., 1986). Além disso, as células 

NEURO-2A exibem verdadeira morfologia neuronal, diferentemente das células de 

neuroblastoma imortal comumente usadas que exibem caracteres epiteliais ou 

fibroblásticos (Mazzio e Soliman, 2003; Soliman et al., 2008; Zhou et al., 2008). As 

células NEURO-2A também possuem uma alta afinidade pela captação de rotenona 

e exibem uma vulnerabilidade à toxina que excede a de outras linhagens celulares 

(Amazzal et al., 2007). 

As células NEURO-2A foram clonadas a partir de uma linhagem de tumor de 

camundongos albinos (Mus musculus) (Klebe e Ruddle, 1969), são células 

colinérgicas capazes de se diferenciar em células colinérgicas ou dopaminérgicas, 

dependendo das condições de cultura (Namsi et al., 2018). Olmsted e colaboradores 

(1970), ao utilizarem vimblastina, substância que inibe a formação do fuso mitótico e 

interrompe a divisão celular em mitose, encontraram grande quantidade de 

microtúbulos nessas células (Zhou et al., 2010), que são de suma importância para 

utilização como modelo neuronal, uma vez que os neurofilamentos são abundantes 

nos neurônios e seu acúmulo está presente em diversas doenças neurodegenerativas 

(Miller et al., 2002). 

Estudos anteriores mostraram que as células NEURO-2A expressam o 

receptor PAC1, que é um membro da superfamília do receptor acoplado à proteína 
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G, que desencadeia a ativação de várias proteína-quinase, como ERK1/2 (Tremblay 

et al., 2010). Sendo assim, as células NEURO-2A constituem um modelo adequado 

para estudar a diferenciação neuronal e identificar as vias de sinalização associadas 

a DP (Tremblay et al., 2010; Kang et al., 2017; Namsi et al., 2018). 

   

2.5. TRATAMENTO DA DOENÇA DE PARKINSON 

Em relação ao tratamento da DP, é importante lembrar e compreender que 

atualmente não existe cura para a doença, porém, ela pode e deve ser tratada, não 

apenas combatendo os sintomas, como também retardando o seu progresso (Jadiya 

et al., 2011), e cirurgias também podem ser bastante benéficas para determinados 

pacientes (Perfeito e Rego 2012).  

As cirurgias consistem em lesões no núcleo pálido interno (Palidotomia) ou do 

tálamo ventro-lateral (Talamotomia), que estão envolvidos no mecanismo da rigidez 

e tremor (Li et al., 2013). Porém, a lentidão de movimentos responde melhor a terapia 

medicamentosa de reposição de dopamina através do uso do precursor L-DOPA que 

vêm sendo utilizada desde a década de 60, porém, não é muito efetiva no tratamento 

do tremor de repouso. Por outro lado, há um grande interesse em tratamentos não 

dopaminérgicos para a melhora das funções motoras sem o risco das complicações 

associadas com a L-DOPA, assim como compostos bioativos que sejam isentos de 

efeitos adversos e que sejam capazes de alterar o curso da morte neuronal, para o 

tratamento da DP, bem como de outras doenças neurodegenerativas (Fernandez 

2012; Pickrell e Youle 2015; Conti et al., 2018) 

  Alguns trabalhos vêm investigando o papel dos GAGs para futura terapia em 

DP por estarem presentes na maioria dos agregados proteicos intra e extracelulares 

que se acumulam em doenças neurodegenerativas, incluindo aquelas feitas de Aβ 

(Castillo et al. 1997), tau (Goedert et al. 1996 ), e α-sinucleína  (Cohlberg et al. 2002; 

Diaz-Nido et al., 2002; Holmes et al., 2013; Motamedi-Shad et al., 2009). 
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2.6. ENVOLVIMENTO DOS GLICOSAMINOGLICANOS NA DOENÇA DE 

PARKINSON 

Avila et al., (2014; 2017) relatou que GAGs sulfatados, como a heparina e 

heparam sulfato, são capazes de desencadear gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) uma enzima multifuncional associada a doenças neurodegenerativas 

(Tsuchiya et al., 2005; Torres-Bugeau et al., 2012). As espécies de GAPDH induzidas 

por heparina formaram-se durante o início das etapas do processo de agregação e 

são capazes de acelerar a agregação α-sinucleína (Cremades et al., 2012; Ju et al., 

2017). 

Embora essas observações sugiram a possível participação do heparam 

sulfato no processo de agregação intracelular de α-sinucleína na DP, também foi 

relatado que o condroitim sulfato e Dermatam sulfato inibe a formação de fibrilas β-

amilóides, encurta as fibrilas amilóides pré-formadas (McLaughlin et al., 2006; Torres-

Bugeau et al., 2011) e atenua a neurotoxicidade induzida por β-amilóides in vitro e in 

vivo  (Woods et al., 1995; Zhang et al., 2015).  

 Uma outra via envolvida na agragação de α-sinucleína é a via da catepsina D, 

a principal protease lisossômica responsável pela degradação da α-sinucleína, foi 

descrita como sendo regulada positivamente no modelo de DP. Como os GAGs 

regulam a atividade da cathD e recentemente foram sugeridos para participar da 

fisiopatologia da DP (Lehri-Boufala et al., 2015; Ihse et al., 2017). 

Além disso, os GAGs e seus miméticos sintéticos podem modular efetivamente 

a atividade da catepsina D, proteger mitocôndrias e inibir o estresse oxidativo induzido 

pela apoptose, sugerindo seu papel potencial dos nas patologias em que esses 

processos ocorrem (Yue et al., 2009; Zhang et al., 2013). 

Foi demonstrado que o envolvimento de GAGs não se limita ao processo de 

agregação clássico, mas é necessário na captação e propagação celular para 

tauopatia e sinucleinopatia (Holmes et al., 2013). Tau e α-sinucleína entram nas 

células via macropinocitose, na qual os GAGs servem como receptor primário 

(Nakase et al., 2007; Mehra et al., 2018). No entando as pesquisas nessa área ainda 

são limitadas e o número de grupos capazes de combinar abordagens glicobiológicas 
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para o estudo dos mecanismos gerais que operam na DP permanece escassa 

(Nussbaum 2017; Maïza et al., 2018). 

 

2.7. GLICOSAMINOGLICANOS  

Os GAGs são polissacarídeos longos, não ramificados, compostos por 

repetições de regiões dissacarídicas de ácido urônico (ácido D-glucorônico ou IdoA) 

e um açúcar amino (D-galactosamina ou D-glucosamina) ou galactose (Hook et al., 

1984). Eles são distinguidos um do outro pelo tipo de unidade de hexose, hexosamina 

ou ácido hexurônico presente e pela geometria da ligação glicosídica entre as 

unidades repetidas (Allen, 2013). 

Com base na diferença de repetições de unidades dissacarídicas 

compreendendo GAGs, elas podem ser categorizadas em seis grupos principais: 

heparina (Hep), heparam sulfato(HS), condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), 

queratan sulfato (KS) e ácido hialurônico (HA) (Gallo, 2000; Yamada et al., 2011). 

Os GAGs são considerados uma fração dos glicoconjugados nas membranas 

celulares, na matriz extracelular e em alguns grânulos celulares de todos os tecidos. 

A capacidade de conectar interações proteína-proteína é identificada como um 

importante determinante da resposta celular no desenvolvimento, homeostase e 

doença (Oohira et al., 1991; Soleman et al., 2013). Pode atuar como uma barreira 

física e bioquímica, criando microambientes específicos ao redor das células. Eles 

constroem barreiras seletivas de tamanho que são permeáveis apenas por pequenas 

entidades, como Ca2+ e Na+, que podem se difundir livremente e promover a 

homeostase catiônica extracelular (Costa et al., 2017). 

A biossíntese de GAG envolve várias enzimas que reúnem o esqueleto de 

GAG e subsequentemente adicionam sulfato em seu dissacarídeo em posições 

específicas, exceto HA que é um GAG não sulfatado (Li et al., 2016). As cadeias são 

sintetizadas pela ligação de um ligante tetrassacarídeo que é covalente ligado ao 

núcleo da proteína. Após a ligação do ligante ao núcleo da proteína, a cadeia de 

glucosamina, galactosamina ou galactose é transferida, determinando se o tipo de 

GAG é produzido (Li et al., 2008; Yamada e Sugahara, 2008). Posteriormente, as 
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cadeias de açúcar são estendidas pela adição de dois monossacarídeos alternados, 

N-acetilgalactosamina/ácido glucurônico em sulfato de CS/DS ou N-

acetilglucosamina/ácido glucurônico em Hep/HP no ligante de tetra sacarídeos 

(Imberty et al., 2007; Gandhi e Mancera, 2008). 

Estas cadeias de GAG são modificadas por sulfatação em várias posições do 

grupo hidroxi e também pela epimerização de resíduos de ácido urônico durante o 

processo biossintético, dando origem a diversidade estrutural, que desempenha um 

papel importante em uma ampla gama de papéis biológicos, incluindo proliferação 

celular, morfogênese tecidual, infecções por vírus e interações com fatores de 

crescimento, citocinas, morfogênicos e neuritogênese (Mizumoto e Sugahara, 2012; 

Venkatachalam, 2003). 

São encontrados onipresentes na árvore filogenética no reino animal tanto em 

vertebrados quanto em invertebrados como no gastrópode Nodipecten nodosus, no 

camarão e nas ascídias, onde já foi verificada a presença de GAGs em suas vísceras 

(Hoopes et al., 2010); já nas bactérias, são apenas encontradas cadeias não 

sulfatados de GAGs. Outro fato interessante é que o aparecimento de CS e HS no 

reino animal coincide com o surgimento dos metazoa, que são animais que exibem 

tecidos organizados em camadas germinativas e que produzem neurônios (Yamada 

et al., 2011).  

Estudos relatam que os GAGs podem atuar no crescimento e invasão tumoral, 

na plasticidade de neurônios e em processos relacionados às principais doenças do 

sistema nervoso central (SNC) incluindo, epilepsia, esquizofrenia, esclerose múltipla, 

DP e doença de Alzheimer (Berezin et al., 2016; Zhan et al., 2016). 

O DS vem sendo amplamente estudado na neurorregeneração, modulando 

positivamente o crescimento de neuritos na formação da cicatriz glial, que é um dos 

fatores que inibe a regeneração axonal (Li et al., 2013). Porém, o DS encontrado na 

ascídia Phallusia nigra (Figura 4) é diferente dos demais por apresentar maior 

quantidade de sulfatações, e seu padrão de sulfatação também é diferente do DS no 

SNC de mamíferos adultos. Enquanto o DS de mamíferos adultos apresenta 

sulfatação no carbono 4 da N-acetil-galactosamina ou no carbono 6 da N-acetil-

galactosamina, o DS da Phallusia nigra é mais sulfatado e apresenta ~90% do padrão 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444634863000153
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de sulfatação nos carbonos 2 do ácido idurônico e 6 da N-acetil-galactosamina e 

~10% de sulfatação no carbono 6 da N-acetil-galactosamina (Pavão et al., 1995). Com 

isso, verificou-se a importancia da sulfatação no carbono 4 da N-acetil-galactosamina 

como sendo inibidor (Hikino et al., 2003), e que o DS com o mesmo padrão de 

sulfatação da Phallusia nigra, em experimentos realizados com camundongos na fase 

embrionária, apresenta a capacidade de promover crescimento de neuritos em 

neurônios do hipocampo “in vitro” (Bao et al., 2005; Sugahara et al., (2003). 

Os principais GAGs encontrados nos nichos neurogênicos de mamíferos são 

CS e HS. DS e KS são encontrados em pequenas quantidades no sistema nervoso 

adulto, mas o DS tem uma produção variável durante o desenvolvimento, e é 

encontrada em grandes quantidades em embriões, com o mesmo padrão de 

sulfatação da Phallusia nigra (Sugahara et al., 2007; Kleene e Schachner, 2004). 

 

 

Figura 4 - Ascídia Phallusia nigraem duas fases de sua vida. A) fase larval; B) fase 
adulta. Retirado de: http://biogeodb.stri.si.edu/bocas_database/search/species/1193 

 

Evidências anteriores revelaram o efeito antioxidante e anti-inflamatório do CS 

(Egea et al., 2010), quitosana (Manigandan et al., 2018) e da heparina de baixo peso 

molecular (enoxaparina; Stewart et al., 2002), protegendo os neurônios contra a 

toxicidade in vitro e in vivo , graças a sua ação neuroprotetora contra o estresse 
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oxidativo potencialmente envolvido na neurodegeneração (Stutzmann et al., 2006; 

Župan et al., 2011; Xie et al., 2012). 

 

2.7.1. Dermatam sulfato 

A síntese de DS ocorre pela adição de resíduos de IdoA e GalNAc 

alternadamente a um núcleo proteico. Muitos dos resíduos de GlcA tornam-se 

epimerizados em C-5 para produzir IdoA. Subsequentemente, a O-sulfatação pode 

ocorrer nas posições C-4 D4STou C-6 por D6ST de GalNAc ou na posição C-2 de 

IdoA (reação catalisada pela DS 2-O-sulfotransferase (DS2ST)). Devido às reações 

de epimerização e sulfatação, a estrutura de DS é heterogênea (Penc et al., 1998; 

Lyon et al., 1998; Anders et al., 2012). 

A variedade na estrutura DS é responsável por dar estes subtipos de 

dissacarídeos: IdoUA-GalNAc (iO), IdoUA-GalNAc (4S) (iA), IdoUA-GalNAc (6S) (iC), 

IdoUA (2S) -GalNAc (4S) ( iB), IdoUA (2S) -GalNAc (6S) (iD) e IdoUA-GalNAc (4S, 

6S) (iE ou H) (Figura 5). Estas moléculas compreendem a faixa de peso molecular de 

12 a 45 kDa com uma média de cerca de 25 kDa (Jiang et al., 2005; Sant et al., 2010; 

Xu e Esko 2014). 
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Figura 5 - Unidades repetidas de dissacarídeos no DS e seus potenciais locais de 
sulfatação. DS consiste em IdoA e GalNAc. Estas porções de açúcar são esterificadas 
por sulfato em várias posições como indicado por "S". 2S, 4S e 6S representam 2-O-
sulfato, 4-O-sulfato e 6-O-sulfato, respectivamente. Abreviaturas de possíveis 
unidades dissacarídicas são mostradas no painel. As unidades dissacarídicas do DS 
correspondentes são indicadas por "i", que representa o IdoA. Sequências específicas 
compostas por estas unidades fornecem diversidade estrutural, afetando assim uma 
ampla gama de interações com várias proteínas funcionais. Estruturas químicas 
foram retiradas do banco de dados de Substâncias e Compostos PubChem 
(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Os identificadores únicos da estrutura química são: 
32756 (Dermatan, 4- (sulfato de hidrogênio) -Depositor: Chembase). 

 

Durante o desenvolvimento, estruturas contendo IdoA (iA, iB, iE e iD) são 

onipresentes em diferentes partes do cérebro (Mitsunaga et al., 2006), embora em 

baixas concentrações. De fato, DS em cérebros de camundongos recém-nascidos 

contém apenas 2% de ácido idurônico (Crespo et al., 2007; Maeda et al., 2010; 

Bartolini et al., 2012). A maquinaria bioenzimática de DS é cuidadosamente regulada 

durante o desenvolvimento do cérebro, resultando em uma grande variação de 

estruturas contendo IdoA. Por exemplo, no cerebelo, o iD diminui e o iB aumenta do 

recém-nascido para a idade adulta (Akatsu et al., 2011). Curiosamente, o DS derivado 

de embrião apresenta uma maior ligação de FGFs (FGF-2, 10 e 18), pleiotrofina, 

midkine, fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e fator de crescimento de 

hepatócitos (HGF) do que DS dos cérebros de animais adultos ( Sugahara e Mikami 

et al., 2007; Thelin et al., 2013). 

Foi demonstrado que as raras unidades dissacarídicas supersulfatadas 

presentes nas cadeias embrionárias de derivados de cérebro de porco são elementos 

críticos para a neuritogênese (Sugahara e Yamada 2000; Sugahara et al., 2003). 

Além disso, a unidade iE isolada da notocorda do peixe-bruxa tem uma estrutura 

superestimulada única, caracterizada por um dissacarídeo principal. Além disso, a iE 

exógena exibiu uma apreciável actividade inibidora na adesão de células neuronais 

mediada por midkine (Anno et al., 1971; Ueoka et al., 1999). Contudo, a presente 

estrutura sobre-sulfatadas no cerebro de mamifero não foi rigorosamente 

caracterizada (Cole e McCabe 1991 Bovolenta et al., 1993). 

A proporção de IdoUA para GlcUA varia dependendo da fonte de tecido ou 

espécie animal em que a molécula foi obtida (Linhardt et al., 1991a; Hikino et al., 
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2003; Nadanaka et al., 1998; Faissner et al., 1994; Lafont et al., 1992), estágio de 

desenvolvimento (Herndon e Lander, 1990; Fernaud-Espinosa et al., 1996; Grumet et 

al., 1996; Hacker et al., 1997), bem como o método de purificação (Allen et al. al., 

2012). O teor de IdoUA de polímeros de DS pode variar de 1 a mais de 90%, mesmo 

em muitos tecidos de diferentes animais e metodologias utilizadas (Kresse et al., 

1993; Bourin e Lindahl, 1993). 

Este padrão de sulfatação é responsável por uma ampla gama de eventos 

biológicos envolvendo DS, tais como a montagem de matrizes extracelulares, a 

transdução de sinais através da ligação a fatores de crescimento, cicatrização de 

feridas, anticoagulação e estudos mostraram um efeito estimulatório no crescimento 

de neuritos. Outra característica importante da estrutura do DS é o conteúdo de IdoA, 

que pode variar dependendo de cada órgão, estágio de desenvolvimento, espécies 

animais usadas para obter a molécula, entre outros (Trowbridge e Gallo, 2002; 

Litwack et al., 1998; Li et al. (2013; Miyake et al., 2010; Theocharis et al., 2015; 

Malavaki et al., 2008). 

DS derivado de pele de porco (Sakai et al., 2003), moluscos marinhos (Volpi e 

Maccari 2009), ascídia (Peacock et al., 1995; Peacock et al., 1998), notocorda de 

peixe-bruxa (Anno et al. , 1971) e ouriço-do-mar (Vilela-Silva et al., 2001) são 

compostos de repetidas unidades dissacarídicas com um alto teor de IdoA (mais de 

80%) e o DS tendo atividades anticoagulantes e de neurite (Hikino et al., 2003). Em 

contraste, DS isolado de cavalo de aorta (Fransson e Havsmark 1970), cérebro de 

porco embrionário (Bao et al., 2005), cérebro de rato (Bao et al., 2005), pele de rato 

(Maccarana et al., 2009) e HEK293 células (Laremore et al., 2010) que têm um baixo 

teor de IdoA, e podem se associar com fatores de crescimento, como pleiotrofina e 

midkine. Estas diferenças no conteúdo de IdoA das cadeias de DS são atribuíveis aos 

níveis de epimerases de DS (DS-epi1 e -epi2) no aparelho de Golgi das células 

(Malmstrom et al., 2012; Karamanou et al., 2017). 

Uma interação de ligação do DS particularmente bem estudada ocorre com o 

cofactor de heparina II (HCII). Este homólogo de serpin de antitrombina III atua 

inibindo o efeito procoagulativo da trombina (Kozlowski et al., 2011). Este efeito é 

aumentado em 1000 vezes na presença de DS, que são caracterizados pelas 
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unidades dissacarídicas dissulfatadas predominantes de iB e mostraram exercer forte 

atividade anticoagulante (Pavão et al., 1998; Tovar et al., 2005). 

De fato, a atividade antiinflamatória está entre as propriedades mais 

amplamente estudadas de glicosaminoglicanos de DS (Volpi 2010; Ben Mansour et 

al., 2010; Krichen et al., 2017a). Além disso, a cadeia de DS sulfatada de fontes 

marinhas possui outras atividades farmacológicas importantes, como antivirais, 

antiproliferativas, reparo tecidual e atividades antitumorais (Rani et al., 2017; Krichen 

et al., 2016; Krichen et al., 2017b). Estas funções são atribuídas à importância do 

tamanho molecular e algumas características estruturais necessárias para atividades 

biológicas, especialmente aglomerados de sulfato para assegurar interações com 

proteínas catiônicas (Mulloy 2005, Trowbridge et al., 2002; Pomin 2015; Krichen et 

al., 2018). 

Portanto, vários polissacarídeos de base marinha foram avaliados quanto à 

sua atividade antiinflamatória (Cumashi et al., 2007; Groth et al., 2009), pois eliminam 

os desafios e riscos associados a moléculas provenientes de mamíferos (Klajnert et 

al., 2006).  

O DS de mamíferos tem sido sugerido como uma alternativa potencial à 

heparina, uma vez que exibe menor atividade anticoagulante do que a heparina e, 

portanto, seu uso apresenta menor risco de hemorragia (Fernandez, 1986).  

DS com uma variedade de graus e padrões de sulfatação foram identificados 

no passado em Ascídias, mas alguns desses polissacarídeos mostraram também ter 

atividades anticoagulantes (Pavão et al., 1995; Pavão et al., 1998; Thomson et al., 

2016). 

As funções relatadas de cadeias cerebrais de DS na neuritogênese são 

controversas. Os DS atuam como moléculas neuritogênicas e modulam a 

regeneração axonal (inibição ou estimulação) do crescimento no SNC lesado. Essas 

funções aparentemente contraditórias são provavelmente atribuídas à diversidade 

estrutural das cadeias de DS (Hikino et al., 2003; Bao et al., 2005; Li et al., 2013). 

Os DS parecem modular o desenvolvimento da polaridade neuronal in vitro, 

favorecendo o crescimento de axônios ou dendritos dos neurônios mesencefálicos 
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(Lafont et al., 1992). No cérebro adulto, o DS está presente em pequenas 

quantidades. Essas mudanças na composição foram postuladas para influenciar 

eventos de desenvolvimento, tais como o alongamento axonal (Walicke 1988; 

Sugahara 2003; Li et al., 2013). 

Devido ao papel importante da DS no SNC, a investigação dos mecanismos 

moleculares nos quais esta molécula está envolvida, pode levar ao desenvolvimento 

futuro da terapêutica em muitas doenças neurodegenerativas. 

 

2.7.2. Distribuição do DS no sistema nervoso 

O DS desempenha um papel crucial em vários eventos biológicos, tais como: 

desenvolvimento do SNC (Sugahara e Mikami, 2007), cicatrização de feridas (Penc 

et al., 1998; Trowbridge et al., 2002), sinalização do fator de crescimento (Nandini e 

Sugahara, 2006; Yamada e Sugahara 2008), e proliferação de um progenitor de 

células-tronco neurais (Von Holst et al., 2006). Entre esses eventos, o envolvimento 

da DS no desenvolvimento do SNC tem atraído a atenção do ponto de vista 

terapêutico para a potencial aplicação da DS à regeneração nervosa (Kerever et al., 

2015). Vários estudos mostraram que o padrão de sulfatação da DS no cérebro altera 

durante o desenvolvimento, caracterizado por um aumento na 4-O-sulfatação e uma 

diminuição na 6-O-sulfatação (Kitagawa et al., 1997; Akita et al., 2008). Bartley et al., 

2005, Pevny e Nicolis, 2009). Além disso, tanto o aumento dos dissacarídeos de 6-O-

sulfatação quanto a presença de IdoA têm se mostrado fatores cruciais para a 

atividade promotora de crescimento de neuritos (Nadanaka et al., 1998; Hikino et al., 

2003; Bao et al., 2004; Nandini et al., 2004; Nandini et al., 2005). Este tipo de DS é 

encontrado em grandes quantidades durante o desenvolvimento do SNC de 

mamíferos, sintetizado por neurônios e células gliais (oligodendrócitos, astrócitos e 

microgliócitos) e é crucial para o seu desenvolvimento bem como para sua 

homeostase (Dietrich 1983, Esko 1991, Rowlands et al., 2013). 

A importância do DS no desenvolvimento do SNC foi melhor elucidada com os 

resultados de uma análise de camundongos deficientes em DS-epi2 (Ida et al., 2006; 

Kwok et al., 2011). Intrigantemente, a perda de epimerase C5 usando o modelo de 

camundongo deficiente em DS-epi2 apresenta principalmente um fenótipo cerebral 
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normal, mas mostrou uma redução drástica nos níveis de IdoA em comparação com 

os camundongos do tipo selvagem. Análises posteriores revelaram uma diminuição 

significativa no 4-O-sulfato e um aumento na expressão do 6-O-sulfato (Verna et al., 

1989; Akyuz et al., 2013; Kadomatsu e Sakamoto, 2014). O fenótipo normal aparente 

do cérebro que foi observado nos animais adultos com deficiência de DS-epi2 sugere 

um possível mecanismo compensatório, possivelmente através da expressão de DS-

epi1. Esses resultados suportam a hipótese de que existem redundâncias funcionais 

no papel da DS na MEC (Bartolini et al., 2012). 

A maquinaria bioenzimática de DS é cuidadosamente regulada durante o 

desenvolvimento do cérebro, resultando em uma grande variação de estruturas 

contendo IdoA. A proporção encontrada de unidades iE foi pequena comparada com 

a de unidades iB ou iD de DS nas regiões do cérebro pós-natal. No entanto, 

diferentemente no cerebelo, a iD diminui e a iB aumenta no cérebro do recém-nascido 

para a idade adulta (Basappa et al., 2009; Akatsu et al., 2011), mas na estrutura adulta 

do cérebro ainda é observada no córtex, tálamo, cerebelo e proeminente no 

hipocampo, região de neuritogênese constante (Bao et al., 2006; Mitsunaga et al., 

2006; Akatsu et al., 2011). 

Um aumento de 10 vezes na proporção de iB ocorre durante o 

desenvolvimento e, em contraste, iD e iE diminuíram para 50 e 30%, respectivamente, 

no cerebelo em desenvolvimento. Estes resultados sugerem que as unidades iA e iB 

contendo IdoUA, juntamente com as unidades iD e iE no DS, desempenham papéis 

importantes na formação da rede neural cerebelar durante o desenvolvimento 

cerebral pós-natal (Galtrey e Fawcett, 2007; Carulli et al., 2010). 

Portanto, cadeias de DS funcionais podem estar distribuídas no parênquima 

cerebral, onde a rede neural se forma durante o desenvolvimento. No entanto, a 

distribuição espaço-temporal de tais estruturas de DS contendo IdoUA no cérebro 

permanece em grande parte desconhecida devido a dificuldades analíticas 

(Mitsunaga et al., 2006). 
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2.7.3. Envolvimento do dermatam sulfato na neuritogênese 

A neurogênese é um evento precoce no desenvolvimento neuronal no qual os 

neurônios recém-nascidos formam primeiro os cones de crescimento, como um pré-

requisito para a formação de axônios e dendritos. Os cones de crescimento emergem 

das regiões segmentadas do lamelipódio dos neurônios embrionários e se afastam 

do corpo celular deixando para trás um neurito que eventualmente se polarizará em 

um axônio ou dendrito (Dityate et al., 2010; Kwok et al., 2011). Os cones de 

crescimento também funcionam para navegar rotas precisas através do embrião para 

localizar um parceiro sináptico apropriado (Gordon-Weeks, 2017). Interações 

dinâmicas entre dois componentes do citoesqueleto neuronal, filamentos de actina e 

microtúbulos, são conhecidas por serem essenciais para a formação do cone de 

crescimento e, consequentemente, para a neuritogênese (Figura 6). Os mecanismos 

moleculares que coordenam as interações entre os filamentos de actina e os 

microtúbulos dinâmicos durante a neuritogênese estão começando a ser 

compreendidos (Coles e Bradke 2015; Miyata e Kitagawa 2017). 

 

Figura 6 - Representação esquemática da sucessão de etapas que levam da 
formação do neurito. Rede de filamentos de actina dendrítica (azul) e filopódios radiais 
contendo filamentos de actina agrupados (vermelho). N = núcleo. 

 

Embora a capacidade regenerativa do SNC seja limitada na idade adulta, o 

SNC é uma fonte rica e complexa de DS, inclusive durante o desenvolvimento e sob 

condições patológicas (Perosa et al., 2002; Purushothaman et al., 2012). A 

heterogeneidade da estrutura do DS pode ser promissora como reguladores de 
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proteínas bioativas interagindo com moléculas solúveis e associadas a membranas 

(Valcarcel et al., 2017). O potencial observado da DS em promover a neuritogênese 

in vitro, utilizando culturas primárias de neurônios ou linhagem celular como modelos 

(Tabela 1), é importante não apenas para mostrar seu papel nos estudos 

mecanísticos sobre a DS no processo natural de desenvolvimento do SNC ou papel 

nas doenças neurais, mas também dão suporte para estimular futuros estudos com o 

objetivo de testar diretamente o efeito terapêutico da DS em delineamentos 

experimentais usando modelos animais de lesões neurais. Assim, seria possível 

avaliar o real efeito benéfico do DS no mecanismos reparo do SNC, o que poderia ser 

de grande interesse para a medicina regenerativa (Volpi e Maccari 2009; Li et al., 

2013; Anthony e James 2018). 

 

Tabela 1 - Proteoglicanos de dermatam sulfato no cérebro. 

TIPO DE 

CADEIAS 

DE GAG 

TIMING REGIÃO 

CORPO DE 

CÉLULA 

NEURONAL 

FENÓTIPO 

KNOCKOUT  
REF. 

unidades iD 

Neurônios do 

hipocampo do 

rato E16 

Ascidia P. nigra Soma 
Crescimento de 

neuritos 

Hikino et 

al., 2003 

unidades iD 

Neurônios do 

hipocampo do 

rato 

embrionário 

Cérebro de porco 

embrionário 
Soma 

Fator de 

crescimento 

Bao et 

al., 2005 

unidades iD 

Neurônios do 

hipocampo do 

rato E16 

Pele de tubarão Soma 
Atividade 

neuritogênica 

Nandini 

et al., 

2005 

unidades iD 

Neurônios 

mesencefálicos 

de rato E14 e 

neurónios do 

hipocampo de 

rato E18 

cérebro de rato pós-

natal 

 

Soma 
Crescimento de 

neuritos 

Faissner 

et al., 

1994 
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unidades iD 

Neurônios 

mesencefálicos 

pós-mitóticos 

de ratos E14 

Mucosa bovina Soma 
Crescimento de 

neuritos 

Lafont et 

al., 1992 

unidades iE 

Neurônios do 

hipocampo de 

rato E16 

Ouriço do mar 

embrionário 
Soma 

Crescimento de 

neuritos 

Hikino et 

al., 2003 

unidades iB 

Neurônios do 

hipocampo de 

rato E16 

Ascidia S. plicata Soma 
Crescimento de 

neuritos 

Hikino et 

al., 2003 

unidades iB 

Neurônios do 

hipocampo de 

rato E16 

Pele de porco Soma 
Crescimento de 

neuritos 

Hikino et 

al., 2003 

unidades iE 

Neurônios do 

hipocampo de 

rato E16 

Notocorda de 

Lampreia 
Soma 

Crescimento de 

neuritos 

Hikino et 

al., 2003 

CS-DS 

Neurônios do 

hipocampo de 

rato E16 

Isurus, oxyrinchus e 

Prionace glauca 
Soma 

Crescimento de 

neuritos  

Higashi 

et al., 

2015 

CS-DS 

Neurônios do 

hipocampo de 

rato E18 

Notocorda de 

Lampreia 
Soma 

Crescimento de 

neuritos 

Nandini 

et al., 

2004 

DS 

Camundongos 

deficientes em 

Chst14  

- Axon 
Crescimento 

axonal 

Akyüz et 

al., 2013 

DS 

Peixe-zebra 

deficiente em 

Chst14 

- Axon 
Crescimento 

axonal 

Sahu et 

al., 2019 

 

Muitos animais marinhos mostraram grandes quantidades de DS com uma 

estrutura diferente. Por exemplo, a estrutura iE é um dissacarídeo importante 

encontrado na DS de notocorda de peixe-bruxa (68%) e ouriço-do-mar embrionário 

(74%), enquanto uma unidade significativa de iD é encontrada na Ascídia P. nigra (> 
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90%) (Pavão et al., 1995; 2014). Curiosamente, uma alta quantidade de dissacarídeo 

iB também é enontrada na ascidia Styela plicata (66%). Além disso, já foi descito DS 

obtido das espécies de elasmobrânquios Isurus oxyrinchus e Prionace glauca que 

contém níveis de dissacarídeos IdoA e unidade iB, iC e iD (Higashi et al., 2015). Essas 

diferentes estruturas de DS foram utilizadas para melhor compreender a atividade da 

neuritogênese e a função da DS no cérebro, e todas mostraram essa atividade, mas 

com alguma peculiaridade (Tabela 1). 

A atividade neurogênica foi observada usando DS da ascídia S.plicata, que 

contém pequena proporção (5%) de unidades de iD com peixe-bruxa (lampreia) que 

compreende (68%) (Hikino et al., 2003). Entretanto, em uma comparação entre DS 

de S. plicata e P. nigra, foi observada uma atividade promotora de crescimento de 

neuritos significativa usando P. nigra, que resultou em características morfológicas 

específicas. O DS de P. nigra que contém uma grande quantidade de estrutura iD 

(60%), induziu a soma de células neuronais achatadas e neurites mistas semelhantes 

a dendritos. Por outro lado, o DS de S. plicata exibiu apenas uma modesta atividade 

promotora de crescimento de neuritos (Hikino et al., 2003; Bao et al., 2005; Pavão, 

2014). 

O ouriço-do-mar embrionário, que possui 74% da unidade iE de DS, induziu os 

prolongamentos de neuritos mais longos na cultura neuronal do hipocampo em 

comparação com os DS das ascídias. No entanto, os efeitos sobre a área de soma e 

número de neurites/células primárias foram melhor observados pelo DS de P. nigra 

(Tabela 1; Hikino et al, 2003). 

Muitos estudos sugerem que o DS é responsável pelo efeito sobre os 

neurônios e este aspecto parece ser dependente da interação do DS com um fenótipo 

particular de neurônio. Múltiplas unidades de DS exibiram a promoção do crescimento 

de neuritos de natureza axônica e dendrítica nos cérebros embrionários cultivados 

(Lafont et al., 1992; Faissner et al., 1994; Nandini et al., 2005; Yamauchi et al., 2011). 

No SNC, sabe-se que o DS interage com fatores de crescimento e fatores 

neurotróficos no processo neural, orientação axonal e crescimento de neuritos 

(Sugahara e Mikami, 2007), promovendo o crescimento axônico (Bradbury et al., 

2002), migração neural e neuritogênese (Sugahara et al., 2003), aparentemente 
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regulando a diferenciação e proliferação de células neuronais. Nesse processo, os 

padrões de sulfatação das cadeias de DS parecem influenciar diretamente a ligação 

das proteínas ativas (Yamada e Sugahara, 2008; Berezin et al., 2016). 

Tem sido relatado que dermatam 4-O-sulfotransferase 1 (Chst14 -/-), uma 

enzima chave na síntese de IdoA encontrados no DS, mas não condroitina 4-O-

sulfotransferase-1 (Chst11) específico para CS, regula a proliferação e neurogênese 

de células-tronco neurais (NSCs), indicando que CS e DS desempenham papéis 

distintos no self -renovialização e diferenciação de NSCs (Akyüz et al., 2013).  
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3. JUSTIFICATIVA 

Dados da Organização Mundial da Saúde (Who, 2011) prevê que, embora hoje 

a população mundial com mais de 65 anos seja estimada em 8,5%, esse número 

chegará a 17% em 2050. Nesse contexto, a solução de doenças neurodegenerativas 

atuais associadas principalmente ao envelhecimento se tornam mais premente do 

que nunca (He et al., 2016). Em 2017, comemoramos um sombrio 200º aniversário 

desde a primeira descrição da doença de Parkinson (DP) e sua sintomatologia 

relacionada. Dois séculos depois que essa doença debilitante foi identificada pela 

primeira vez, encontrar uma cura continua sendo uma meta esperançosa, e não um 

objetivo atingível no horizonte (Rizzie e Tan, 2017). 

As terapias atualmente disponíveis para a DP não conseguem impedir a 

progressão da doença. As opções de tratamento hoje utilizadas na clínica são 

capazes de controlar os sintomas motores através do aumento dos níveis de 

dopamina no cérebro ou imitando os efeitos da dopamina (Singh et al., 2007). A 

terapia mais utilizada é com a levedopa, sendo altamente efetiva durante os primeiros 

estágios do tratamento, no entanto, com o tratamento prolongado, os pacientes 

tendem a desenvolver complicações motoras levando a discinesia (Nagatsu et al., 

2009). Outra opção terapêutica que está sendo muito investigada seria os agentes 

neuroprotetores, cuja importância está nas suas propriedades antioxidantes, estes 

poderiam ser capazes de mudar o curso da doença, barrando a neurodegeneração. 

Muitos agentes potencialmente neuroprotetores tem sido identificado e requerem 

testes clínicos (Hart et al., 2009).  

Entendemos que este estudo se justifica pela possibilidade de compreensão 

das alterações neuroquímicas (viabilidade celular) induzidos por modelo de lesão 

neurológica química pela administração in vitro da rotenona em cultura de células de 

neuroblastoma murino NEURO-2A, que é um importante modelo das patologias 

neurológicas. O presente estudo também se propõe a avaliar a efetividade 

neuroprotetora e antioxidante do tratamento com o DS de P. nigra, contribuindo assim 

para pesquisas na área de investigação pré-clínica de doenças neurodegenerativas, 

possibilitando a maior compreensão entre a associação de respostas regenerativas e 

protetivas com mecanismos celulares envolvidos nesse processo.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. OBJETIVO GERAL 

O presente estudo teve como objetivo investigar o papel neuroprotetor e 

antioxidante do DS isolado da ascídias da espécie P. nigra em cultura de células de 

neuroblastoma murino NEURO-2A, após lesão química pelo pesticida rotenona. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Extração, purificação e identificação do DS de P. nigra; 

• Avaliação da atividade mitocondrial das células da linhagem de neuroblastoma 

NEURO-2A após incubação com a rotenona e com o DS de P. nigra; 

•  Análise morfológicas e da viabilidade celular das células NEURO-2A após 

incubação com rotenona e DS de P. nigra;  

• Análise ultraestrutural das células NEURO-2A após incubação com a rotenona 

e DS de P. nigra; 

• Análise da produção de espécies reativas de oxigênio das células NEURO-2A 

após incubação com a rotenona e o DS de P. nigra; 

• Análise do sistema antioxidante das células NEURO-2A após incubação com 

a rotenona e o DS de P. nigra;  

• Análise do dano celular, através da peroxidação lipídica.   



 

34 
 

5. METODOLOGIA 

5.1. COLETA DAS ASCÍDIAS 

Espécies adultas da ascídia P. nigra, foram coletadas no Porto do Forno, 

Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brasil. A coleta de ascídias foi aprovada pelo Sistema 

de Autorização e Informação em Biodiversidade (SISBIO), no. 60330-1. 

 

5.2. EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DO DERMATAM SULFATO 

As vísceras das ascídias P. nigra foram retiradas e deslipidadas em acetona a 

4 oC, por 24 h. Em seguida, o conteúdo foi levado a estufa (60°C) até que toda acetona 

se evapore e obtivessemos o peso seco, denominado pó cetônico. Depois, para 

extração proteolítica, foi adicionado papaína na proporção de 10% do peso do pó 

cetônico obtido, e tampão digestão pH 5,5 (0,1 M acetato de sódio, 5mM de EDTA, e 

5mM de cisteína) utilizando o volume de 10 vezes o peso do pó cetônico. Em seguida 

as amostras foram levadas para banho-maria a 60°C por 24 horas. Posteriormente, 

os tecidos foram centrifugados a 9000 rpm por 10min e foi retirado e separado o 

sobrenadante. O precipitado foi submetido à nova incubação com papaína, sob as 

mesmas condições descritas anteriormente por mais duas vezes.  

 Ao sobrenadante que continham, os polissacarídeos foram adicionados uma 

solução de cloreto de cetilpiridina (concentração final 0,5%), seguido de 2 volumes de 

etanol 95%, e mantido a 4ºC por 24h para a precipitação. Após, a amostra foi 

centrifugada, o sobrenadante descartado e o pellet lavado com CPC 0,05% por 7x, e 

ao pellet foi adicionado solução de 2,0M 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 24h a 4ºC. Seguiu-se centrifugação, descarte do 

sobrenadante e lavagem do pellet duas vezes com etanol 80%. Seguiu-se nova 

centrifugação e secagem do pellet por 24h. Em seguida, as amostras foram 

ressuspendidas em água deionizada e adicionado quantidades crescentes de etanol 

absoluto, (50% v/v, 75% v/v e 100% v/v) e levadas a 4ºC por 1 dia para completa 

precipitação dos GAGs. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (14.000 rpm 

por 10 minutos) e o sobrenadante com etanol foi descartado obtendo-se as frações 
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de GAGs. As frações foram dialisadas extensivamente contra água deionizada 

durante 24 h e posteriormente liofilizadas (Labconco FreeZone 4.5L) para a secagem 

do resíduo a 5 °C sobre P205 no vácuo (Figura 7). 

 

Figura 7 - Esquema de extração e purificação dos GAGs 

 

5.3. DOSAGEM DE ÁCIDO HEXURÔNICO (MÉTODO DE CARBAZOL) 

Os GAGs totais das amostras de P. nigra após o processo de extração foram 

quantificados pela dosagem de ácido hexurônico, utilizando a técnica de reação com 

carbazol (Dische, 1946). Esse método baseia-se no desenvolvimento de cor pela 
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ação de compostos orgânicos como o reagente Carbazol. A dosagem de ácido 

hexurônico foi realizada com 10μL de amostra, aos quais se adicionou 190μL água 

deionizada e 1,0mL de ácido sulfúrico com borato (tetraborato de sódio 0,4%). Depois 

disso, a amostra foi aquecida por 10min a 100°C e resfriada à banho de gelo e 

adicionou-se 40μL de carbazol (0,1% em etanol). Logo depois, ela foi aquecida 

novamente por 12min a 100°C e resfriada à banho de gelo. A leitura foi realizada no 

espectrofotômetro (Multiskan Go Thermo scientific®) em comprimento de onda à 

525nm. A concentração do GAG foi determinada por meio de uma curva-padrão de 

glicuronolactona (0,5mg/mL) (Swann 1968). 

 

5.4. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE  

Para a identificação do DS dentre os demais GAGs obtidos durante o processo 

de extração foi realizado a eletroforese em gel de agarose com as amostras intactas 

e previamente incubadas com enzimas ou realizado tratamento químico utilizadas 

para identificação dos GAGs. 

Assim para identificar o CS e o DS foi usado o tratamento enzimático com 

condroitinase AC (Sigma-C2262) e ABC (Sigma-C3667) e para identificar o HS foi 

feito tratamento químico com ácido nitroso.  

A enzima Condroitinase ABC catalisa a degradação eliminativa de 

polissacarídeos contendo as ligações 1,4-β-D-hexosaminil e 1,3-β-D-glucuronosil ou 

ligações 1,3-α-L-iduronosil de dissacarídeos que contenham o grupo 4-deoxi-β-Dgluc-

4-enuronosil. Sendo assim, atua sobre o C4S, C6S e DS.    

Para a reação de deaminação a solução a ser utilizada foi de ácido nitroso 

preparado na proporção de 1:1 v/v de ácido Sulfúrico 0,5M e nitrito de sódio 1M. O 

ácido nitroso faz uma clivagem deaminativa que causa a despolimerização das 

cadeias de heparina e HS (Norgard-Sumnicht 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 ácido idurônico. Como esta 

é uma reação deaminativa, a clivagem independe da presença das sulfatações 
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fazendo com que esta seja específica para heparina e HS, não agindo sobre CS e DS 

(Shively e Conrad 1976). 

As amostras obtidas foram ressuspendidas em água deionizada e foram 

incubados com condroitinase ABC ou condroitinase AC (em tampão 50mM Tris-HCl 

pH 8,0, contendo 5mM de EDTA e 15mM de acetato de sódio) e incubadas a 37ºC 

overnight, ou incubadas em solução de ácido nitroso à temperatura ambiente por 90 

minutos. Após período de incubação as amostras foram aplicadas (~15ug) em 0,8% 

de gel de agarose, em seguida, foi realizada a eletroforese (BioRad/ Power PacTM 

Basic 041BR93482). Uma mistura de GAGs padrão, contendo CS e Hep foram 

aplicadas em um gel por 1h a 100mV. Após a eletroforese, os GAGs foram fixados no 

gel com uma solução aquosa de brometo de cetilmetilamônia 0,1% (CETAVLON) e 

corados com 0,1% azul de toluidina em solução de ácido acético: etanol: água 

(0,1:5:5, v/v/v). 

 

5.5. LINHAGEM CELULAR E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

Utilizamos neste estudo a linhagem celular NEURO-2A (ATCC; Richmond, VA, 

USA) que é um clone derivado de neuroblastoma espontâneo de camundongo (Klebe 

e Ruddle, 1969), gentilmente cedida pela professora Dra Célia Yelimar Palmero 

Quintana da UFRJ-Macaé. Essas células produzem grandes quantidades de 

proteínas microtubulares, que participam do fluxo axoplasmático e da enzima de 

degradação da acetilcolina e a aceticolinesterase (Jordan et al., 2005). Essa linhagem 

tem sido muito utilizada como modelo neuronal in vitro em estudos com diversos 

agentes indutores de toxicidade e de morte celular, inclusive os gerados pelo estresse 

oxidativo (Calderón et al., 1999).  

As células foram cultivadas em meio Dulbecco MEM-F12 (DMEM/F12; Cultilab, 

Campinas, SP, Brasil) contendo 10 U.I./mL de penicilina, 10 µg/mL de estreptomicina 

e 10% de SFB, 2 mM de glutamina e 5,6 mM de glicose, em uma incubadora com 

atmosfera umidificada à 37 °C de 5% de CO2 por 2 dias antes dos tratamentos. 
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5.6. DESENHO EXPERIMENTAL  

Primeiramente as células foram mantidas em cultura por três dias para que 

houvesse adesão, recuperação do procedimento de isolamento e reorganização 

parcial das células. Após três dias em cultura, boa parte das células mortas e/ou não 

aderidas foi removida por lavagem suave das garrafas de cultura com PBS. O ensaio 

foi realizado em três experimentos independentes (n = 3) e em em triplicata por grupo 

estudado, e para tais os respectivos grupos foram estabelecidos: I) Controle; II) 

controle do solvente empregado, DMSO (Dimetilsulfóxido – Sigma- M81802); III) 

Rotenona; IV) DS de P. nigra; V) Rotenona + DS de P. nigra. A exposição das células 

de NEURO-2A foi realizada através da substituição do meio de cultura por novo meio 

contendo as mesmas suplementações durante 72 horas em placas de 3,5 cm de 

diâmetro. A densidade das células NEURO-2A de 10x104 células por poço, em meio 

DMEM/F12 suplementado com 10 U.I./ml de penicilina, 10 µg/ml de estreptomicina e 

10% de SFB, 2 mM de glutamina e 5,6 mM de glicose.  

Grupo I: Controle; 

Grupo II: Controle (somente DMSO); 

Grupo III – Rotenona: As células NEURO-2A foram incubadas com rotenona na 

concentração de 0,12, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 µM, a fim de encontrar o EC50. 

Grupo IV – DS de P. nigra: As células de NEURO-2A foram incubadas com DS de P. 

nigra na concentração de 0,75, 1,5, 3,0, 6,0 e 12,0 nM, a fim de encontrar o EC50. 

Grupo V – Rotenona + DS de P. nigra: As células NEURO-2A foram incubadas com 

o valor de EC50 encontrado para a rotenona e para a melhor dose resposta do DS de 

P. nigra, respectivamente. 

 

5.7. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR 

O potencial danoso da rotenona e neuroprotetor do DS de P. nigra foi avaliado 

através de microensaio colorimétrico utilizando MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-
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difenil brometo de tetrazólio;Sigma-M2128). É 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 glicídeos usualmente através 

da avaliação da atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade 

mitocondrial, e consequentemente, a viabilidade celular, é quantificada pela redução 

do MTT (um sal de coloração amarela e solúvel em água) a formazan (sal de 

coloração arroxeada e insolúvel em água) pela atividade daquelas enzimas. Dessa 

forma, a redução do MTT a formazan, será diretamente proporcional à atividade 

mitocondrial e a viabilidade celular (Mosmann 1983). As células foram mantidas em 

estufa à 37 0C, com 5% de CO2 e umidade controlada por 72h. Em seguida, foram 

adicionados em cada poço 10μL de MTT (5 mg/mL) para cada 100μL de cultivo. As 

placas foram mantidas em estufa por mais 2 horas para a metabolização do MTT. 

Após esse período o sobrenadante foi retirado de cada poço e depois adicionados 

200μL de DMSO, homogeneizando bem para permitir a solubilização dos cristais de 

formazana. A leitura dos valores da absorbância da placa de 96 poços foi realizada 

em espectrofotômetro (Multiskan Go Thermo scientific®) em comprimento de onda à 

570nm. O ensaio foi realizado em três experimentos independentes (n = 3) e em em 

triplicata por grupo estudado.  

Como controles negativos as células foram incubadas com o meio de cultura e 

com meio e DMSO, na mesma concentração em que o composto foi diluído na 

solução estoque. 

 

5.8. AVALIAÇÕES MORFOLÓGICAS POR MICROSCOPIA DE LUZ 

A morfologia celular foi analisada por microscopia de luz em objetiva de 

contraste de fase, onde foram observadas a presença dos prolongamentos neuríticos, 

corpos apoptóticos e o formato celular, após os diferentes tratamentos 

correspondentes aos grupos experimentais. Na sequência foi realizada a captura de 

imagem com câmera digital acoplada a microscópio invertido (Leica-CTR4000) com 

aumento de até 400x. O ensaio foi realizado em três experimentos independentes (n 

= 3) e em em triplicata por grupo estudado.  
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5.9. QUANTIFICAÇÃO DO CRESCIMENTO DE NEURITOS 

Após tratamento por 72h com DS de P. nigra   e rotenona, quatro imagens de 

contraste de fase das células com ampliação de 200x foram obtidas aleatoriamente 

de cada poço. Os comprimentos dos neuritos foram medidos usando o software NIH 

ImageJ, versão 1.47t. O número de neuritos emergentes do soma e a soma de todas 

as medições de neuritos por neurônio por imagem foram analisados. O ensaio foi 

realizado em três experimentos independentes (n = 3) e em em triplicata por grupo 

estudado.  

 

5.10. ANÁLISE MORFOLÓGICA DA VIABILIDADE E MORTE CELULAR 

Para a visualização de características apoptóticas nas células, três corantes 

fluorescentes foram empregados: o 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI) fluoróforo  

marcador de viabilidade celular, pois ao se ligar a dupla fita de DNA nos permite inferir 

sobre a sobrevivência da célula  (Kapuscinski, 1995); iodeto de propídeo (IP) que 

penetra células com membrana celular rompida (Rosenberg et al., 2019) e diacetato 

de fluoresceína (DAF) que é absorvido pelas células, que convertem o DAF não 

fluorescente no metabolito verde fluorescente. O sinal medido serve como indicador 

para células viáveis, pois a conversão é dependente de esterase (Boyd et al., 2008).  

Todos os corantes foram adquiridos da Sigma (DAPI- D9542, IP- P4170 e DAF- 

F7378, respectivamente).  

As células tratadas foram mantidas em estufa a 37 0C, com 5% de CO2 e 

umidade controlada por 72h e foram incubadas em meio DMEM/F12 com, IP (12 

µg/mL) e DAF (6 µg/mL) por  30 minutos à 37º C. E para marcação de DAPI as células 

foram previamente fixadas com PFA 4% por 15 min e coradas com DAPI (10000 

µg/mL) por 3min.  

Para visualização das células foi utilizado microscópio de fluorescência 

invertido (Leica-CTR4000) equipado com filtro triplo para DAPI, FITC e Rodamina e 

analisados 4 campos aleatórios por poço sendo discriminadas as células normais, 
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apoptóticas e necróticas que apresentaram coloração diferenciada. Imagens de 

fluorescência das células com ampliação de 200x foram obtidas aleatoriamente de 

cada poço. O ensaio foi realizado em três experimentos independentes (n = 3) e em 

em triplicata por grupo estudado.  

 

5.11. MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

Para avaliação da ultraestrutura celular, as células NEURO-2A foram 

plaqueadas em volume de 0,5 mL/poço (10x104 cels/mL) em placas de cultivo celular 

de 24 poços. Em seguida, foram adicionados 0,5 mL/poço da rotenona e/ou DS de P. 

nigra   nas concentrações finais de 1,0 μM e 1,5 nM respectivamente, incubadas por 

72h em estufa (37 °C e 5% de CO2). Após o período de incubação dos grupos 

experimentais, as células lavadas 2x com Tampão fosfato Salino (PBS, pH 7,2). O 

sobrenadante foi desprezado e as células foram fixadas por 15 minutos a 25°C com 

2,5% glutaraldeído em 0,1M tampão cacodilato de sódio pH 7,2. Após a fixação as 

células foram lavadas 2x no mesmo tampão, durante 5 minutos cada etapa. Em 

seguida as células foram, pós-fixadas com tetróxido de ósmio 2% 20 min a 25°C e 

lavadas 3x com o mesmo tampão e desidratadas em séries crescentes de álcool: 

30%, 50%, 70%, 90% e a 100% 3x (durante 20 minutos cada etapa). As amostras 

foram secas em aparelho de ponto crítico Bal-Tec CPD 030 Critical Point Dryer, 

montadas em stubs, pulverizadas com ouro (20 nm) no aparelho Sputter Coater 

DSC050 e observadas no Microscópio eletrônico de varredura Jeol JSM6390LV da 

Plataforma de Microscopia Eletrônica Rudolf Barth, no Pavilhão Carlos Chagas da 

Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. 

 

5.12. HOMOGENEIZAÇÃO DAS AMOSTRAS  

As amostras foram colocadas em gelo, submetidas ao ultrassom por 2 min em 

gelo, após acréscimo do tampão de homogeneização (20 mM Tris base, EDTA 1 mM, 

ditiotreitol 1 mM, KCl 150 mM e Sacarose 250 mM, pH 7,6). O Tris é um composto 

orgânico com fórmula (HOCH2)3CNH2, conhecido como 

tris(hidroximetil)aminometano, e utilizado como substância tamponante. O EDTA, 
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ácido etilenodiamino tetra-acético é um composto orgânico que age como agente 

quelante, formando complexos muito estáveis com diversos íons metálicos, entre eles 

magnésio e cálcio, em valores de pH acima de 7, como é o caso do tampão utilizado 

neste trabalho. Este composto inibe assim a ação de proteases cálcio dependentes. 

DTT, ditiotreitol, é um agente redutor que quebra pontes dissulfureto, entre 

aminoácidos como cisteína e metionina, reduzindo esta ligação. A sacarose tem a 

capacidade de precipitar proteínas e manter as condições ótimas de pH. Cloreto de 

potássio (KCl) é utilizado para promover o equilíbrio ácido-base na solução (Adler e 

Fraley 1977).  

Após homogeneização das amostras dos grupos experimentais descritos 

acima as mesma foram centrifugadas a 9.000 x g por 30 min a 4°C. Foi utilizada a 

proporção de 1:5 de amostra e tampão v/v; ou seja, o volume da amostra vezes 5 que 

então fornecia o volume de tampão a ser adicionado. Depois de homogeneizado e 

centrifugado, foi retirado o sobrenadante que foi divido em cinco alíquotas para 

posterior análise de proteínas totais, superóxido dismutase (SOD), atividade da 

catalase (CAT), espécies reativas de oxigênio (EROs) e capacidade antioxidante total 

contra os radicais peroxil (ACAP). 

 

5.13. QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS 

Com a finalidade de normalizar os dados obtidos nos diferentes ensaios 

bioquímicos, foi necessária a quantificação de proteínas totais nas amostras. Durante 

os ensaios reservaram-se 100 µL das amostras para quantificação de proteínas. Em 

microplaca, adicionou-se 10 µL do sobrenadante das amostras (triplicatas) seguidos 

de 200 µL do reativo de Bradford (“Coomassie brilliant blue” BG-250) e procederam-

se as leituras de absorbância à 595 nm. Como branco utilizou-se água deionizada 

adicionado de Bradford. A concentração de proteínas foi determinada a partir da 

comparação dos valores de absorbância com àqueles provenientes de curva-padrão 

de BSA (albumina de soro bovina) nas concentrações de 0, 125, 250, 500, 750 e 1000 

µg de BSA por mL de volume final de solução (Bradford, 1976). A curva-padrão e os 

grupos experimentais foram feitos em triplicata por concentração de BSA.  
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5.14. DOSAGEM DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO  

Os níveis de EROs intracelulares foram analisados através do reagente 

H2DCFDA (Sigma-D6883). Ao H2DCFDA entrar na célula é clivado pelas enzimas 

esterases e, então, oxidado na presença de ERO gerando fluorocromo, que é 

detectado utilizando-se comprimentos de onda de 488 e 525 ng/mL para a excitação 

e emissão, respectivamente. Para tanto, utilizamos alíquotas das células dos grupos 

experimentais recém-lisadas. Os reagentes utilizados foram tampão de reação, 

composto por 30M de ácido etanosulfônico 4.2-hidroxietil piperazina-1 (HEPES), 

200mM de KCl, 1mM de cloreto de magnésio (MgCl2) dissolvidos em água deionizada 

com pH ajustado em 7,2. Ao momento da dosagem foi preparada uma solução 

estoque de 16µM de H2DCFDA dissolvido em etanol 100%. Foi preparada também 

uma solução de 4mM de 2,2′-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride 

(ABAP; Sigma - 440914), dissolvido em água deionizada. Para o ensaio, em cada 

poço adicionou-se 127,5 µL de tampão de reação, 7,5 µL de extrato de células, 10 µL 

de água deionizada para as amostras sem ABAP ou 10 µL de solução de ABAP, por 

este ser um gerador de radicais peroxil. Imediatamente antes de iniciada as leituras 

de fluorescência foi colocado 1 µL de solução de H2DCFDA. A seguir foi efetuada 

uma leitura imediata (leitura tempo zero) e logo a cada 5 minutos até completar 120 

minutos em fluorímetro de placas (Víctor 2, Perkin Elmer). As leituras foram realizadas 

à 37 oC para promover a geração de peroxi-radicais através da termólise do ABAP. 

 

5.15. ANÁLISE DO SISTEMA ANTIOXIDANTE 

5.15.1. Determinação da atividade da superóxido dismutase 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada na inibição da 

reação do radical superóxido com a adrenalina, quando ocorre a oxidação da 

adrenalina, um adrenocromo é formado, e este é detectado pelo espectrofotômetro 

(Multiskan Go Thermo scientific®) à 480ng/mL com tempo total de 2 minutos e 

intervalo de tempo de 30 segundos. Uma unidade de SOD equivale a quantidade de 

enzima que inibe 50% a velocidade de oxidação da adrenalina (Beauchamp e 

Fridovich, 1971). Os reagentes utilizados foram tampão de reação (carbonato de 

sódio 0,05M; EDTA anidro 0,04M; dissolvido em água deionizada, pH 10,2) e 0,3 M 
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de adrenalina (Epinefrina tratate – C12H19NO9) diluída em água deionizada. Após a 

calibração do equipamento com 995µL tampão de reação e 5µL de adrenalina 0,3 M 

em uma cubeta de quartzo, foi acrescentado 985µL de tampão de reação, 10 µL de 

amostra, 5µL de adrenalina 0,3 M. Os experimentos foram feitos em triplicata de cada 

grupo experimental. 

 

5.15.2. Determinação da capacidade antioxidante total contra radicais peroxil 

(ACAP) 

 Este método quantifica a capacidade que a célula após exposição com 

rotenona e DS de P. nigra   terá em neutralizar as ERO geradas pela decomposição 

do ABAP (gerador de radicais peroxil), incluindo as defesas antioxidantes enzimáticas 

e/ou não enzimáticas, através do cálculo da área relativa. Os reagentes utilizados 

foram tampão de reação, composto por 30M de HEPES, 200mM de KCl, 1mM de 

MgCl2 dissolvidos em água deionizada com pH ajustado em 7,2. Ao momento da 

dosagem foi preparada uma solução estoque de 16µM de H2DCFDA dissolvido em 

etanol 100%. Foi preparada também uma solução de 4mM de ABAP, dissolvendo em 

de água deionizada. Para o ensaio, em cada poço adiciona-se 120 µL de tampão de 

reação, 15 µL de extrato de células, 10 µL de água deionizada para as amostras sem 

ABAP ou 10 µL de solução de ABAP, por este ser um gerador de radicais peroxil. 

Imediatamente antes de iniciada as leituras de fluorescência foi colocado 2 µL de 

solução de H2DCFDA. A seguir foi efetuada uma leitura imediata (leitura tempo zero) 

e logo a cada 5 minutos até completar 120 minutos em fluorímetro de placas (Víctor 

2, Perkin Elmer). As leituras foram realizadas a 37 oC para promover a geração de 

peroxi-radicais através da termólise do ABAP (Amado et al., 2009). 

 

5.15.3. Determinação da atividade da catalase 

 A atividade da catalase (CAT) foi mensurada a partir da taxa de decréscimo de 

peróxido de hidrogênio a 240 ng/mL absorbância de, representada por U/mg de 

proteína (Aebi, 1984). Para esse ensaio, utilizou-se a solução de peróxido de 

hidrogênio (10 mM) em tampão de reação (Tris base 1M, EDTA 5mM; 25°C; pH 8,0) 

preparada e titulada no dia da análise. Após a calibração do equipamento em uma 
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cubeta de quartzo, foram colocados 990µL da solução de H2O2 e 10 μL de amostra, 

a reação foi detectada pelo espectrofotômetro (Multiskan Go Thermo scientific®) à 

240ng/mL com tempo total de 60 segundos e intervalo de tempo de 15 segundos. As 

amostras foram analisadas em triplicata. 

 

5.16. PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 

 A produção de hidroperóxidos lipídicos foi verificada pelo método de FOX 

(Ferrous Oxidation / Xylenol Orange Method). Esse método tem por princípio a rápida 

oxidação do Fe+2 mediada por peróxidos sob condições ácidas e posterior formação 

do complexo Fe+3 - laranja de xilenol (fonte de absorção de luz) na presença do 

estabilizador hidroxitolueno butilado (Jiang et al., 1991, 1992). As amostras foram 

colocadas em gelo, submetidas ao ultrassom por 2 min, após acréscimo de metanol 

PA (200 µL) e centrifugadas a 9.000 x g por 10 min a 4°C. Para as leituras, 20 µL do 

sobrenadante da amostra mais 180 µL de meio de reação [(laranja de xilenol a 1 mM, 

H2SO4 a 0,25 M, FeSO4.NH4 (sulfato ferroso amoniacal) a 1mM (acrescentados na 

sequência descrita em metanol a 90%)] e água deionizada suficiente para obter 350µL 

de volume final foram adicionados em microplaca. Após 30 min de incubação a 

temperatura ambiente em microplacas tampadas, para reduzir a evaporação do 

metanol, foi adicionado 1 mM hidroperóxido de cumeno (CHP, sigma), procedeu-se a 

medida de absorbância a 580 nm. O branco foi preparado pela substituição do extrato 

de células por água. e a absorbância lida à 580 nm. Os níveis de lipoperoxidação 

serão expressos em termos de equivalentes de hidroperóxido de cumeno de acordo 

com Monserrat et al., (2003). 

 

5.17. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Os dados brutos foram coletados a partir de uma série de ensaios 

independentes. Dados que descrevem os efeitos neuroprotetores e antioxidantes do 

DS de P. nigra analisados por atividade mitocondrial, produção morfométrica, ROS e 

LPO, sistema antioxidante, foram aplicados a Kolmogorov-Smirnov para avaliar a 

normalidade das distribuições. Posteriormente, os resultados dos grupos controlem e 
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experimental foram comparados pelo teste paramétrico ANOVA seguido pelo teste 

pos-hoc Tukey de comparação múltipla. Os resultados são expressos como a média 

± erro, e as diferenças foram consideradas estatisticamente significantes com p 

<0,05. As análises foram feitas com o uso do GraphPad Prism versão 7.00 da 

GraphPad Software, Inc. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. EXTRAÇÃO, PURIFICAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE DS DE P. nigra 

6.1.1. Extração e purificação dos GAGs totais 

No total, foram realizadas três extrações (1, 2 e 3). Os rendimentos foram 

decrescentes no decorrer das extrações, totalizando 1,2% (1a), 0,3% (2a) e 0,2% (3a) 

(Figura 8). 
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Figura 8 - Rendimentos por extração dos polissacarídeos totais obtidos nas extrações 
de GAG da ascídia Phallusia nigra. 

 

A purificação dos polissacarídeos por precipitação seriada em etanol resultou 

na separação de três diferentes frações (50%, 75% e 100%) (Figura 9). A maior 

metacromasia foi obtida para a fração 75% da 1a e 3a extração.  
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Figura 9 - Rendimentos por extração das frações de polissacarídeos totais 
precipitadas em etanol. 

 

A utilização da enzima papaína durante o processo de extração e o CPC na 

etapa de precipitação dos polissacarídeos totais, presentes nas vísceras da P. nigra 

resultou em 2,711 mg. O maior rendimento (2,76%) foi obtido na fração de 75% 

quando comparada as demais frações obtidas (Tabela 2).  
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Tabela 2 - Detalhamento das frações obtidas. 

Fração 
Proteína 
total (ug) 

GAG (μg) 
Tecido 

seco (mg) 
GAG/tecido 

seco (μg/mg) 
Rendimento 

(%) 

50% 0,00 159,77 15570 0,01 0,9 

75% 0,00 758,45 15570 0,05 2,76 

100% 0,00 1793,45 15570 0,12 0,1 

Total 0,00 2711,67 15570 0,17 3,75 

 

6.1.2. Análise Eletroforética 

As frações de 50%, 75% e 100% foram analisadas por eletroforese em gel de 

agarose (0,8%), como apresentados na Figura 10a. O procedimento eletroforético das 

frações de DS de P. nigra mostrou um perfil migratório similar ao padrão de DS.  
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Figura 10 - Isolamento e caracterização de polissacarídeos totais de P. nigra. (B) 
Polissacarídeos extraídos antes (-) e após a incubação (+) com condroitinase AC ou 
ABC e tratamento com ácido nitroso.Tanto em (A) e (B) os polissacarídeos 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 solução de N-cetil-N, N, N-trimetilamónio após 12 h, e 
corado (após secagem) com 1% de azul de toluidina. Como padrão foi utilizado uma 
mistura de glicosaminoglicanos de mamífero de 4-sulfato de condroitina (CS) e 
heparina (Hep). 

 

A fração de 75% revelou uma banda com intensa metacromasia quando 

comparada a banda de 50% e 100%, sugerindo, a estas, uma menor presença de 

grupos sulfatados na estrutura química desse polissacarídeo.  

A fração de 75% foi submetida ao tratamento enzimático com condroitinase 

ABC, que cliva as cadeias de DS, com condroitinase AC que cliva as cadeias do CS 

e DS, e com o ácido nitroso que cliva Hep/HS por apresentar ligação glicosídica de 

glucosamina N-sulfatada.  

Após os tratamentos, a amostra foi submetida à análise por eletroforese em 

gel de agarose. Uma banda metacromática que migra como DS, foi degradada pelo 

tratamento químico com a condroitinase ABC, mas não foi degradada pela 
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condroitinase AC nem pelo ácido nitroso, indicando a presença de DS purificado na 

fração (Figura 10b). O polímero DS foi previamente caracterizado por Pavão et al. 

1995.  

 

6.2. DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR POR ENSAIO DE MTT 

Em uma etapa inicial as células foram expostas a concentração de 0,12-2,0 

µM de rotenona e 0,75-12 nM de DS de P. nigra, e, após foram avaliadas quanto a 

viabilidade celular pelo ensaio de MTT, após 72 horas. Nossos resultados com esses 

períodos de exposição à rotenona mostraram uma resposta dose-dependente quanto 

a atividade mitocondrial. O grupo rotenona apresentou EC50 de 1,0 µM após 72 horas 

de incubação, com diminuição significativa da viabilidade celular em 28%, quando 

comparado ao grupo controle (Figura 11a). Já para o grupo DS de P. nigra nossos 

resultados mostraram uma resposta dose-dependente na atividade mitocondrial. A 

melhor dose observada foi de EC50 de 1,5 nM que apresentou 45% de viabilidade em 

relação ao controle (Figura 11b). 

Baseado nos resultados obtidos, definimos as concentrações para o grupo 

conjugado de rotenona e DS de P. nigra: as células foram incubadas com 1,0 µM de 

rotenona + 1,5 nM de DS de P. nigra por 72 horas e avaliadas quanto a atividade 

mitocondrial por MTT (Figura 11c). Houve diminuição da atividade mitocondrial 

quando comparada ao grupo controle.   
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Figura 11 - Análise da atividade mitocondria pelo método de MTT, na linhagem Neuro-
2A plaqueadas na concentração de 10 x 104 céls/poço. A) exposta a 0,12-2,0 µM de 
rotenona; B) exposta a 0,75-12 nM de DS de P. nigra e C) exposta a 1,0 µM de 
rotenona e 1,5 nM de DS de P. nigra; pelo período de 72 horas. As barras representam 
as médias das triplicatas das análises, com seus respectivos desvios padrões. Os 
resultados são representativos de 3 experimentos independentes e as análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-
teste de Tukey. Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle (*) e 
ao grupo rotenona (#) (p ≤ 0,05).  

 

 

O efeito do DS de P. nigra e da rotenona isolado ou em associação sobre a 

atividade mitocondrial foi avaliado em diferentes tempos de incubação (0-72horas) 

(Figura 12). As células NEURO-2A foram expostas a concentrações pré-

estabelecidas com base no valor de EC50 (como abordado acima), por quatro 
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períodos de tempo distintos. Verificou-se que houve uma redução da atividade 

mitocondrial das culturas expostas à rotenona (tanto o grupo rotenona quanto o grupo 

rotenona + DS) em relação ao grupo controle durante o tempo de exposição (Figura 

12), embora este efeito não tenha se mostrado estatisticamente significativo em 

relação ao grupo DS quando comparado aos demais grupos.  

O grupo DS manteve sua viabilidade durante o período de incubação (0-72hs) 

assim como o grupo rotenona + DS de P. nigra. Não havendo diferenças estatísticas 

quando comparado entre si. 

 

 

Figura 12 - Determinação da viabilidade mitocondrial mediada por rotenona e DS de 
P. nigra em células de neuroblastoma murino NEURO-2A. As barras representam as 
médias das triplicatas das análises, com seus respectivos desvios padrões. Os 
resultados são representativos de 3 experimentos independentes e as análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-
teste de Tukey. (*) Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle (p 
≤ 0,05). 

 

 

O tratamento das células com rotenona e DS no tempo inicial de 0 horas não 

apresentaram mudanças significativas na porcentagem de atividade mitocondrial 

quando comparado ao controle, porém a partir desse tempo a porcentagem de 

atividade mitocondrial diminuiu de forma acentuada para as amostras que foram 

incubadas com 1,0 µM de rotenona. Como pode ser observado no tempo de 24 horas 
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a porcentagem de atividade mitocondrial na presença de 1,0 µM de rotenona isolada 

foi de aproximadamente 39% comparado com o controle, regredindo de maneira 

crescente até o tempo de 72 horas. O grupo rotenona + DS no tempo 72 horas 

mostrou diferença significativa da atividade mitocondrial das células quando 

comparados ao grupo controle, diferentemente do grupo rotenona que mostrou 

diferença significativa em relação ao grupo controle após 48 horas de tratamento. 

 

6.3. AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA  

Após observar o decréscimo na atividade mitocondrial fomos verificar se esse 

decréscimo era referente a diminuição da proliferação celular ou devido a diminuição 

da viabilidade celular. Para isso, utilizamos a microscopia por contraste de fase e a 

técnica de fluorescência utilizando o marcador de núcleo celular DAPI a fim de 

quantificar o número total de células em cultura (Figura 13 e 14). A quantificação 

desses dados nos indicou que aproximadamente 95% das células controle e com DS 

de P. nigra foram marcadas com DAPI, o que nos indica que as células presentes na 

cultura são em sua maioria viáveis. Porém observamos um menor número de células 

nas culturas incubadas com DS de P. nigra (136 ± 5,1 por campo de maior aumento 

(200x); Figura 13E), rotenona (56 ± 1,5 por campo de maior aumento (200x); Figura 

13C) e em conjunto (67 ± 4 por campo de maior aumento (200x); Figura 13G). 

A morfologia das células Neuro-2A mudou após a incubação com Rotenona 

1,0 µM e/ou DS de P. nigra 1,5 nM (Figura 13). As células sob ação da rotenona 

mostraram aspecto arredondado e não ramificado e, aparentemente, houve uma 

redução considerável no número de células na cultura (Figura 13C, D). As células 

incubadas apenas com DS de P. nigra apresentaram aumento da morfologia dos 

ramos nos neurônios, induzindo o crescimento, no entanto, reduziu o número de 

células na cultura (Figura 13E, F). A rotenona e o DS de P. nigra em conjunto 

melhoram o aspecto das células, com a maioria delas apresentando aparência 

arredondada e as outras células com a morfologia ramificada de neurônio preservado, 

menas células na cultura também foram observadas (Figura 13G, H).  
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Figura 13 - Micrografia das células de NEURO-2A. A, C, E e G) Núcleos celulares 
marcados com DAPI (1:1000) emitindo fluorescência azul. B, D, F e H) por contraste 
de fase.  
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Figura 14 - Porcentagem de células presentes em culturas de NEURO-2A expostas 
a Rotenona (1,0 μM) ao DS (1,5 nM). O resultado foi obtido no tempo de 72 h após o 
tratamento com DAPI. Foram analisados 4 campos de células por poço. As barras 
representam o erro padrão. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não 
paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-teste de Tukey. Diferença estatisticamente 
significativa em relação ao controle (*) e ao grupo rotenona (#) (p ≤ 0,05).   

 

Dados da contagem de células e morfologia celular revelaram uma diminuição 

no número de células; portanto, para elucidar se a redução do número de células está 

diretamente correlacionada com a morte celular, usamos corantes fluorescentes DAF 

para colorir células viáveis e IP para células com membrana celular comprometidas. 

A maioria das células no controle (Figura 15A, B, C) e, apenas no DS de P. nigra, são 

viáveis e algumas delas foram coradas por PI (Figura 15G, H, I). Por outro lado, 

menos células foram coradas pelo DAF e a maioria delas foi corada pelo IP após a 

incubação com rotenona e, em comparação, com o controle (Figura 15D, E, F). A co-

incubação de DS de P. nigra com rotenona revelou uma diminuição na coloração de 

IP com mais células viáveis em comparação com células incubadas apenas com 

rotenona (Figura 15J, K, L). Para confirmar os dados obtidos pelas imagens, foi 

realizada a análise morfométrica, uma quantificação de células positivas para DAF e 

IP. Dados do DAF revelaram que a rotenona diminuiu as células viáveis de 100% nos 
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controles para 60% na rotenona. O DS de P. nigra incubado com rotenona (95,32%) 

preservou mais células viáveis semelhantes aos controles (Figura 16A). Além disso, 

as células com membrana comprometidas coradas com IP foram altas em torno de 

103,57%, como esperado, no grupo experimental de rotenona em comparação ao 

controle, que foi de 58,92%. O DS de P. nigra isolado/ou em uma co-incubação com 

rotenona, diminuiu notavelmente as células com membrana comprometida para 

19,40% apenas no DS de P. nigra e para 44,64% na co-incubação de rotenona/DS 

de P. nigra, melhor do que o observado no controle (Figura 16B). 
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Figura 15 - Micrografia das células NEURO-2A para avaliação da viabilidade celular. 
A, D, G e J) Histoquímica com DAF; B, E, H e K) Histoquímica com Iodeto de 
propídeo) C, F, I e L) Sobreposição. Barra de escala: 100µm. N=4 amostras. 

 

. 
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Figura 16 - Porcentagem de células viáveis e apoptóticas em culturas de células de 
NEURO-2A expostas a 1µM de Rotenona e a 1,5 nM de DS. A) células viáveis 
marcadas com DAF; B) células apoptóticas marcadas com IP. O resultado foi obtido 
no tempo de 72 h após o tratamento, empregando diferentes corantes IP e DAF. 
Foram analisados 4 campos de células por poço. As barras representam as médias 
das triplicatas das análises, com seus respectivos desvios padrões. Os resultados 
são representativos de 3 experimentos independentes e as análises estatísticas foram 
realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-teste de Tukey. 
Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle (*), grupo DS (&) e ao 
grupo rotenona (#) (p ≤ 0,05).  

 

 

Para melhor avaliar a alteração na morfologia das células Neuro-2A após a 

incubação com rotenona e/ ou DS de P. nigra, as células com neuritos foram contadas 
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em imagens obtidas por marcação de fluorescência com DAF. Após a incubação com 

1,0 µM de rotenona, as células com neuritos diminuíram de 100% nos controles para 

40% no grupo experimental de rotenona. O DS de P. nigra não melhorou o número 

de células com neurites em uma co-incubação com rotenona (Figura 17A). Além 

disso, o número de neurites por neurônio diminuiu após a incubação com 1,0 µM de 

rotenona e o DS de P. nigra não alterou a característica dessa célula (Figura 17B). 

No entanto, procurando o comprimento dos neurites, como esperado, 1,0 µM de 

rotenona diminuiu o comprimento dos neurites e, por outro lado, apenas o DS de P. 

nigra, melhorou de 50,5 µm nos controles para 105,18 µm (Figura 17C). Após a co-

incubação com rotenona e DS de P. nigra, o comprimento dos neuritos aumentou em 

comparação com a rotenona sozinha, de 16,25 a 39,23 µm (Figura 17C). 
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Figura 17 - Quantificação de neuritos nas células NEURO-2A marcadas com DAF. A) 
Relação entre a presença de neuritos por célula; B) Porcentagem de neurônios com 
prolongamentos; C) Comprimento do prolongamento neurítico. O resultado foi obtido 
no tempo de 72 h após o tratamento (n = 3 experimentos independentes, foram 
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analisados 4 campos de células por poço) utilizando o programa NIH ImageJ, versão 
1.47t. As barras representam as médias das triplicatas das análises, com seus 
respectivos desvios padrões. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste não 
paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-teste de Tukey. Diferença estatisticamente 
significativa em relação ao controle (*) e ao grupo DS (&) (p ≤ 0,05).  

 

 

Os efeitos citotóxicos e alterações morfológicas foram confirmadas pela 

avaliação da ultraestrutura das células NEURO-2A que revelaram modificações da 

integridade da membrana. As células do grupo controle apresentaramm morfologia 

bem definida, com pequenas projeções do citoplasma (filopódios) organizadas de 

forma regular, permitindo observar que as células se mantinham aderidas ao 

substrato (Figura 18A). A incubação com 1,5 nM de DS revelou a presença de 

prolongamentos neuríticos bem compridos, passando de uma forma mais esférica 

observado no controle para uma conformação mais achatada e alongada do corpo 

celular, adquire a morfologia piramidal do corpo celular com neurites longos e 

ramificados emergidos do soma característico de neurônio, confirmando os dados 

observados no contraste de fase e na fluorescência (Figura 18B). 

A rotenona na concentração de 1,0 μM, após 72h de incubação afetou 

drasticamente a morfologia das células comparadas ao controle, com modificações 

da sua morfologia que caracteristicamente correspondem a células apoptóticas, como 

blebbing de membrana, desaparecimento das projeções de membrana, retração dos 

filopódios, com consequente perda de adesão à matriz, passando de uma forma mais 

esférica para uma conformação mais achatada do corpo celular (Figura 18C). 

Em uma co-incubação entre rotenona com DS de P. nigra, observou-se a 

presença de projeções dos filopódios do citoplasma, aparência arredondada e 

pequenos neuritos emergidos do soma. Em comparação com as células incubadas 

isoladamente com o DS de P. nigra, o comprimento dos neuritos é menor (Figura 

18D). 
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Figura 18 -Eletromicrografia de varredura de células NEURO-2A incubadas com 
rotenona e DS de P. nigra durante 72h. N=2.  
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6.4. ANÁLISE DO ESTRESSE OXIDATIVO 

Além disso, do papel do DS de P. nigra na viabilidade e morfologia celular, 

decidimos investigar se o efeito neuroprotetor observado nos experimentos realizados 

aqui estava correlacionado ao efeito antioxidante do DS de P. nigra, uma vez que a 

rotenona é descrita como indutora de estresse oxidativo. 

Como esperado a incubação com rotenona apresentou aumento da produção 

de ROS quando comparado ao grupo controle. O grupo DS de P. nigra não induziu 

aumento de ROS e sua incubação concomitante com a rotenona, diminuiu a produção 

de EROs em 67% em relação ao controle indicando que o DS de P. nigra tem ação 

antioxidante (Figura 19).  

 

 

Figura 19 -Efeitos do DS e rotenona isolada ou em conjunto sobre a produção de 
ROS em células NEURO-2A. As barras representam as médias das triplicatas das 
análises, com seus respectivos desvios padrões. Os resultados são representativos 
de 4 experimentos independentes e as análises estatísticas foram realizadas pelo 
teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-teste de Tukey. Diferença 
estatisticamente significativa em relação ao grupo rotenona (#) (p ≤ 0,05).  
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6.4.1. Análise do sistema antioxidante 

Para avaliar se a atividade antioxidante suposta pelo experimento da 

quantificação de ROS era através da ação direta da molécula de DS inativando as 

ROS ou se era por ação na atividade das enzimas do sistema antioxidante, a atividade 

das enzimas SOD, CAT e ACAP foram realizados. 

Para a SOD a dimunuição causada pela incubação com rotenona foi de 78% 

em relação ao controle, sendo essa dimuição a mais expressiva dos grupos. O grupo 

DS mostrou um aumento de 65% em relação ao controle assim como o grupo 

rotenona + DS apresentou atividade de SOD de 43% (Figura 20). 

 

 

Figura 20 - Atividade de SOD (U/mg de proteína) em células de neuroblastoma murino 
NEURO-2A tratadas com rotenona e DS de P. nigra. As barras representam as 
médias das triplicatas das análises, com seus respectivos desvios padrões. Os 
resultados são representativos de 4 experimentos independentes e as análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-
teste de Tukey. Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle (*), 
grupo DS (&) e ao grupo rotenona (#) (p ≤ 0,05).  

 

 

Para a CAT (Figura 21) houve um aumento na sua atividade de 243 % (no 

grupo DS) e 162% (no grupo Rotenona + DS), enquanto para CAT não houve 

diferença estatística entre os grupos DS e Rotenona + DS. 
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Figura 21 - Atividade de CAT (U/mg de proteína) em células de neuroblastoma 
murino NEURO-2A tratadas com rotenona e DS de P. nigra. As barras representam 
as médias das triplicatas das análises, com seus respectivos desvios padrões. Os 
resultados são representativos de 4 experimentos independentes e as análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-
teste de Tukey. Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle (*) e 
ao grupo rotenona (#) (p ≤ 0,05).  

 

Quando avaliamos a capacidade antioxidante total contra radicais peroxil 

(ACAP) nas células, verificamos que o grupo rotenona apresentou menor 

competência antioxidante quando comparado aos demais grupos (40%). O DS de P. 

nigra na presença de rotenona apresentou a maior ACAP no mesmo tempo de 

incubação, superando a ACAP do grupo controle e do grupo DS de P. nigra isolado 

(Figura 22). 
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Figura 22 -Efeitos do DS e rotenona isolada ou em conjunto sobre a capacidade 
antioxidante de ROS em células NEURO-2A. As barras representam as médias das 
triplicatas das análises, com seus respectivos desvios padrões. Os resultados são 
representativos de 4 experimentos independentes e as análises estatísticas foram 
realizadas pelo teste não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-teste de Tukey. 
Diferença estatisticamente significativa em relação ao controle (*) e ao grupo rotenona 
(#) (p ≤ 0,05).  

 

 

6.5. AVALIAÇÃO DO DANO CELULAR POR LPO 

A integridade das membranas celulares foi avaliada pelo ensaio de LPO. A 

rotenona, como esperado, induziu altos níveis de LPO em comparação com o grupo 

controle. Os níveis de LPO no controle foram de 43,90% e no grupo rotenona foi de 

100,44%. O DS de P. nigra induziu também níveis de LPO para 66,14% em 

comparação com o controle, no entanto, foi menor do que no grupo experimental de 

rotenona. A rotenona co-incubada com o DS de P. nigra reduziu os níveis de LPO 

para 70,60% (Figura 23). 
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Figura 23 -Efeitos do DS de P. nigra e rotenona isolada ou em conjunto sobre a 
peroxidação lipídica. As barras representam as médias das triplicatas das análises, 
com seus respectivos desvios padrões. Os resultados são representativos de 4 
experimentos independentes e as análises estatísticas foram realizadas pelo teste 
não paramétrico ONE-WAY ANOVA e pós-teste de Tukey. Diferença estatisticamente 
significativa em relação ao controle (*) e ao grupo rotenona (#) (p ≤ 0,05).  

 

De fato, houve uma redução da peroxidação de lipídios no grupo rotenona + 

DS de P. nigra comparativamente ao grupo rotenona isolado, ou seja, mais uma vez 

houve efeito oposto entre ambos. 
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7. DISCUSSÃO  

 

Os processos de neurodegeneração representam um tema importante nas 

neurociências e o entendimento de seus mecanismos pode propiciar o 

desenvolvimento de terapias para o tratamento de doenças neurodegenerativas. 

As doenças neurodegenerativas, em geral, são caracterizadas por morte 

neuronal, estresse oxidativo e inflamação. Recentemente, novas propriedades dos 

glicosaminoglicanos no sistema nervoso central. Suas propriedades anticoagulantes 

e anti-inflamatórias são bem estudadas em muitos sistemas diferentes. Aqui, 

investigamos os efeitos neuroprotetores e antioxidantes do DS obtidos da ascídia 

Phallusia nigra usando uma linhagem de células de neuroblastoma de camundongo 

Neuro-2A. 

A grande heterogeneidade estrutural dos GAGs pode afetar suas afinidades de 

se ligarem a proteínas, fazendo assim, com que estas moléculas possam promover 

efeitos biológicos e por sua vez, exibir potenciais biotecnológicos. Por isso, novas 

pesquisas a cerca destes polissacarídeos sulfatados, em especial aqueles com pouca 

elucidação sobre distribuição, estrutura e interação biológica, se fazem 

imprescindíveis. Os resultados aqui mostrados, sugerem que este DS isolado da P. 

nigra apresente propriedades biológicas que favorecem seu uso como potentes 

candidatos no tratamento das doenças neurodegenerativas. Além disso, a 

composição estrutural peculiar do composto tipo DS da P. nigra, aponta esta molécula 

como um notável alvo biotecnológico com perspectivas de aplicações a serem 

exploradas. 

Neste estudo, demonstramos que preparações de DS supersulfatadas 

estruturalmente de P. nigra, possuem atividades promotoras de neurites. Análises 

morfométricas de células de neuroblastoma murino NEURO-2A tratadas com DS 

mostraram boas correlações entre suas propriedades neuritogênicas, fornecendo 

bases bioquímicas e biológicas para elucidar os mecanismos subjacentes. Esse 

resultado do DS de P. nigra é semelhante aos observados por pesquisadores que 

utilizam diferentes glicosaminoglicanos ou polissacarídeos em diferentes tipos de 

células de neuroblastoma. Recentemente, Chuanxia et al., observaram um efeito 
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neuroprotetor de CS na SH-SY5Y superexpressando a linhagem de células humanas 

de α-sinucleína após 24 h com uma alta concentração de CS atingindo 400 mg / L. 

Além disso, a quitosana (15 µM) adicionada à linhagem celular SH-SY5Y após a 

citotoxicidade induzida pela rotenona mostrou um efeito protetor, no entanto, foi 

prejudicial para as células em altas concentrações. No trabalho anterior, Woods et al., 

utilizando diferentes concentrações de sulfato de heparan ou CS (15µg/mL) na 

neurodegeneração induzida por β-amilóide (25-35) em neurônios do hipocampo 

cultivados, não observaram influência na viabilidade celular com baixa concentrações 

de GAGs, mas um efeito protetor em outros parâmetros analisados. O papel na 

atividade mitocondrial, observado aqui, nas células Neuro-2A foi somente após 72h 

em uma concentração muito baixa de DS de P. nigra (1,5 nM). Isso pode ser atribuído 

a uma estrutura diferente encontrada no DS, enquanto que o CS obtido de mamíferos 

possui dissacarídeos repetidos que incluem ácido glucurônico (GlcUA) e N-

acetilgalactosamina (GalNAc) (Sugahara 2003), e a quitosana contém unidades 

repetidas de D-glucosamina e N- A acetil-D-glucosamina (Islam et al. 2017), DS de P. 

nigra possui uma estrutura copolimérica, comparada à CS, enriquecida em ácido 

idurônico (IdoUA) (Pavão et al, 1995). O alto conteúdo de dissacarídeo IdoA está 

associado ao crescimento de células neuronais observado em culturas de hipocampo 

de camundongos (Hikino et al. 2003; Bao et al. 2005) e deve ser responsável pelo 

alto efeito neuroprotetor do DS de P. nigra, mesmo em concentrações muito baixas. 

Evidências sugerem que a exposição a toxinas ambientais, tais como 

pesticidas, podem ser fatores de risco subjacentes ao desenvolvimento de muitas 

doenças neurodegenerativas (Ascherio et al., 2006; Tanner et al., 2011). Atendo-se 

para a temática da toxicidade, estudos in vitro demonstraram que a rotenona é tóxica 

para células do SNC (Swarnkar et al., 2012; Thakur e Nehru, 2014; Park et al., 2014), 

fenômeno que foi observado neste estudo e pode ser correlacionado com a 

diminuição da viabilidade celular provocada pelo estresse oxidativo decorrente da  

inibição do complexo I mitocondrial (Betarbet et al., 2000).  

As mitocôndrias podem desempenhar um papel vital no controle de processos 

fundamentais na neuroplasticidade, incluindo diferenciação neural, crescimento de 

neuritos, liberação de neurotransmissores e remodelamento dendrítico (Cheng et al., 

2010; Mattson 2007). Particularmente intrigante são os dados emergentes sugerindo 



 

71 
 

que distúrbios nas funções mitocondriais podem desempenhar papéis em 

neuroplasticidade prejudicada no acidente vascular cerebral (Cheng et al., 2010). O 

tráfico de mitocôndrias pode ser uma tarefa necessária no desenvolvimento neuronal 

(Chang e Reynolds 2006). A preservação das funções mitocondriais pode ser 

benéfica no tratamento de doenças enurodegenerativas, através da modulação das 

funções mitocondriais, induzindo crescimento neuritico e protegendo os neurônios 

(He et al., 2017). 

No nosso estudo buscamos avaliar a viabilidade mitocondrial utilizando o 

método de redução do MTT, uma vez que o estresse oxidativo pode desencadear 

morte por apoptose ou necrose. O ensaio de MTT é um método utilizado para 

mensurar a atividade da enzima que reduz MTT. Este ensaio quantifica a atividade 

mitocondrial pela medida da formação de um produto de cor escura gerado pela 

redução do MTT, que se acredita ocorrer principalmente na mitocôndria, fornecendo, 

portanto, uma medida da função mitocondrial. É um dos métodos mais utilizados para 

determinar a sensibilidade das células ao estresse oxidativo (Liu et al., 1997; 

Shearman et al., 1994), e detecta células vivas e não as mortas, onde o sinal gerado 

é dependente do grau de ativação das células (Mosmann, 1983), assim, de modo 

geral, o método de MTT parece ser mais indicado para avaliar morte por apoptose. 

A avaliação da atividade mitocondrial pelo teste do MTT demonstrou que a 

rotenona apresentou um efeito citotóxico sobre as células estudadas, efeito este que 

foi dose dependente (Figura 11). Além disso, alterações na morfologia celular também 

são indícios de toxicidade desse agente, dessa forma, as células tratadas com 

rotenona apresentaram aparência apoptóticas, com retração do citoplasma e 

formação de processos filamentosos, fugindo de um padrão fenotípico fusiforme 

encontrado nas células não tratadas por esta droga (Figura 13 e 15).  

Já está bem descrito na literatura que a rotenona provoca disfunção 

mitocondrial e estresse oxidativo, e estes contribuem para gerar danos celulares, e 

de fato, podem provocar alterações moleculares e bioquímicas que culminam em 

morte celular, especificamente morte celular por apoptose (Perfeito et al., 2014; Park 

et al., 2014). Este processo é um tipo de morte caracterizada por retração celular, 

vacuolização citoplasmática, fragmentação nuclear, condensação e marginalização 
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da cromatina, formação de corpos apoptóticos e externalização da fosfatidilserina 

(Robbins et al., 2010; Tamilselvam et al., 2013). 

O tratamento com rotenona para células NEURO-2A resultou em redução 

dependente da concentração na atividade mitocondrial na dosagem de 1,0 μM, o que 

corroborou com achados anteriores (Ishihara et al., 2011; Swarnkar et al., 2012; 

Kambe et al., 2016). Já 1,5 nM de DS de P. nigra, mostrou a máxima neuroproteção 

correspondendo a toxicidade induzida por rotenona (1,0 μM) (Figura 11).  

Uma grande dúvida que sempre permeia a maioria dos trabalhos que envolvem 

a ação de compostos químicos sobre células é o alvo desta ação. Buscamos diminuir 

tais dúvidas com o uso da microscopia eletrônica de varredura e marcação de 

fluorescência para detectar alterações morfológicas causadas pelo DS e/ou rotenona, 

frente à linhagem de células de neuroblastoma murino NEURO-2A. O uso de tais 

ferramentas já se mostrou um grande aliado em outros estudos investigativos do 

processo de morte celular, por serem ferramentas importantes no estabelecimento do 

mecanismo de morte celular, o qual se distingue, de forma geral em apoptose ou 

necrose. 

As análises de microscopia de fluorescência, utilizando os marcadores para 

núcleo (DAPI), membrana celular viável (DAF) e membrana celular inviável (IP), 

demonstra que o tratamento com rotenona promove alterações morfológicas 

significativas de apoptose nas células NEURO-2A. A condensação de cromatina, 

acompanhada de fragmentação nuclear e por fim, o aparecimento de corpos 

apoptóticos estão entre as características morfológicas mais marcantes do processo 

de morte por apoptose e que podem ser observados nas células em apoptose por 

testes de microscopia de fluorescência (Figura 13 e 15; Edinger e Thompson, 2004, 

Polo et al.,2005). 

Na figura 13 a micrografia mostra a diferença em relação a proliferação celular 

entre as células incubadas com DS de P. nigra e/ou rotenona quando comparadas ao 

controle. Já é descrito na literatura que a diminuição na proliferação celular está 

relacionada a diferenciação celular, confirmando o aumento da arborização neurítica 

no grupo DS após marcação com DAF (Figura 15). 
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As análises por MEV demonstraram alterações morfológicas significativas na 

estrutura da membrana plasmática das células NEURO-2A tratadas com rotenona 

(Figura 18). No grupo controle, verifica-se a organização morfológica típica, como a 

presença de microvilosidades (projeções citoplasmáticas) e filopódios destas células, 

geralmente associados à sua capacidade migratória. No entanto, em células tratadas 

com 1µM de rotenona ocorre o desaparecimento das microvilosidades, bem como a 

diminuição do número de filopódios e o surgimento de estruturas arredondadas, o que 

possivelmente pode resultar em perda de adesão à matriz, muito embora sejam 

necessários outros experimentos para comprovar essa hipótese. Dados da literatura 

relatam que mudanças semelhantes ocorridas na membrana plasmática são 

responsáveis pela formação dos corpos apoptóticos com produtos de degradação 

nuclear, que in vivo, são fagocitados pelos macrófagos teciduais (Hacker, 2000). 

Alguns estudos vêm demonstrando evidências de que o estresse oxidativo 

contribui para a etiologia da DP (Sanders e Greenamyre, 2013), onde a disfunção 

mitocondrial é considerada um dos mecanismos responsáveis pela morte neuronal 

(Anwar et al., 2012). Também estão aumentados vários marcadores da peroxidação 

lipídica no cérebro de pacientes com DP (Dexter et al., 1989). Da mesma forma o 

dano oxidativo cumulativo é o mecanismo primário pelo qual a exposição à rotenona 

leva a inibição do complexo I da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e 

degeneração dos neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo (Sherer et al., 2003). Foi 

demonstrado que vários tipos de antioxidantes podem atenuar a toxicidade promovida 

pela rotenona (Sanders e Greenamyre, 2013). Por esta razão, esta abordagem foi 

utilizada no presente trabalho. 

O HO• é provavelmente a ERO capaz de causar mais dano aos sistemas 

biológicos (Diplock et al., 1998; Betteridge, 2000; Nordberg e Arnér, 2001), portanto 

pode oxidar qualquer biomolécula, incluindo o DNA, proteínas e lipídios (Breen e 

Murphy, 1995; Cohen et al., 1998; Girotti, 1985; Bwala e Gardner-Thorpe , 1989; 

Stadtman e Levine, 2000; Vlä-Herttuala, 1999; Marnett, 2000), apesar de sua baixa 

capacidade de difusão (Cui et al., 2004). Consequentemente, o excesso de H2O2 pode 

direta e indiretamente comprometer a integridade de moléculas localizadas em 

diferentes sítios dentro das células (Halliwell e Gutteridge, 1989; Cochrane, 1991), 

alguns pouco acessíveis às demais EROs.  
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As EROs são geradas durante o metabolismo oxidativo e existe um limiar de 

tolerância bastante estreito a elas em todos os organismos aeróbicos (Tew e Ronai, 

1999). Elas reagem com vários aminoácidos (Çakatay et al., 2001), o que favorece o 

aparecimento de enzimas modificadas ou menos ativas e, em alguns casos, proteínas 

desnaturadas ou não funcionais (Butterfield et al., 1998). 

Quando os neurônios estão sob estresse oxidativo, um grande número de 

EROs são gerados, o que pode causar danos cerebrais. Em condição física, SOD, 

um marcador de sistemas enzimáticos antioxidantes, pode remover a ROS oportuna 

para manter o equilíbrio dinâmico de radicais livres, e assim proteger as células 

(Rosen et al., 1993). Ao mesmo tempo, as ERO podem causar peroxidação lipídica e 

formam os peróxidos lipídicos, que mostra os níveis de peroxidação lipídica (Schettler 

et al., 1999). O tratamento exógeno com DS aumentou a atividade da SOD nos 

neurônios tratados com rotenona, bem como diminui a produção de peróxidos 

lipídicos (Figura 20 e 23). Neste estudo, o tratamento com DS diminuiu as atividades 

de ROS, aumentou as atividades de SOD e CAT e diminuiu a produção de peróxidos 

lipídicos nos neurônios tratados com rotenona, sugerindo que DS poderia proteger os 

neurônios motores contra estresse oxidativo através da regulação do sistema de 

oxidação-redução. 

Numerosos relatórios foram documentados que a diminuição de ROS através 

de antioxidantes pode ser uma abordagem eficiente para prorrogar o desenvolvimento 

de DP (Xie et al., 2014). O estresse oxidativo pode ser concebido como um 

desequilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes, como SOD e catalase, que são 

catalisadores ativos de radicais livres, como superóxido e hidrogênio peróxido. No 

entanto, o aumento da produção de ROS juntamente com um mecanismo de defesa 

anti-oxidante deficiente leva a dano celular progressivo e disfunção fisiológica (Gilgun-

Sherki et al. 2001). 

A atividade antioxidante depletada após exposição a rotenona nas células 

NEURO-2A gerou um aumento da peroxidação lipídica (Figura 23). Esses resultados 

indicam que estas alterações nas células podem ser por causa do estresse oxidativo 

devido à citotoxicidade da rotenona. É bem conhecido que a SOD, peroxidação 

lipídica e catalase são componentes cruciais do sistema antioxidante e de defesa 
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celular e desempenham um papel vital na proteção das células contra o estresse 

oxidativo e lesões celulares (Tamilselvam et al., 2013). 

Muitas moléculas podem ter uma propriedade eliminadora e, de fato, a matriz 

extracelular nervosa (MEC) é endereçada para proteger as células neurais de danos. 

O MEC deve ser parcialmente responsável por sua capacidade, principalmente 

porque os radicais livres formados nesse ambiente interagem com os componentes, 

principalmente com os GAGs (Albertini et al. 2000). Por outro lado, nas doenças 

neurodegenerativas, ocorrem alterações no ambiente extracelular, variando o 

conteúdo de GAG e, consequentemente, melhoram o estresse oxidativo (Emerit et al. 

2004; Soleman et al. 2013; Suttkus et al. 2016). 

Da mesma forma, Gao et al., (2012) mostraram que tratamento com fucoidano 

(um polissacarídeo sulfatado) reverteu as alterações, como GSH-Px e Atividades de 

SOD e reduziu os níveis de MDA e ROS na linhagem celular derivada de um 

feocromocitoma da medula suprarrenal de rato PC12 expostas a H2O2, o que pode 

ser devido a sua atividade antioxidante. Wang et al., (2016) também mostraram que 

o tratamento com fucoidano reduziu acentuadamente o estresse oxidativo, geração 

de ROS, peroxidação lipídica da proteína carbonilada e disfunção mitocondrial. 

Recentemente, a quitosana e o CS foram descritos para reduzir o estresse 

oxidativo no modelo de parkinson in vitro (Canas et al., 2007; Manigandan et al. 2018), 

no entanto, diferentes mecanismos foram atribuídos aos papéis antioxidantes dos 

GAGs. De fato, pouca informação pode ser encontrada na literatura sobre o assunto. 

Os diferentes mecanismos devem ser: propriedades de íons quelantes dos GAGs, 

interação direta com ERO, incluindo ânions superóxido, embora ligados ao GAG com 

SOD extracelular, rede pericelular, especialmente no sistema nervoso central, para 

interferir na difusão de moléculas potencialmente prejudiciais e na mediação das vias 

de transdução de sinal intracelular ligado a receptores e para endocitose de GAGs 

(Albertini et al., 2000; Dudas et al. 2008; Kadomatsu e Sakamoto, 2014).  

Usando o DS de P. nigra observamos menos células coradas por IP, indicando 

uma interferência na via apoptótica, conforme descrito para a heparina, que inibe a 

apoptose das células glomerulares na cultura celular (Ishikawa e Kitamura, 1999) e 

atenua a apoptose dos trofoblastos (Bose et al., 2005 ) Por outro lado, observamos 
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uma melhora na atividade da SOD e CAT, que indica a transdução do sinal e a 

ativação da sinalização intracelular.  

O CS foi descrito para ativar a proteína cinase C, que fosforila Akt que, através 

da via fosfatidilinositol 3- cinase/Akt (Canas et al., 2007). No entanto, não 

investigamos essa via, porque CS e DS são análogos; é possível que a DS esteja 

agindo pela via Akt para desempenhar um papel antioxidante. Além disso, alguns 

tipos de células são capazes de endócitar GAGs como CS e HS e, neste caso, os 

efeitos dos GAGs não são mediados pelo receptor da membrana celular (Prinz et al. 

1978; Laparra et al. 2009). 

Em virtude dos resultados, podemos sugerir que o DS inibiu a apoptose 

induzida pela rotenona, possivelmente através de sua atividade antioxidante, tendo 

sua atuação significativamente aumentada na via da CAT, e intervenção na via 

mitocondrial. O DS, em princípio, semelhante aos polissacarídeos sulfatados 

relatados anteriormente com atividade antioxidante demonstrando sequestro de 

EROs e outros radicais livres gerados.  

A novidade do presente estudo é averiguada pelas variadas aplicações 

biomédicas existentes de GAGs. Distúrbios neurológicos, frequentemente associados 

à degradação da matriz extracelular à base de polissacarídeos, composta de GAGs, 

garante o uso de polissacarídeos homólogos e seus derivados para melhorar a 

degeneração neuronal, evitar a agregação de proteínas e restaurar a transmissão 

neural e função (Miller e Hsieh-Wilson 2015; Soares da Costa et al., 2017). 

Polissacarídeos marinhos estão envolvidos na sinalização celular e interação da 

matriz celular, e se ligam a proteínas em vários estágios de especificidade. Alteração 

química da estrutura dos polissacarídeos oferece uma oportunidade para adquirir 

novos agentes farmacológicos com possíveis utilizações terapêuticas. 
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8. CONCLUSÃO 

Após a realização dos experimentos aqui expostos e da análise dos dados com 

estes adquiridos, podemos realizar algumas inferências sobre a ação do DS de P. 

nigra sobre o efeito neuroprotetor contra a citotoxicidade causada pela rotenona na 

linhagem celular estudada: 

• Em relação a extração de DS das vísceras da ascídia P. nigra, o método 

utilizado mostrou ser efetivo, permitindo a obtenção de frações com dermatam 

sulfato isolado; 

• O tratamento das células após 72 horas de incubação apresentou um EC50 de 

1,0 µM de rotenona e EC50 de 1,5 nM de DS de P. nigra. Apenas o grupo 

rotenona apresentou mudanças significativas na porcentagem de atividade 

mitocondrial quando comparado ao grupo controle; 

• As células da linhagem NEURO-2A são mais sensíveis a incubação com 

rotenona isolada em relação às células incubadas com DS de P. nigra, fato 

exemplificado não só pelo seu menor valor de EC50 quanto pelas modificações 

estruturais mais evidentes. 

• Foi verificado que o tratamento com DS de P. nigra por 72 h não aumentou o 

número de células, e apesar da baixa confluência, estas células se encontram 

amplamente arborizadas por prolongamentos neuríticos na linhagem NEURO-

2A; 

• Já a incubação com rotenona por 72 h gerou um aumentou no número de 

células em estágio apoptótico na linhagem NEURO-2A; 

• Após a incubação por 72h foi possível observar o efeito de 1,0 µM de rotenona 

sobre a capacidade de causar estresse oxidativo, através de danos 

mitocondriais, sendo este efeito menos acentuado quando 1,0 µM de rotenona 

é administrado em associação com 1,5 nM de DS de P. nigra; 
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• Em contrapartida foi possível observar que 1,5 nM de DS de P. nigra gerou um 

efeito protetor nas células, pois foi observado uma diminuição na porcentagem 

de morte celular quando comparado ao controle; 

• As alterações morfológicas nas células incubadas com 1,0 µM de rotenona são 

compatíveis com a indução do processo de morte celular por apoptose; 

• Sobre a produção de EROs em células intactas foi possível observar que tanto 

o 1,5 nM de DS de P. nigra isolado como o 1,5 nM de DS de P. nigra em 

associação com 1,0 µM de rotenona foi capaz de diminuir a produção das 

espécies reativas de oxigênio; 

• O efeito da rotenona sobre a atividade das enzimas antioxidantes em conjunto 

com sua ação inibitória sobre a cadeia respiratória mitocondrial I, foi reduzido 

pela ação do DS de P. nigra quando utilizado de forma concomitante; 

• A atividade antioxidante depletada após exposição a rotenona nas células 

NEURO-2A gerou um aumento da peroxidação lipídica;  

• A incubação conjunta da rotenona com DS de P. nigra fez com que houvesse 

redução da peroxidação de lipídios, graças ao aumento da atividade das 

enzimas antioxidantes nas células expostas ao DS de P. nigra; 

• Considerando a atividade antioxidante apresentada pelo DS e confirmada 

neste trabalho e o envolvimento das EROs na fisiopatologia da DP, a 

investigação da possível atividade neuroprotetora do DS de P. nigra é um 

passo promissor a ser avaliado, bem como seu mecanismo de ação.  
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Abstract 

The neurodegenerative diseases are characterized by progressive loss of neurons in 

the central nervous system (CNS). Several molecules have a role in the regeneration 

of the CNS of mammals, among them, glycosaminoglycans,  which are found in 

abundance in ascidians tissues. We investigated the neuroprotective and antioxidant 

roles of dermatan sulfate (DS) obtained from a marine invertebrate Phallusia nigra, an 

specie of ascidian Neuronal viability was analyzed with colorimetric and morphological 

assays to investigate the role of Phallusia nigra DS (pnDS) in a co-incubation with 

Rotenone. It was observed a notable increase in the mitochondrial activity of Neuro-

2A cells, indicating a neuroprotective effect of 1.5 nM  pnDS with 1,0 µM rotenone 

after 72 h. The lengths of neurites were increased from 16.25 to 39.23 µm after used 

pnDS. pnDS  play a role reducing considerable the production of Reactive oxygen 

species (ROS) and increased the activity of antioxidant enzymes  SOD and CAT. In 

addition, pnDS increased ACAP levels and protect the cells from damage as observed 

by LPO decreased levels. These data indicate an antioxidant and neuroprotective 

activity of  DS from Phallusia nigra under neurodegenerative conditions caused by 

rotenone. 
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Introduction 

Neurodegenerative diseases are incurable and progressive. There are innumerous 

risk factors responsible for their development, which, includes, environmental 

contamination with the use of pesticides in the agriculture, metal exposure, dietary, 

lifespan, genetic mutations and aging, or yet, a complex gene-gene and gene-

environment interplay (Migliore and Coppedè, 2009). However, all of them, have in 

common the oxidative stress, neuroinflammation and the progressive loss of 

selectively vulnerable populations of neurons (Dugger and Dickson, 2017). 

Glycosaminoglycans (GAGs) play a role in the pathomechanisms of several 

neurodegenerative disease, changing their content in the extracellular matrix or 

participating in the aggregation of some proteins like, α-synuclein in Parkinson or β-

amyloid in Alzheimer diseases (Lehri-Boufala et al. 2015; Rowlands et al. 2015; Maïza 

et al. 2018). Recently, many studies shedding light to neuroprotective properties of 

GAGs besides, to already described, anticoagulant and anti-inflammatory, providing 

to these molecules, a new focus, as a possible therapeutic strategy to 

neurodegenerative disease (Dudas, 2012). Heparin used as treatment, improve the 

cognitive function of patients with neurodegenerative conditions (Ban et al. 1991). 

Nevertheless, different sulfated polysaccharide could have a different neuroprotective 

action. Chitosan and chondroitin sulfate (CS), was recently described, to be a 

neuroprotector and antioxidant, reducing oxidative stress induced by pesticides 

(Canãs et al. 2007; Manigandan et al. 2018). CS contrary to chitosan, is the most 

abundant GAG found in the extracellular matrix of adulthood nervous system. It has 

been attributed to CS, neurite outgrowth inhibition in neurodegenerative process 

(Rauvala et al. 2017). On the other hand, dermatan sulfate (DS) with specific sulfation 

pattern ((IdoUA(2S)-GalNAc(6S)) is found in the extracellular matrix from central 
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nervous system during development and diminish their concentrations in adulthood, 

found mainly in the neurogenic niches (Sugahara, 2003). The DS chains from the body 

of ascidian Phallusia nigra consist of a major (~80%) (IdoUA(2S)-GalNAc(6S)) in 

addition to a minor (~20%) (IdoUA-GalNAc(6S)) concentrations of disaccharides 

(Pavão et al. 1995). This unique structure from PnDS and their special localization in 

the neurogenic niches besides their notable outgrowth (Hikino et al.2003) and anti-

inflammatory (Kozlowski et la., 2011) properties gives our attention to investigate other 

biological functions poor revealed in the literature. Then, to explore the biological 

potential of Phallusia nigra DS, we investigated here the neuroprotective and 

antioxidant effect on neuroblastoma – 2A cell linage after injury induced by pesticide 

rotenone. 

 

Materials and Methods 

Chemicals and reagents 

All chemicals were obtained from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). 

Chondroitinase AC (Sigma, C2262) e chondroitinase ABC (Sigma, C3667), 3-(4,5-

Dimethylthianol-2-yl)-2, 5 diphenyltetrazolium bromide (Sigma, M81802), 4',6-

diamidino-2-phenylindole (Sigma, D9542), propidium iodide (Sigma, P4170), 2’7’-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (Sigma, D6883), 2,2′-azobis 2 

methylpropionamidine dihydrochloride (Sigma, 440914), Dulbecco's modified Eagle 

medium and Ham's F-12 medium (Sigma, D8900), fluorescein diacetate (Sigma, 

F7378), Cumene hydroperoxide (Sigma, 247502). 
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Animal collection 

Adults of Phallusia nigra were collected from Porto do Forno, Arraial do Cabo, Rio de 

Janeiro, Brazil, and maintained at 20°C in an aerated aquarium in the vivarium of the 

Institute NUPEM/UFRJ, with controlled photoperiod (12 h light/12 h dark), pH 

(approximately 8.0), and salinity (34 PSU), for two days before the experimental 

procedures. The animals were fed with nauplii of Artemia (Sardet et al. 2011). The 

collection and maintenance of animals was permitted by Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade (Sisbio) # 60330-2. 

 

Extraction of the Sulfated Glycosaminoglycans 

The viscera of Phallusia nigra ascidians were removed from the tunic and immersed 

in acetone for 24h under 4°C to delipidation. After, the ascidian’s viscera were dried 

(∼25 g) and suspended in 500 mL of 0.1 M sodium acetate buffer (pH 5.5) containing 

5 g papain, 5 mM Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 5 mM cysteine and 

incubated at 60°C overnight to proteolytic digestion. After this, the mixture was 

centrifuged (3000 × g for 10 min at room temperature), the supernatant was separated, 

and the pellet was incubated twice-again with papain, as described above. The clear 

supernatants from the three extractions were combined and mixed with cetylpyridinum 

chloride solution (final concentration, 0.5%) overnight at room temperature. The 

precipitate formed was washed with cetylpyridinum chloride (final concentration, 

0.05%) and suspended with 2M NaCl in 95% ethanol (100:15, v/v). This sample in 

ethanol/NaCl was mixed with 2 volumes of 95% ethanol and kept overnight at 4 °C. 

The precipitate formed (containing the total glycosaminoglycans, GAGs) was collected 

by centrifugation (3000 × g for 10 min at room temperature), after the sample 

containing GAGs was dried, and dissolved in 50 mL of distilled water. The sample in 
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water was precipitated again in a gradient of ethanol to obtain a final concentration of 

50%, 75% and 100%, as described in detail by Stelling et al. 2019. The fractions were 

dried and suspended in distilled water. 

 

Identification of Glycosaminoglycans  

Agarose Gel  

The fractions of 50, 75 and 100% ethanol from ascidian viscera containing GAGs 

(1.5µg as uronic acid), before or after incubation with specific glycosaminoglycan 

lyases, or deaminative cleavage with nitrous acid were analyzed by agarose gel 

electrophoresis, as described previously (Pavão et al. 1998). Briefly, the GAG and a 

mixture of standard containing Chondroitin sulfate (CS) and heparin (Hep) were 

applied to a 0.8% agarose gel in 0.05M 1,3-diaminopropane/acetate (pH 9.0) and run 

for 1h at 110 mV. After electrophoresis, the GAG was fixed with aqueous 0.1% 

cetylmethylammonium bromide solution and stained with 0.1% toluidine blue in acetic 

acid/ethanol/water (0.1:5:5, v/v/v) (Pavão et al. 1995). 

Enzymatic treatment  

The 75% of ethanol fraction from Phallusia nigra (∼1.5 µg as uronic acid) was 

incubated with 0.01 U of chondroitin AC or ABC lyase in 0.1 ml 50 mM Tris–HCl buffer 

(pH 8.0), containing 5 mM EDTA and 15 mM sodium acetate. After incubation at 37 

°C for 12 h, the mixtures were analyzed by agarose gel electrophoresis, as described 

above (Pavão et al. 1995). 

Deaminative Cleavage with Nitrous Acid 

The 75% of ethanol fraction from Phallusia nigra (∼1.5 µg as uronic acid) was 

performed as described by Shively and Conrad, 1976.  
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Cell Culture 

Murine neuroblatoma cell line Neuro-2A was kindly provided by Dra. Celia Yelimar 

Palmero (UFRJ, Macaé, RJ). The cells were maintained in Dulbecco's modified Eagle 

medium and Ham's F-12 medium (D8900; Sigma) supplemented with 1% glutamine, 

0.5% penicillin/streptomycin, and 10% fetal bovine serum at 37oC in a humidified 

(95%) incubator with CO2 (5%).  

Experimental Design 

Neuro-2A cells were seeded in 96-well plates at a density of 10 × 104 cells/well and 

separated in control and experimental groups. To induce an oxidative stress and 

chemical injury it was used a pesticide rotenone diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO; 

M81802; Sigma) and the control was incubated only with DMSO vehicle. Three 

independent experiments (n=3) were performed made in a triplicate. To evaluate the 

neuroprotective and antioxidant effect of DS from P.nigra, (PnDS) Neuro-2A cells were 

incubated only or co-incubated with PnDS and/or with rotenone, as described (Figure 

1) below: 

Control group (CT): Incubated only with DEMEN/F12 for 72h; 

Control group (DMSO): Incubated only with DMSO vehicle for 72h; 

Experimental group I (Phallusia nigra DS): Incubated with crescent concentrations 

of PnDS only (0,75, 1,5, 3,0, 6,0 e 12,0 nM) for 72h; 

Experimental group II (Rot): Incubated with crescent concentrations of rotenone only 

(0.12; 0.25; 0.5; 1.0 and 2.0 µM) for 72h; 

Experimental group III (Rot + Phallusia nigra DS): Co-incubated with 1 µM 

Rotenone and 1.5 nM PnDS for 72h. 
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Mitochondrial activity  

The mitochondrial activity was determined using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium (MTT; M6494; Invitrogen) bromide-based colorimetric assay to 

analyze the cytotoxicity of Rotenone and the neuroprotective effect of PnDS in a 

Neuro-2A cells. The cells were incubated as described in experimental design # 2.5. 

After incubation, 10 μL of MTT (5 mg/ml) was added into each well for 4 h at 37 °C. 

The solution was carefully removed, and 200 μL DMSO was added to solubilize the 

formazan crystals. The mitochondrial activity was measured using a microplate reader 

(Multiskan Go Thermo scientific®) at 570 nm (Mosmann 1983). Three independent 

experiments (n=3) were performed in a triplicate and the values of mitochondrial 

activity was described as percentages of the control. 

 

Light Microscopy   

After 72h Neuro-2A live cells were observed under 200X of magnification on phase 

contrast objective to analyze the cell morphology after exposure to rotenone pesticide 

and PnDS. In addition, fluorescent dye indicators were incubated with cells to evaluate 

cell morphology using 4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride (10000 µg/mL; 

DAPI; D9542; Sigma), for 3 min at 37ºC, cell viability using fluorescein diacetate (6 

µg/mL; FDA; F7378; Sigma) for 30 min at 37ºC, and cell mortality using propidium 

iodate (12 µg/mL; PI; P4170; Sigma) for 30 min at 37ºC. After incubation with 

fluorescent dyes the cells were observed randomly from each well (n = 3) at 200X of 

magnification on inverted microscope (Leica-CTR4000) and the images were 

obtained.  
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Morphometric analysis 

Four random images from three independent experiments in each experimental group 

were obtained under inverted microscope using phase contrast objective. After this, 

the images were morphometric analyzed to evaluate the effect of PnDS and/or 

rotenone on neurite outgrowing at 72 h after incubation with rotenone and/or PnDS. 

The program Image J using Neuron J tool (1.47t) was used to measurement the length 

and the total number of neurites emerged from the soma (Pemberton et al. 2018). 

 

Scanning Electron microscopy  

To evaluate the cellular ultrastructure, the Neuro-2A cells after the experimental 

design as described above were fixed in 2.5% glutaraldehyde made in 0.1 M sodium 

cacodylate buffer (pH 7.2) for 15 min, post-fixed in 2% osmium tetroxide for 20 min 

and then, dehydrate in a graded series of ethanol until: 30%, 50%, 70%, 90% and 100 

° C during 20 min for each concentration. Samples were dried on a Bal-Tec CPD 030 

Critical Point Dryer stub-mounted gold-plated (20 nm) sputter on the Sputter Coater 

DSC050 and observed on the Jeol JSM6390LV Scanning Electron Microscope by 

Rudolf Barth Electron Microscopy Platform at the Carlos Chagas Pavilion of the 

Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro. 

 

Quantification of Reactive Oxygen Species (ROS)  

Rotenone is pesticide knowledge to induce the generation of reactive oxygen species 

(ROS). To analyze the antioxidant role of PnDS, Neuro-2A cells was incubated with/or 

rotenone and PnDS as described in detail in an experimental design. After, cells from 

experimental groups were homogenized in a cold (4 °C) buffer solution containing 250 

mM sucrose, 1mM phenylmethanesulfonyl fluoride, and 5mM ethylenediamine 
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tetraacetic acid (pH 7.6). Then cells were centrifuged (10,000 g, 4 °C for 45 min) and 

the supernatant resulting from this centrifugation was used for the determination of 

ROS (Viarengo et al. 1999). For ROS detection, we used 2′,7′-dichlorofluorescein-

diacetate (H2DCF-DA, Molecular Probes). This molecule in the presence of ROS 

generates a fluorochrome, detected at 488 and 525 nm wavelengths for excitement 

and emission, respectively. The analyses were carried out in a fluorescence 

microplate reader (SPECTRAmax PLUS) with readings every 5 min for 120 min. The 

total fluorescence production was calculated by integrating the fluorescence units (FU) 

after 15 and 30 min over the time of the measurement, after adjusting FU data to a 

second order polynomial function. ROS concentration was referred to the total protein 

content present in the biological sample and expressed in FU (mg of protein) −1. 

 

Evaluation of Antioxidant System 

To evaluate the action of PnDS on antioxidant system, Neuro-2A cells were quantified 

to total antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP), activity of enzymes 

superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) as described below: 

 

ACAP quantification 

The Neuro-2A cells were homogenized in a buffer and centrifuged as described above 

in quantification of ROS. The supernatant of the centrifugation was used for the 

analyses of ACAP according to the method of Amado et al. (2009). Briefly, 10 μL of 

the supernatant prepared for the enzymatic analysis was pipetted into a white 96-well 

microplate, six wells per sample. The 127.5 μL reaction buffer containing 30 mM 

HEPES (pH 7.2), 200 mM KCl, and 1 mMMgCl2 was added to the wells with the 

samples. In three of the six wells of each sample, 7.5 μL of 2,2′-azobis 2 
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methylpropionamidine dihydrochloride (ABAP; 4 mM; Aldrich) was added, while the 

same volume of ultrapure water was pipetted into the other three wells. The microplate 

was inserted into a fluorescence microplate reader (SPECTRAmax PLUS), at a 

programmed temperature of 35 °C, and the peroxyl radicals were produced by thermal 

decomposition of ABAP. Immediately before reading, 10 μL of the fluorescent probe 

H2DCF-DA was added to the wells at a final concentration of 40 μM (Ferreira-Cravo 

et al. 2007). H2DCF-DA is cleaved by esterases according to their presence in the 

samples, and the non-fluorescent compound H2DCF is oxidized by ROS to the 

fluorescent compound DCF, which is detected at wavelengths of 488 and 525 nm, for 

excitation and emission, respectively. The thermal decomposition of ABAP and ROS 

formation was monitored with readings every 5 min for 120 min. The total fluorescence 

production was calculated by integrating the FU over the period of the measurement, 

after adjusting the FU data to a second-order polynomial function. The results were 

calculated as the difference in area of the FU × min in the same sample, with and 

without ABAP addition, and were standardized to the ROS area without ABAP. The 

inverse of the relative difference between ROS area with and without ABAP was 

considered as a measure of the antioxidant capacity, with a high area difference 

representing a high antioxidant capacity. 

  

Superoxide Dismutase (SOD) Activity 

Neuro-2A cells were process as described above in experimental design and after 72 

h the SOD activity was evaluated following the protocol improved by Sun and Zigman 

(1978). Cells were sonicated for 30 s in 100 µL phosphate buffer saline (PBS; pH 7.6). 

After, the samples were incubated with 50 mM sodium carbonate buffer and 30 mM 

adrenaline was added at time zero at room temperature (25°C) for every 2 min for 120 
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min. SOD activity was expressed as percentage of inhibition of the control. Analyses 

were done in triplicate and the results, expressed in optical density (O.D.)/mg protein, 

were read at 480 nm using a microplate reader (Multiskan Go Thermo scientific®).  

 

Catalase (CAT) activity 

Neuro-2A cells from each experimental group were homogenized in a cold (4 °C) 20 

mM Tris-base buffer solution containing 1mM EDTA, 1mM dithiothreitol, 150 mM KCl, 

and 0.1 mM PMSF (pH 7.6). Homogenates were centrifuged at 9000 g, 4 °C, for 30 

min, and the supernatant was then used for the analyses. The catalase activity was 

analyzed according to Beutler (1975), determining the initial rate of 50 mM 

decomposition at 240 nm. Results were expressed in CAT units: one unit is the amount 

of enzyme that hydrolyzes 1 μmol H2O2 per minute and per mg of protein, at 25°C and 

pH 8.0. This procedure was performed using a digital spectrophotometer (Multiskan 

Go Thermo scientific®). 

 

Lipid Peroxidation (LPO) 

Neuro-2A cells from each experimental group as explained in experimental design 

were analyzed to lipid peroxidation (LPO) to quantify the cell membrane damages. For 

this purpose, cells were homogenized in cold methanol and centrifuged at 1000 g, 

4°C, for 10 min. The supernatant was used for the analyses by FOX method (Hermes-

Lima et al. 1995; Monserrat et al. 2003), which is based on the oxidation of Fe(II) under 

acidic conditions and measures the quantity of lipid peroxides. For LPO 

measurements, 1 mM FeSO4, 0.25 M H2SO4, 1 mM xylenol orange, and MilliQ water 

were added sequentially. Samples (30 μL) or methanol (blanks) were added and 

incubated for 45 min. Thereafter, absorbance under 550 nm was determined using a 
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microplate reader (Multiskan Go Thermo scientific®), and cumene hydroperoxide 

(CHP; Sigma-247502) was employed as a standard. LPO was expressed in CHP 

equivalents per gram of wet mass. The experiments were adjusted to protein 

concentration of the cells homogenates was evaluated by the Bradford method 

(Bradford 1976). 

 

Statistical Analysis 

Raw data were collected from a series of independent assays. Data describing the 

neuroprotective and antioxidant effects of PnDS analyzed by mitochondrial activity, 

morphometric, ROS and LPO production, antioxidant system were applied to 

Kolmogorov-Smirnov to assess the normality of the distributions. After, the results from 

control and experimental groups were then compared using the parametric ANOVA 

test followed by multiple comparison Tukey pos-hoc test. Results are expressed as 

the mean ± error, and differences were considered statistically significant at p<0.05. 

The analyses were done with the use of GraphPad Prism version 7.00 from GraphPad 

Software, Inc. 

Results 

Isolation and Identification of Phallusia nigra dermatan sulfate 

The polysaccharides obtained in each extraction were precipitated with a gradient of 

ethanol and analyzed by agarose gel electrophoresis. Metachromatic bands with 

different migration patterns, was revealed and representing a different glycans. A band 

migrating between standard of heparin (Hep) and chondroitin sulfate (CS) is present 

mostly in the sample obtained with 75% of ethanol and probably corresponds to 

dermatan sulfate (DS) polymer (Figure 2A). To confirm the nature of glycan, the 
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sample of 75% ethanol was treated with chondroitin lyases and nitrous acid and 

showed a total degradation of the band only by Chondroitin ABC lyase confirming that 

is DS (Figure 2B). DS polymer was previously characterized by Pavão et al. 1995. 

 

Phallusia nigra DS improve mitochondrial activity after cytotoxicity induced by 

Rotenone 

To analyze the cytotoxicity of rotenone and to investigate the neuron protective effect 

of PnDS, the MTT assay was performed. The results showed that in the controls the 

optical density increased from 24h to 72 h compared with controls at 0h. Rotenone 

significantly decreased the optical activity after 48 h until 72 h compared with rotenone 

at 0h. PnDS did not change optical density in relation to PnDS at 0h. However, PnDS 

co-incubated with rotenone, change significantly the optical density only after 72 h 

compared with 0h in the same experimental group. It’s important to note that the 

differences inter groups was only observed after 72 h. Because of this the follow 

experiments were conducted using this time (Figure 3A). 

Rotenone decreased the mitochondrial activity in all concentrations tested (figure 3B). 

The assay revealed that the half maximal inhibitory concentration (EC50) was 1µM 

rotenone. Because of this, 1µM rotenone was chose to assess the neuroprotective 

effect of PnDS in the following experiments. PnDS not showed a curve dose-response, 

only decreasing the mitochondrial activity in 12 nM PnDS concentration (Figure 3C). 

In a co-incubation with 1µM Rotenone and 1.5 nM PnDS a notable increase in the 

mitochondrial activity of Neuro-2A cells was observed indicating a neuroprotective 

effect of PnDS after 72 h (Figure 3D). 

  

Phallusia nigra DS and rotenone change the length of neurite 
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Neuro-2A cells morphology have changed after incubation with 1µM Rotenone and/or 

1.5 nM PnDS (Figure 4A, B). Cells under rotenone action showed a round, unbranched 

and detached from the flask surface and apparently, there were considerable 

reduction the number of cells in the culture (Figure 4C, D). PnDS only, increased the 

neuron branch morphology inducing the outgrowing, however, reduced the number of 

cells in the culture (Figure 4E, F). Rotenone plus PnDS, ameliorates the aspect of the 

cells with the most of them presenting the round appearance and the other cells with 

preserved neuron branched morphology, less cells in the culture were observed too 

(Figure 4G, H). The cells count using DAPI, confirmed the reduction of cells in the 

culture observed after incubation with Rotenone and a slight increase in the cell 

number in the culture after co-incubation with rotenone and PnDS comparing with 

rotenone incubation only (Figure 4I).  

To better evaluate the change in Neuro-2A morphology after incubation with rotenone 

and/or PnDS, the cells with neurites was counted in images obtained by phase 

contrast. After incubation with 1µM Rotenone the cells with neurites decreased from 

100% in the controls to 40% in the rotenone experimental group. PnDS didn’t improve 

the number of cells with neurites in a co-incubation with rotenone (Figure 5A). In 

addition, the number of neurites per neuron decreased after incubation with 1µM 

rotenone and, PnDS did not change this cells characteristic (Figure 5B).  However, 

looking for the length of neurites, as expected, 1µM rotenone decreased the length of 

neurites and, on the other hand, PnDS only, improved from 50.5µm in the controls to 

105.18 µm (Figure 5C). After co-incubation with rotenone and PnDS the lengths of 

neurites increased compared with rotenone alone from 16.25 to 39.23 µm (Figure 5C). 
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Ultrastructural analysis using scanning electron microscopy showed that control cells 

are round with small filopodia projection from cytoplasm indicating cell adhesion and 

viable cells (Figure 6A). Furthermore, the cell morphology changes drastically after 

PnDS incubation, most of the cells lost round appearance and acquire pyramidal cell 

body morphology with long unbranched neurites emerged from soma (Figure 6B). 

Rotenone reduced the size of cells and even though, the cells morphology still round 

as observed in the controls, the filipodia projections was lost indicating a cell death 

and detachment cells (Figure 6C).  In a co-incubation with rotenone and PnDS was 

observed the presence of filipodia projections from cytoplasm, round appearance and 

small neurites emerged from soma. In comparison with PnDS and rotenone, the length 

of neurites is smaller than PnDS only (Figure 6D). 

Phallusia nigra DS improves cell viability 

Data from cell count and cell morphology revealed a decreased in the number of cells, 

then, to elucidate if the reduction of cell number is directly correlated with cell death, 

we used fluorescent dyes FDA to stain viable cells and PI to unviable cells. Most of 

cells in the control (Figure 7 A, B, C) and, in the PnDS only, are viable and some of 

them were stained by PI (Figure 7 G, H, I). In contrast, less cells were stained by FDA 

and most of them were stained by PI after rotenone incubation and in comparison, 

with controls (Figure 7 D, E, F). PnDS co-incubation with rotenone revealed a 

decrease in PI staining with more cells viable in comparison with cells incubated with 

rotenone alone (Figure 7 J, K, L). To confirm the data obtained by images the 

morphometric analysis was performed a quantification of FDA and PI positive cells. 

Data from FDA revealed that rotenone diminished viable cells from 100% in the 

controls to 60% in the rotenone. PnDS incubated with rotenone (95.32%) preserved 

more cells viable similar to the controls (Figure 8A). Besides, unviable cells stained 



 

133 
 

with PI were high around 103.57%, as expected, in rotenone experimental group 

compared with controls, which it was 58.92%. PnDS only or in a co-incubation with 

rotenone, remarkably diminished unviable cells to 19.40% in PnDS only and to 44.64% 

in rotenone/ PnDS, better than observed in controls (Figure 8B). 

 

Phallusia nigra DS decrease ROS production 

Besides, to look for the role of PnDS on cell viability and cell morphology, we decided 

to investigate if neuroprotective effect observed by experiments conducted here was 

correlated to antioxidant effect of PnDS, since rotenone is described as oxidative 

stress inducer. 

Rotenone, as expected, induced high levels of ROS concentration by Neuro-2A cells, 

when compared with controls. PnDS only, didn’t induce the production of ROS, with 

similar results to the control group. Unexpectedly, PnDS in a co-incubation with 

rotenone decreased considerably ROS concentration, compared with concentrations 

found in the control group (Figure 9).  

Phallusia nigra DS improves antioxidant system 

To explore the possibility of PnDS is acting on antioxidant system as mechanism to 

reduce the ROS concentration, the ACAP and the activity of antioxidant enzymes were 

evaluated. Rotenone acted reducing the SOD activity, on the other hand, PnDS co-

incubated with rotenone subtle increased SOD activity in a comparison with rotenone 

group (Figure 10A). In contrast, PnDS co-incubated with rotenone, increased notably 

CAT activity, which almost reached up until the activity found in the control group. In 

addition, PnDS only, was capable too, to induce CAT activity (Figure 10B).  
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To analyze the total antioxidant capacity, rotenone reduced the ACAP levels in 

comparison with control, however, the addition of PnDS with rotenone, recovered the 

ACAP levels similar to control group (Figure 10C).  

 

Phallusia nigra DS diminished cell damages 

The integrity of cell membranes was evaluated by LPO assay. Rotenone, as expected, 

induced high levels of LPO in comparison with control group. The levels of LPO in the 

control was 43.90% and in rotenone group was 100.44%.  PnDS induced too LPO 

levels to 66.14% in comparison with control, however, it was less than in rotenone 

experimental group. Rotenone co-incubated with PnDS reduced LPO levels to 70.60% 

(Figure 11). 

 

Discussion 

Neurodegenerative diseases, in general, are characterized by neuronal death, 

oxidative stress and inflammation. Recently, novel properties of glycosaminoglycans 

in the central nervous system come into focus additionally the knowledges 

anticoagulant and anti-inflammatory properties well studied in many different systems. 

Here, we investigated the neuroprotective and antioxidants effects of DS obtained 

from ascidian Phallusia nigra using a neuroblastoma cell linage Neuro-2A. 

The PnDS showed a neuroprotective role, enhanced the mitochondrial activity even in 

the presence of cytotoxic effect induced by rotenone. This result of PnDS is similar to 

others observed by researchers using different glycosaminoglycans or 

polysaccharides in different types of neuroblastoma cells. Recently, Chuanxia et al. 
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observed a neuroprotective effect of CS on SH-SY5Y overexpressing α-synuclein 

human cell linage after 24 h with a high CS concentration reached to 400 mg/L. 

Besides, chitosan (15 µM) added on SH-SY5Y cell linage after, cytotoxicity induced 

by rotenone showed a protective effect, however, it was deleterious to cells in high 

concentrations. In previous paper, Woods et al, using a different concentrations of 

heparan sulfate or CS (15µg/mL) in neurodegeneration induced by β-amyloid (25-35) 

on cultured hippocampal neurons didn’t observed an influence on the cell viability with 

low GAGs concentrations, but an protective effect in others parameters analyzed.  The 

role in mitochondrial activity, observed here, on Neuro-2A cells was only after 72h in 

very low PnDS (1.5 nM) concentration. This could be attributed a different structure 

found in PnDS, while, CS obtained from mammals have repeating disaccharides 

comprising glucuronic acid (GlcUA) and  N-acetylgalactosamine (GalNAc)  (Sugahara 

2003), and chitosan contain repeating units of D-glucosamine and N-acetyl-D-

glucosamine (Islam et al. 2017), PnDS, have  a co-polymeric structure, compared to 

CS, enriched in iduronic acid (IdoUA) (Pavão et al, 1995).  The high content of IdoA 

disaccharide is associated to neuronal cell outgrowth observed in mouse hippocampal 

cultures (Hikino et al. 2003; Bao et al. 2005) and should be responsible for the high 

neuroprotective effect of PnDS even in very low concentrations.  

PnDS in an MTT assay revealed a limited growth as observed in optical density, and 

confirmed by cell counting using DAPI. The number of cells after PnDS only or in a co-

incubation with rotenone stopped growthing, this fact, could be attributed to cell death, 

induced by PnDS. However, FDA and IP staining showed that more cells were found 

viable after PnDS incubation in comparison with rotenone. We believe that PnDS didn’t 

induce cell death and, may be, it will act reducing cell proliferation and inducing cell 

differentiation, as observed, by neuronal appearance, with long neurites emerged from 
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soma, observed by SEM and acquired after PnDS addition. Heparin, a 

glycosaminoglycan analogous to DS, is related to influence in cell fate decision, which 

can induce differentiation of neural stem cells (NSC) and embryonic stem cells (ESC) 

into neurons, astrocytes and oligodendrocytes (Yu et al. 2017; Lei et al. 2017). 

Interestingly, in an experiment conducted with NSC, hep and basic fibroblast growth 

Factor (bFGF), induced committing and differentiation of NSC into dopaminergic 

neurons after three days of incubation in a Parkinson disease mouse model (Yu et al. 

2017).  

Interestingly, a DS with similar structure to PnDS is found restrict to neurogenic niche 

of adult mammalian brain, and the specific localization of DS may be presuming the 

important function of this molecule in the differentiation and maintenance of neural 

stem cells in the niche (Sugahara 2003). 

In addition, DS from different marine organisms, with different disaccharide sulfation 

pattern and IdoA content, were incubated with hippocampal mouse or embryonic rat 

neurons and promoted a distinct action on neurite outgrowth (Hikino et al. 2003).   

Corroborating with Hikino et al.  our data on nerite outgrowing demonstrated a longest 

length of neurite observed with Neuro-2A after PnDS incubation. Hikino and their 

colleagues, attribute this fact to [GlcUA/IdoUA(2S)-GalNAc(6S)] structure, which has 

a different sulfation pattern and not only because the charge density.  

Furthermore, the antioxidant activity observed here using PnDS, adding a novel 

important characteristic to DS molecule. PnDS considerable reduced oxidative stress, 

decreasing ROS production, LPO levels and inducing antioxidant capacity. Many 

molecules could have a scavenger property and, in fact, nervous extracellular matrix 

(ECM) is addressed to protect neural cells from damages. ECM should be partially 
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responsible for its capacity, mainly, because, free radicals formed in this environment 

putatively interacting with its components, especially with GAGs (Albertini et al. 2000). 

On the other hand, in the neurodegenerative diseases, there are changes in the 

extracellular environment, varying GAG content, and, consequently improve oxidative 

stress (Emerit et al. 2004; Soleman et al. 2013; Suttkus et al. 2016).  

Recently, chitosan and CS was described to reduce oxidative stress on SH-SY5Y 

Parkinson in vitro model (Canas et al. 2007; Manigandan et al. 2018), however, 

different mechanisms were attributed to antioxidant roles of GAGs. In fact, little 

information could be found in the literature about it. The different mechanisms should 

be: chelating ions properties of GAGs, direct interaction with ROS, including 

superoxide anions though GAG-bound with extracellular SOD, pericellular net 

especially in the central nervous system to interfere with diffusion of potentially harmful 

molecules and mediating intracellular signal transduction pathways bound to receptors 

and for endocytosis of GAGs (Albertini et al. 2000; Dudas et al. 2008; Kadomatsu and 

Sakamoto, 2014). Here, using PnDS, we observed less cells stained by IP, indicating 

an interference in apoptotic pathway, as described for heparin which, inhibits 

glomerular cell apoptosis in cell culture (Ishikawa and Kitamura, 1999) and attenuates 

trophoblast apoptosis (Bose et al. 2005). On the other hand, we observed, an improve 

of SOD and CAT activity, that indicates the transduction of signal and activation of 

intracellular cell signaling. CS was described to activate protein kinase C, which 

phosphorylates Akt that, via the phosphatidylinositol 3- kinase/Akt pathway (Canas et 

al. 2007). We didn’t investigate this pathway, however, because, CS and DS are 

analogous it’s possible that DS is acting through Akt pathway, to perform an 

antioxidant role. Adding, some types of cells are capable to endocyte GAGs such as 
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CS and HS and in this case the effects of GAGs is not mediated by cell membrane 

receptor (Prinz et al. 1978; Laparra et al. 2009).  

Moreover,  Neuro-2A cells in the presence of rotenone, a knowledge mitochondrial 

disruptor, and PnDS, in detriment of ATP, may change their metabolic rout as 

observed with some types of cells such hepatocytes after viral infections, as a 

mechanism of protection and to generate energy (El-Bacha and Da Poian, 2013). 

 

Conclusion 

Finally, PnDS indicate by our experiments showed a notable neuroprotective and 

antioxidant role that gives more attention and could be useful in the future for 

pharmacological treatment or regenerative medicine strategies may possibly delay the 

progression of neurodegenerative diseases of CNS diseases or promote tissue 

regeneration. 
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Figure Legends  

Figure 1. 

The whole study was designed in order to characterize the neuroprotective activity of 

PnDS, as well as the antioxidant activity against rotenone oxidative stress. The figure 

summarizes the experimental conditions used for each purpose in Neuro-2A strain. 

For detailed description of each experimental groups, see in Material and Methods. 

Mitochondrial activity by MTT; Autofluorescence by DAPI, FDA and PI; FDA neurite 

growth; MEV morphological analysis and phase contrast; Antioxidant capacity by 

ROS, SOD, CAT, ACAP and LPO. 

Figure 2. 

Isolation and characterization of Phallusia nigra total polysaccharides. Both (A) 

and (B) polysaccharides were applied on a 0.8% agarose gel. in 0.05 M 1,3-

diaminopropane / acetate (pH 9.0), fixed with 0.1% N-cetyl-N, N, N-

trimethylammonium solution after 12 h, and stained (after drying) with 1% toluidine 

blue. A mixture of mammalian glycosaminoglycans of chondroitin 4-sulfate (CS) and 

heparin (Hep) was used as standard. (B) Polysaccharides extracted before (-) and 

after (+) incubation with chondroitinase AC or ABC and treatment with nitrous acid.  
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Figure 3. 

Mitochondrial activity analysis by the MTT method in the Neuro-2A. (A) at times 

0, 24, 48 and 72 hours; B) exposed to 0.12-2.0 µM rotenone; C) exposed to 0.75-12 

nM  pnDS and D) exposed to 1.0 µM rotenone and 1.5 nM pnDS; for a period of 72 

hours. The bars represent the means of the triplicate analysis, with their respective 

standard deviations. Results are representative of 3 independent experiments and 

statistical analyzes were performed by nonparametric ANOVA test and Tukey post-

test. Statistically significant difference from control (*) and rotenone group (#) (p ≤ 0.05). 

 

Figure 4. 

Micrograph of Neuro-2A cells. A, C, E and G) DAPI-labeled cell nuclei (1: 1000) 

emitting blue fluorescence. B, D, F and H) by phase contrast. I) Percentage of cells 

present in Neuro-2A cultures exposed to Rotenone (1.0 μM) to DS (1.5 nM). The result 

was obtained within 72 h after DAPI treatment (the arrows indicate the neuritic 

extension). Four cell fields per well were analyzed. The bars represent the standard 

error. Statistical analyzes were performed by the nonparametric ONE-WAY ANOVA 

test and Tukey post-test. Statistically significant difference from control (*) and 

rotenone group (#) (p ≤ 0.05). 

 

Figure 5. 

Quantification of neuritis in FDA-labeled Neuro-2A cells. A) Relationship between 

the presence of neurites per cell; B) Percentage of neurons with prolongations; C) 

Length of neuritic prolongation. The result was obtained within 72 h after treatment (n 

= 3 independent experiments, 4 cell fields per well were analyzed) using the NIH 
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ImageJ software, version 1.47t. The bars represent the means of the triplicate 

analysis, with their respective standard deviations. Statistical analyzes were 

performed by the nonparametric ONE-WAY ANOVA test and Tukey post-test. 

Statistically significant difference from control (*) and DS (&) group (p ≤ 0.05). 

 

Figure 6. 

Scanning electron micrograph of Neuro-2A cells. After incubated with rotenone 

and PnDS for 72h (the arrows indicate neuritic extension and presence of membrane 

invaginations (stars), characterizing profound changes in the cell surface). n = 2. 

 

Figure 7. 

Micrograph of Neuro-2A cells to assess cell viability. A, D, G and J) Histochemical 

with FDA; B, E, H and K) PI histochemistry) C, F, I and L) Overlap (the arrows indicate 

the neuritic extension). Scale bar: 100µm. n = 4. 

 

Figure 8. 

Percentage of viable and apoptotic cells in Neuro-2A cells exposed to 1µM 

Rotenone and 1.5 nM DS. A) FDA-labeled viable cells; B) PI-labeled apoptotic cells. 

The result was obtained within 72 h after treatment using different PI and FDA dyes. 

Four cell fields per well were analyzed. The bars represent the means of the triplicate 

analysis, with their respective standard deviations. Results are representative of 3 

independent experiments and statistical analyzes were performed by nonparametric 

ONE-WAY ANOVA test and Tukey post-test. Statistically significant difference from 

control (*), DS group (&) and rotenone group (#) (p ≤ 0.05). 
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Figure 9. 

Effects of pnDS and rotenone alone or together on ROS production in Neuro-2A 

cells. The bars represent the means of the triplicate analysis, with their respective 

standard deviations. Results are representative of 4 independent experiments and 

statistical analyzes were performed by the nonparametric ONE-WAY ANOVA test and 

Tukey post-test. Statistically significant difference from the rotenone group (#) (p ≤ 

0.05). 

 

Figure 10. 

Effects of pnDS and rotenone alone or together on the antioxidant system  in 

Neuro-2A cells. A) SOD activity (U / mg protein) in murine neuroblastoma Neuro-2A 

cells treated with rotenone and PnDS. B) CAT activity (U / mg protein) in rotenone-

treated murine Neuro-2A murine neuroblastoma cells of Phallusia nigra. C) Effects of 

DS and rotenone alone or together on the antioxidant capacity of ROS in Neuro-2A 

cells. The bars represent the means of the triplicate analysis, with their respective 

standard deviations. Results are representative of 4 independent experiments and 

statistical analyzes were performed by the nonparametric ONE-WAY ANOVA test and 

Tukey post-test. Statistically significant difference from control (*) and rotenone group 

(#) (p ≤ 0.05). 

 

Figure 11. 

Effects of DS of Phallusia nigra and rotenone alone or together on lipid 

peroxidation. The bars represent the means of the triplicate analysis, with their 

respective standard deviations. Results are representative of 4 independent 
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experiments and statistical analyzes were performed by the nonparametric ONE-WAY 

ANOVA test and Tukey post-test. Statistically significant difference from control (*) and 

rotenone group (#) (p ≤ 0.05). 
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ABSTRACT 

 

 

Many evidences suggest the involvement of dermatan sulfate (DS), a 

glycosaminoglycan (GAG) present in the extracellular matrix (ECM) of the central 

nervous system (CNS), in brain development, neuritogenesis and neuronal 

dysfunctions. Among these events, the involvement of DS in the development of the 

CNS has attracted attention from a therapeutic point of view for the potential 

application of DS to nerve regeneration. The several functions of DS can be mainly 

attributed to structural variability of their polysaccharide moieties. Old and recent 

reports about the relationship among DS structure and its function are helping to 

discover potential novel neurobiological roles for DS, increasing the understanding of 

a great variety of biological processes. Therefore, here we reviewed the recent 

knowledge about the possible involvement of the DS in the neuritogenesis of the CNS, 

suggesting the importance of these studies in therapeutic strategies which are 

promising for future perspectives. 
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1. INTRODUCTION 

The extracellular matrix (ECM) in the nervous system is a complex meshwork of 

supporting molecules arranged in diffuse form, around cell surface and/or associated 

to it. These ECM usually presents net-like formations surrounding neural cells. It is 

fundamental in maintaining the homeostasis of the central nervous system (CNS), 

acting as a scaffold for them and harboring chemical signaling molecules that are 

important for several neural processes, both in normal, physiological processes and 

in neural diseases (Bovolenta and Fernaud-Espinoza 2000; De Wit and Verhaagen 

2007; Oliveira et al., 2015).  

Many evidences suggest the involvement of dermatan sulfate (DS), a 

glycosaminoglycan (GAG) present in the ECM of the CNS, in brain development, 

neuritogenesis and neuronal dysfunctions. The main DS involved in a neuritogenic 

activity is composed by oversulfated disaccharides that contain L-iduronic acid (IdoA) 

residues (Cummings and Pierce 2014). Besides, IdoA occurs in variable proportions 

in DS and, as a result of the different position of the carboxyl moiety together with the 

different pattern of sulfation found in their disaccharides, it generates a more flexible 

polysaccharide chain, allowing specific interactions with several proteins and other 

polysaccharides (Cilla et al., 2013). Thus, DS has been suggested to have many 

potential neurobiological functions (Rogers et al., 2011; Hayes and Melrose 2018). 

DS is found relatively late in the evolutionary tree and appears from the Echinodermata 

and Mollusca group of the animal Kingdom (Yamada 2015). It has been found in some 

invertebrate species and in the whole group of the vertebrates (subphylum Vertebrata) 

and it is absent in the Nematoda, Phatyhelminthe, Coelenterata and Porifera animal 

groups (Cole and McCabe 1991; Nader, 1991; Lafont et al., 1992; Bovolenta et al., 

1993; Spillman et al., 1995). Moreover, DS has been found in large amounts in tissues 

of some marine invertebrate species, which represents a good source for its 

purification (Nader et al., 1999; Yamauchi et al., 2011).   

In this review we will describe the role of DS in neuritogenesis, demonstrating the 

importance of this molecule in potential therapeutic strategies, being promising for 

future perspectives. 
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2. GLYCOSAMINOGLYCANS 

GAGs are considered a fraction of the glycoconjugates in the cell membranes, in the 

ECM and in some cell granules of all tissues. The ability to connect protein-protein or 

protein interactions is identified as an important determinant of cellular answer on 

development, homeostasis and disease (Oohira et al., 1991; Soleman et al., 2013). It 

can act as a physical and biochemical barrier, creating specific microenvironments 

around cells. They build size-selective barriers that are permeable only by small 

entities, such as Ca2+ and Na+ that can freely diffuse and promote extracellular cation 

homeostasis (Costa et al., 2017). 

GAGs are long, nonbranched polysaccharide composed of repeating disaccharide 

regions of uronic acid (D-glucoronic acid or IdoA) and an amino sugar (D-

galactosamine or D-glucosamine) or galactose (Hook et al., 1984). They are 

distinguished from each other by the type of hexose, hexosamine, or hexuronic acid 

unit present and by the geometry of the glycosidic linkage between the repeated units 

(Allen 2013). 

Based on the difference of repeating disaccharide units comprising GAGs, they can 

be categorized into six main groups: heparin (HP), heparan sulfate (HS), chondroitin 

sulfate (CS), dermatan sulfate (DS), keratan sulfate (KS) and hyaluronic acid (HA) 

(Gallo, 2000; Yamada et al., 2011).  

The biosynthesis involves several enzymes that assemble the GAG backbone and 

subsequently add sulfate in their disaccharide at specific positions, except HA that is 

a non-sulfated GAG (Li et al., 2016). Chains are synthesized by the attachment of a 

tetra-saccharide linker which is covalent attached to protein core. Following 

attachment of the linker to the protein core, the chain of glucosamine, galactosamine 

or galactose is transferred determining whether type of GAG is produced (Li et al., 

2008; Yamada and Sugahara, 2008). Subsequently, the sugar chains are extended 

by the addition of two alternating monosaccharides, either N-

acetylgalactosamine/glucuronic acid in chondroitin sulfate/DS or N-

acetylglucosamine/glucuronic acid in heparin/heparan sulfate on the tetra saccharides 

linker (Gandhi and Mancera, 2008; Imberty et al., 2007). 
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These GAG chains are modified by sulfation at various hydroxy group positions and 

also by the epimerization of uronic acid residues during the biosynthetic process, 

thereby giving rise to structural diversity, which plays an important role in a wide range 

of biological roles including cell proliferation, tissue morphogenesis, infections by 

viruses, and interactions with growth factors, cytokines, morphogens and 

neuritogenesis (Mizumoto and Sugahara, 2012; Venkatachalam, 2003).  

 

2.1. Dermatan Sulfate 

DS synthesis occurs by addition of L-iduronic acid (IdoA) and N-acetyl-D-

galactosamine (GalNAc) residues alternately to a protein core. Many of the GlcA 

residues become epimerized at C-5 to yield IdoA. Subsequently, O-sulfation may 

occur at the C-4 (by a dermatan 4‐sulfate sulfotransferase (D4ST)) or C-6 (by a 

dermatan 6‐sulfate sulfotransferase (D6ST)) positions of GalNAc or at the C-2 position 

of IdoA (reaction catalyzed by the DS 2‐O‐sulfotransferase (DS2ST)). Due the 

epimerization and sulfation reactions the structure of DS is heterogeneous (Penc et 

al. 1998; Lyon et al., 1998; Anders et al., 2012).  

The variety in DS structure is responsible for giving these disaccharide subtypes:  

IdoUA-GalNAc (iO), IdoUA-GalNAc (4S) (iA), IdoUA-GalNAc (6S) (iC), IdoUA (2S)-

GalNAc (4S) (iB), IdoUA(2S)-GalNAc(6S) (iD) and IdoUA-GalNAc (4S, 6S) (iE or H) 

(Figure 1). These molecules comprehend a range of molecular weight from 12 to 45 

kDa with an average around 25 kDa (Jiang et al., 2005; Sant et al., 2010; Xu and Esko 

2014).  

The ratio of IdoUA to GlcUA varies depending on the tissue source or the animal 

species where was obtained the molecule (Linhardt et al., 1991a; Hikino et al., 2003; 

Nadanaka et al., 1998; Faissner et al., 1994; Lafont et al., 1992), stage of development 

(Herndon and Lander 1990; Fernaud-Espinosa et al., 1996; Grumet et al., 1996; 

Hacker et al., 1997), as well as the method of purification (Allen et al., 2012). The 

IdoUA content of DS polymers may range from 1 to over 90% even in many tissues 

from different animals and methodologies used (Kresse et al., 1993; Bourin and 

Lindahl, 1993). 
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This pattern of sulfation is responsible for a wide range of biological events involving 

DS, such as the assembly of extracellular matrices, the transduction of signals through 

binding to growth factors, wound healing, anti-coagulation and studies have 

demonstrated a stimulatory effect on neurite outgrowth. Other important characteristic 

of DS structure is the content of IdoA, which could be vary depending of each organ, 

development stage, animal species used to obtain the molecule, among others 

(Trowbridge and Gallo 2002; Litwack et al., 1998; Li et al., 2013; Miyake et al., 2010; 

Theocharis et al., 2015; Malavaki et al., 2008). 

For example, DS derived from porcine skin (Sakai et al., 2003), marine clam (Volpi 

and Maccari 2009), ascidian (Pavão et al., 1995; Pavão et al., 1998), hagfish 

notochord (Anno et al., 1971), and sea urchin (Vilela-Silva et al., 2001) are comprised 

of repeating disaccharide units having a high IdoA content (more than 80%) and the 

DS possess both anticoagulant and neurite outgrowth activities (Hikino et al., 2003). 

In contrast, DS isolated from horse aorta (Fransson and Havsmark 1970), embryonic 

pig brain (Bao et al., 2005), mouse brain (Bao et al., 2005), mouse skin (Maccarana 

et al., 2009) and HEK293 cells (Laremore et al., 2010) have a low content of IdoA, and 

can associate with growth factors such as pleiotrophin and midkine. These differences 

in the IdoA contents of DS chains are attributable to the levels of DS epimerases (DS-

epi1 and -epi2) in Golgi apparatus of the cells comprising in each animal species and 

tissues (Malmstrom et al., 2012; Karamanou et al., 2017). 

During development, IdoA-containing structures (iA, iB, iE and iD) are ubiquitous in 

different parts of the brain (Mitsunaga et al., 2006), although at low concentrations. 

Indeed, DS in brains of newborn mice comprise only 2% iduronic acid (Crespo et al., 

2007; Maeda et al., 2010; Bartolini et al., 2012). The DS bioenzymatic machinery is 

carefully regulated during brain development, resulting in a large variation of IdoA-

containing structures. For example, in the cerebellum, iD decreases and iB increases 

from newborn to adult age (Akatsu et al., 2011). Interestingly, the embryo-derived DS 

shows a greater binding of FGFs (FGF-2, 10 and 18), pleiotrophin, midkine, vascular 

endothelial growth factor (VEGF) and hepatocyte growth factor (HGF) than DS from 

the brains of adult animals (Sugahara and Mikami et al., 2007; Thelin et al., 2013). 

It was demonstrated that the rare oversulfated disaccharide unit’s iD present in 

embryonic pig brain-derived DS chains are critical elements for neuritogenesis 
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(Sugahara and Yamada 2000; Sugahara et al., 2003). In addition, iE unit isolated from 

the hagfish notochord, has a unique oversulfated structure characterized by a major 

disaccharide. Further, exogenous iE exhibited appreciable inhibitory activity in midkine 

(MK)-mediated neuronal cell adhesion (Anno et al., 1971; Ueoka et al., 1999). 

However, the presence of oversulfated iE structures in the mammalian brain has not 

been rigorously characterized (Cole and McCabe 1991 Bovolenta et al., 1993). 

One particularly well-studied DS binding interaction occurs with heparin cofactor II 

(HCII). This serpin homolog of antithrombin III acts by inhibiting the procoagulative 

effect of thrombin (Kozlowski et al., 2011). This effect is enhanced 1000-folds in the 

presence of DS, which are characterized by the predominant disulfated disaccharide 

units of iB, were shown to exert strong anticoagulant activity (Pavão et al., 1998; Tovar 

et al., 2005).  

In fact, the anti-inflammatory activity is among the most widely studied properties of 

DS glycosaminoglycans (Volpi 2010; Ben Mansour et al., 2010; Krichen et al., 2017a). 

Furthermore, sulfated DS chain from marine sources possess other important 

pharmacological activities such as antiviral, antiproliferative, tissue repair and 

antitumoral activities (Rani et al., 2017; Krichen et al., 2016; Krichen et al., 2017b). 

These functions are attributed to the importance of the molecular size and some 

structural features required for biological activities, especially sulfate clusters to ensure 

interactions with cationic proteins (Mulloy 2005, Trowbridge et al., 2002; Pomin 2015; 

Krichen  et al., 2018). 

Therefore a number of marine based polysaccharides has been evaluated for their 

antiinflammatory activity (Cumashi et al., 2007; Groth et al., 2009), as these eliminate 

the challenges and risks associated with molecules sourced from mammals (Klajnert 

et al., 2006). Mammalian DS has been suggested as a potential alternative to heparin 

as it exhibits lower anticoagulant activity than heparin and therefore its use poses a 

smaller risk of hemorrhage (Fernandez 1986). DS with a variety of degrees and 

patterns of sulfation have been identified in the past in Ascidians, but some of these 

polysaccharides have been shown to also have anticoagulant activities (Pavão et al., 

1995; Pavão et al., 1998; Thomson et al., 2016).  
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The reported functions of brain DS chains in neuritogenesis are controversial. DS act 

as neuritogenic molecules and also as modulate axonal growth (inhibiting or 

stimulating) regeneration in the injured CNS. Such apparently contradictory functions 

are probably attributed to the structural diversity of DS chains (Hikino et al., 2003; Bao 

et al., 2005; Li et al., 2013).  

The DS appear to modulate development of neuronal polarity in vitro, favoring either 

axon or dendrite outgrowth from mesencephalic neurons (Lafont et al.,1992). In the 

adult brain, DS has present in small amounts. These changes in composition have 

been postulated to influence developmental events such as axonal elongation 

(Walicke 1988; Sugahara 2003; Li et al., 2013). 

Due to the important role of DS in CNS, the investigation of the molecular mechanisms 

in which this molecule is involved, would lead to the future development of therapeutics 

in many neurodegenerative diseases. 

 

3. THE GAGS OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM 

Approximately 20% of the volume of the adult CNS is occupied by an extracellular 

space filled with proteins and polysaccharides that comprise the ECM of the CNS 

(Garwood et al., 2001). These GAGs are synthesized by both neurons and glia 

(Thwaites et al., 2009) and almost all of them have been detected in brain tissue 

(Kleene and Schachner, 2004). The main GAGs in the brain are CS and HS, which 

comprehend a different proteoglycan. DS and KS are found in small amounts in adult 

nervous system but DS has a variable production during development which is found 

in high amounts in embryos (Sugahara et al.,2007; Kleene and Schachner, 2004). In 

fact, radial glia is capable to produce and hybrid CD/DS molecule in mammalian 

embryo (Sugahara and Mikami, 2007; von Holst et al., 2006). Hyaluronan shares an 

interesting localization with CSPGs in Perineuronal Nets (PNNs) and heparin was not 

been drecribed yet (Kleene and Schachner 2004).  

The interaction between these cells and their environment play an important and 

regulatory role in the CNS even in the adult stage but mainly in the development which 

evolves a series of specific steps such as: cell proliferation, neuron differentiation, 
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neuron extension, axon outgrowth, synaptogenesis, selective neuronal death among 

others (Arendt et al., 2008; Malavaki 2008). 

Many potentially important interactions also occur between cells and the neural ECM. 

Although the organization of the ECM in the vertebrate CNS is not well understood 

and it can be considered as a complex and dynamic association of extracellular 

molecules that is relatively rich in GAGs (Faissner et al., 1994; Bao et al., 2004; Deepa 

et al., 2006; Krishnaswamy et al., 2019).  

GAGs are found in a PNNs that are aspecialized ECM that surround the soma, 

neurites and axons initial segments of neurons sub-population in the CNS (Kwok et 

al., 2011; Miyata and Kitagawa, 2017). PNNs are composed of CSPGs with GAG side 

chains, hyaluronic acid, tenascin-R, and link proteins that coalesce to form molecular 

aggregates around neuronal cell bodies and processes (Mohan et al., 2018). Timing 

of PNN formation corresponds to the end of the critical period during which 

synaptogenesis, synaptic refinement and maturation of the nervous system occur 

(Izumikawa et al., 2014), suggesting that formation of PNNs depends on completion 

or fixation of plastic change in neural activity (Koike et al., 2015). 

Enzymatic disruption of PNNs by chondroitinase ABC treatment reactivates neural 

plasticity in the adult cerebral cortex after the critical period has ended, suggesting 

that formation of PNNs restricts neural plasticity in the adult brain (Pizzorusso et al., 

2002). In several regions of the brain, including the cerebral cortex, PNNs are 

selectively formed around inhibitory interneurons expressing parvalbumin, which is 

implicated in many neural processes including regulation of the critical period 

plasticity, where they are found higher levels of DS in the olfactory bulb, 

cerebrum/midbrain, cerebellum and pons/medulla oblongata at all developmental 

stages (Bastmeyer and O'Leary, 1996; Sobel 2001; Hensch 2005). 

 

1. DISTRIBUTION OF DS IN THE NERVOUS SYSTEM 

DS plays crucial roles in various biological events such as: the development of the 

CNS (Sugahara and Mikami 2007), wound healing (Penc et al., 1998; Trowbridge et 

al., 2002), growth factor signaling (Nandini and Sugahara 2006; Yamada and 
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Sugahara 2008), and proliferation of a neural stem cell progenitor (von Holst et al., 

2006). Among these events, the involvement of DS in the development of the CNS 

has attracted attention from a therapeutic point of view for the potential application of 

DS to nerve regeneration (Kerever et al. 2015). Several studies have shown that the 

sulfation pattern of DS in the brain alters during development, characterized by an 

increase in 4-O-sulfation and a decrease in 6-O-sulfation (Kitagawa et al., 1997; Akita 

et al., 2008; Bartley et al., 2005, Pevny and Nicolis 2009). In addition, both the increase 

of 6-O-sulfation disaccharides and the presence of IdoA have been shown to be crucial 

factors for the neurite growth-promoting activity of DS (Nadanaka et al., 1998; Hikino 

et al., 2003; Bao et al., 2004; Nandini et al., 2004; Nandini et al., 2005). This type of 

DS is found in high amounts during development of the mammalian CNS synthesized 

by both neurons and glial cells (oligodendrocytes, astrocytes and microgliocytes) and 

are crucial for its development as well as for its homeostasis (Dietrich 1983, Esko 

1991, Rowlands et al., 2013). 

The importance of DS on CNS development was better elucidated with results of an 

analysis of DS-epi2-deficient mouse. DS epimerases convert GlcA to IdoA by 

catalyzing the C5-epimerization of GlcA residues, which is the initial modifying step in 

the biosynthesis of IdoA-containing structures in DS (Ida et al., 2006; Kwok et al. 

2011). Intriguingly, the loss of C5 epimerase using the DS-epi2-deficient mouse model 

presents primarily a normal brain phenotype, but showed a drastic reduction in IdoA 

levels compared to wild-type littermates. Further analysis revealed a significant 

decrease in 4-O-sulfate and an increase in 6-O-sulfate expression (Verna et al., 1989; 

Akyuz et al., 2013; Kadomatsu and Sakamoto, 2014).  The apparent normal 

phenotype of the brain that was observed in the adult DS-epi2-deficient animals 

suggests a possible compensatory mechanism, possibly through DS-epi1 expression. 

Was observed in the adult DS-epi2-deficient brains, suggesting a possible 

compensatory mechanism, possible through DS-epi1. These results support the 

hypothesis that there are functional redundancies in the role of DS in the ECM (Figure 

3; Bartolini et al., 2012). 

The DS bioenzymatic machinery is carefully regulated during brain development, 

resulting in a large variation of IdoA-containing structures. The proportion of iE units 

was very small compared with that of iB or iD units in DS from all regions of the brain 



 

160 
 

postnatal. However, differently in the cerebellum, iD decreases and iB increases from 

newborn to adult age (Basappa et al. 2009; Akatsu et al., 2011), but in the mouse 

adulthood brain iD structure is still observed in the córtex, thalamus, cerebellum and 

prominent in the hippocampus, region of constant  neuritogenesis (Bao et al., 2006; 

Mitsunaga et al., 2006; Akatsu et al., 2011).  

In situ analysis of the DS in brain sections revealed that the concentration of DS 

increases 2-fold during development (from postnatal day 7 to seven postnatal weeks). 

The proportions of DS-specific, main disaccharides, iA and iB, produced by the 

sequential actions of D4ST-1 and single uronyl 2-O-sulfotransferase (UST) catalyzes 

preferentially the 2-O-sulfation of IdoUA of iA units, forming another DS-specific iB 

unit, which 2S and 4S represent 2-O- and 4-O-sulfate groups, respectively, were 

higher in the DS chains from the other brain regions (Bruckner et al., 1993; Mitsunaga 

et al., 2006; Dullatev et al., 2007b). 

A dramatic increase (10-fold) in the proportion of iB occurs during development, and 

in contrast, iD and iE decreased to 50 and 30%, respectively, in the developing 

cerebellum. These results suggest that the IdoUA-containing iA and iB units along with 

iD and iE units in the DS play important roles in the formation of the cerebellar neural 

network during postnatal brain development (Mitsunaga et al., 2006; Galtrey and 

Fawcett, 2007; Carulli et al., 2010).  

Therefore, characteristic functional DS chains may be distributed in the brain 

parenchyma, where the neural network forms during development. However, the 

spatiotemporal distribution of such IdoUA-containing DS structures in the brain 

remains largely unknown because of analytical difficulties.  

 

2. INVOLVEMENT OF DERMATAN SULFATE IN NEURITOGENESIS 

Neuritogenesis is an early event in neuronal development in which newborn neurons 

first form growth cones, as a prerequisite for the formation of axons and dendrites. 

Growth cones emerge from segmented regions of the lamellipodium of embryonic 

neurons and grow away from the cell body leaving behind a neurite that will eventually 

polarise into an axon or dendrite (Dityate et al., 2010; Kwok et al., 2011). Growth cones 
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also function to navigate precise routes through the embryo to locate an appropriate 

synaptic partner (Gordon-Weeks, 2017). Dynamic interactions between two 

components of the neuronal cytoskeleton, actin filaments and microtubules, are known 

to be essential for growth cone formation and hence neuritogenesis (Figure 2). The 

molecular mechanisms that coordinate interactions between actin filaments and 

dynamic microtubules during neuritogenesis are beginning to be understood (Coles 

and Bradke 2015; Miyata and Kitagawa 2017). 

Although CNS regenerative capacity is limited in adulthood, the CNS is a rich and 

complex source of DS including in during development and under pathological 

conditions (Figure 5; Perosa et al., 2002; Purushothaman et al., 2012). The 

heterogeneity of the DS structure may be promising as regulators of bioactive proteins 

interacting with soluble and membrane-associated molecules (Valcarcel et al., 2017). 

The observed potential of DS to promote neuritogenesis in vitro, using primary cultures 

of neurons or cell lineage as models (Table 1), is important not only to show its role in 

the mechanistic studies about the DS in natural process of the CNS development or 

its role in neural diseases. They also give support to stimulate future studies aiming to 

directly test the DS therapeutic effect in experimental designs using animals' models 

of neural lesions. Thus, it would be possible to evaluate the real beneficial DS effect 

in CNS repair, evaluating by which mechanisms, which could be of great interest for 

regenerative medicine (Volpi and Maccari 2009; Li et al., 2013; Anthony and James 

2018). 

Hikino et al., (2003) assessed neurite outgrowth-promoting activities of DS variants 

toward cultured E16 mouse hippocampal neurons and investigated the involvement of 

IdoUA-containing DS-type structures in the neuritogenic properties. The porcine skin 

DS, which contains iB units, was not neuritogenic, however DS purified from  the 

neonatal mouse brains, containing a small proportion of iD units, exhibits a small 

neurite outgrowth activity.  

Bao et al., (2005) isolated iD unit (Table 1) from embryonic pig brains and analyzed 

the promote of outgrowth neurites in embryonic mouse hippocampal neurons in culture 

which showed neuritogenic activity revealed by interaction with growth factor 

pleiotrophin (PTN). 
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Many marine animals showed large amounts of DS with a different structure. For 

example, the iE structure is a major disaccharide found in DS from hagfish notochord 

(68%) and embryonic sea urchin (74%), while a significant amount of iD unit is found 

in Ascidian Phallusia nigra DS (>90%) (Pavão et al., 1995; 2014). Interestingly, a high 

amount of iB disaccharide is also in DS from Ascidian Styela plicata (66%). In addition, 

DS obtained from the species of elasmobranchs Isurus oxyrinchus and Prionace 

glauca that contains levels of IdoA disaccharides and iB, iC and iD unit (Higashi et al., 

2015). These different DS structures have been used to better comprehend the 

neuritogenesis activity and the function of DS in the brain and all of them showed this 

activity but with some peculiarity (table 1).  

Neuritogenic activity was observed using DS from S.plicata ascidian which contains 

small proportion (5%) of iD units and with hagfish that comprehend (68%) (Hikino et 

al., 2003).  However, in a comparison between DS from S.plicata and P. nigra, it was 

observed a significant neurite outgrowth-promoting activity using P. nigra, which 

resulted specific morphological features. The P. nigra DS which contain high amount 

of iD structure (60%) induced a flattened neuronal cell soma and dendrite-like multiple 

neurites. On the other hand, S. plicata DS, exhibited only a modest neurite outgrowth-

promoting activity (Hikino et al., 2003; Bao et al., 2005; Pavão, 2014). 

Embryonic sea urchin that have 74% of iE DS unit, induced the better longest neurites 

in a hippocampus neuronal culture in comparison with ascidians DS. However, the 

effects on soma area and number of primary neurites/cells were best observed by P. 

nigra DS (Table 1; Hikino et al, 2003).  

Many studies suggest that the DS are responsible for the effect on neurons and this 

aspect appears to be dependent on the DS interaction with a particular neuron 

phenotype. Multiple DS units exhibited promoting the outgrowth of neurites of both an 

axonic and a dendritic nature characteristic in the embryonic brains cultured (Lafont et 

al., 1992; Faissner et al., 1994; Nandini et al., 2005; Yamauchi et al., 2011). 

In the CNS, it is known that DS interact with growth factors and neurotrophic factors 

in the neural process, axon orientation and neurite outgrowth (Sugahara and Mikami, 

2007) (Table 1; Figure 4), promoting axon growth (Bradbury et al., 2002), neural 

migration and neuritogenesis (Sugahara et al., 2003), apparently regulating the 
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differentiation and proliferation of neuronal cells. In this process, the sulfation patterns 

of DS chains appear to directly influence the binding of the active proteins (Yamada 

and Sugahara, 2008; Berezin et al., 2016). 

Recent evidence has indicated that CS–DS also contributes to several signaling 

pathways and various biological events (Sugahara and Mikami 2007; Sugahara et al., 

2003). The specific arrangement of the sulfation patterns of CS–DS chains is known 

to modulate  various signaling pathways such as Wingless/int-3a (Wnt-3a) involved in 

many developmental and disease-related processes to regulate cellular programs in 

surrounding tissues (Reichsman et al., 1996; Nadanaka et al., 2011); in class III 

semaphorins (SEMA3s) present in the neural scar and influence a wide range of 

molecules and cell types in and surrounding that injured tissue (Dick et al., 2013; Vo 

et al., 2013; Mecollari et al., 2014); in progranulin expressed in mature neurons and 

microglia with protective roles in neurogenerative disorders and plays a central role in 

the regulation of neural inflammation, enhancing neuronal survival and stimulating 

neurite outgrowth activity (Hikino et al., 2003; Andrews et al., 2009; King et al., 2014); 

in family receptor protein tyrosine phosphatases (RPTPs) expressed by both neurons 

and glia,  implicated in synaptogenesis and axon pathfinding during development and 

of post-injury axonal plasticity (Shen et al., 2009; Shen 2014); and in the Nogo receptor 

family predominantly expressed in neurons (Dickendesher et al., 2012; Prinz et al., 

2014; Saha et al., 2014; Mizumoto et al., 2015). 

CS–DS are highly expressed in glial scars after injuries in the spinal cord, and the 

removal of CS–DS from these scars by a treatment with a bacterial CS lyase facilitated 

axonal regeneration. DS chains appear to play crucial roles in enhancing or preventing 

the elongation of axons. Although the molecular mechanism by which CS–DS 

proteoglycans stimulate or restrict axonal elongation has not yet been elucidated in 

detail, several receptors for CS–DS have recently been identified at the neuronal cell 

surface (Bradbury et al., 2002). 

Akyüz et al., (2013) generated a mouse deficient in the dermatan 4-O-

sulfotransferase1 (Chst14−/−), a key enzyme in the synthesis of iduronic acid-

containing modules found in DS but not CS. In wild-type mice, Chst14 is expressed at 

high levels in the skin and in the nervous system, and is enriched in astrocytes and 

Schwann cells. Ablation of Chst14, and the assumed failure to produce DS, resulted 
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in enhances axonal growth of CNS neurons as well as Schwann cell process formation 

and proliferation in vitro.  

It has been reported that Chst14 specific for DS, but not chondroitin 4-O-

sulfotransferase-1 (Chst11) specific for CS, regulates proliferation and neurogenesis 

of neural stem cells (NSCs), indicating that CS and DS play distinct roles in the self-

renewal and differentiation of NSCs. the protein levels of N-MethylD-aspartate 

(NMDA) receptor, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) 

receptor, postsynaptic density 95 (PSD95), growth associated protein 43 (GAP-43), 

synaptophysin (SYN) and N-ethylmaleimide sensitive factor (NSF) which are 

important in synaptic plasticity were examined and Chst14 deficiency was shown to 

significantly reduce the expression of these proteins in the hippocampus. Further 

studies revealed that Akt/mammalian target rapamycin (mTOR) pathway proteins, 

including protein kinase B (p-Akt), p-mTOR and p-S6, were significantly lower in 

Chst14−/− mice, which might contribute to the decreased protein expression (Li et al., 

2019; Sahu et al., 2019). 
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3. CONCLUDING REMARKS 

In view of the information containing in this review, the characterization of the minimal 

structures of neuroactive DS chains is important to elucidate their mechanism to 

promote neuritogenesis. Here, it was possible observe that DS can be found in some 

neurogenic regions such as hippocampus to aid in the formation of new neurons.  

Therefore, DS is a promising candidate for drug development that aim regenerating 

neurons and treating neurodegenerative disease. 
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Figure 1: Typical repeating disaccharide units in DS, and their potential sulfation 

sites.  DS consists of IdoA and GalNAc. These sugar moieties are esterified by sulfate 

at various positions as indicated by ‘S’. 2S, 4S, and 6S represent 2-O-sulfate, 4-O-

sulfate, and 6-O-sulfate, respectively. Abbreviations of possible disaccharide units are 

shown in the panel. The corresponding DS disaccharide units are indicated by ‘i’, 

which represents IdoA. Specific sequences composed of these units provide structural 

diversity, thereby affecting a wide range of interactions with various functional proteins. 

Chemical structures were taken from the PubChem Substance and Compound 

database (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). The unique chemical structure identifiers are: 

32756 (Dermatan, 4-(hydrogen sulfate)-Depositor: Chembase). 
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Figure 2:  Schematic representation of the succession of steps that lead from the 

formation of to neurite. Dendritic actin filament network (blue) and radial filopodia 

containing bundled actin filaments (red). N = nucleus.  

 

 

Figure 3:  Biosynthesis of DS. CS and DS share the synthesis of a tetrasaccharide 

linker region that attaches the GAG chains to a serine residue within the conserved 
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attachment site of core proteins. The activity of a unique N-

acetylgalactosaminyltransferase-I that transfers the first GalNAc residue onto the 

tetrasaccharide linker starts a growing glycosaminoglycan chain to CS. This step is 

followed by the activities of specific enzymes that polymerize the glycosaminoglycan 

chain by the alternate additions of N-acetyl-D-galactosamine and D-glucuronic acid 

moieties in CS. CS chains can be modified during elongation by Golgi residents, 

epimerase and a number of sulfotransferases. After the formation of the chondroitin 

backbone, epimerization of GlcUAto L-iduronicacid by C5-hydroxyl epimerases 

(DSE) followed by sulfate addition to the C4 hydroxyof the adjacent GalNAc residue 

by D4ST1 generates DS from CS, and prevents back-epimerization of IdoUA to 

GlcUA. The extent of modification with sulfate groups by the actions of CS and DS 

sulfotransferases varies between different core proteins, and spatio-temporally.  

 

 

Figure 4:  Schematic structure of ECM in the brain. The ECM of the brain is mainly 

composed of GAG, which store various proteins such as chemokines, growth factors 

and axon guidance molecules. Cell surface proteoglycans may function as receptors 

or co-receptors for growth factors. 
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Figure 5: Structure of ECM in the brain: (a) Embryonic; (b) Adult. DS levels are 

particularly high in the ECM of the CNS, which includes the brain. In the embryonic 

ECM, DS is present in relatively large amounts and decreases as development 

progresses. 
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TYPE OF 

GAG 

CHAINS 

TIMING REGION 
NEURONAL 

CELL BODY 

KNOCKOUT 

PHENOTYPE 
REF. 

iD units 

E16 mouse 

hippocampal 

neurons 

Ascidian P. nigra Soma neurite growth 
Hikino et 

al., 2003 

iD units 

embryonic 

mouse 

hippocampal 

neurons 

embryonic pig brains Soma 

binding growth 

factor 

pleiotrophin 

Bao et 

al., 2005 

iD units 

E16 mouse 

hippocampal 

neurons 

shark skin Soma 
neuritogenic 

activity 

Nandini 

et al., 

2005 

iD units 

E14 rat 

mesencephalic 

neurons and 

E18 rat 

hippocampal 

neurons 

postnatal mouse brain Soma neurite growth 

Faissner 

et al., 

1994 

iD units 

E14 rat post-

mitotic 

mesencephalic 

neurons 

Bovine mucosa Soma neurite growth 
Lafont et 

al., 1992 

iE units 

E16 mouse 

hippocampal 

neurons 

Embryonic sea urchin Soma neurite growth 
Hikino et 

al., 2003 

iB units 

E16 mouse 

hippocampal 

neurons 

Ascidian S. plicata Soma neurite growth 
Hikino et 

al., 2003 

iB units 

E16 mouse 

hippocampal 

neurons 

porcine skin Soma neurite growth 
Hikino et 

al., 2003 

iE units 

E16 mouse 

hippocampal 

neurons 

Hagfish notochord Soma neurite growth 
Hikino et 

al., 2003 
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CS-DS 

E16 mice 

hippocampal 

neurons 

Shark Isurus 

oxyrinchus and Prionace 

glauca 

Soma 

neurite growth 

and Midkine 

and 

pleiotrophin 

interact 

strongly 

Higashi 

et al., 

2015 

CS-DS 

E18 rat 

hippocampal 

neurons 

Hagfish notochord Soma neurite growth 

Nandini 

et al., 

2004 

DS 
Chst14-

deficient mice 
- Axon axonal growth 

Akyüz et 

al., 2013 

DS 

Chst14-

deficient 

zebrafish 

- Axon axonal growth 
Sahu et 

al., 2019 

Table 1: Dermatan sulfate proteoglycans in the brain. 

 

 


