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RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ caracterizada pela degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos
localizados na substancia nigra pars compacta (SNpc), o que promove uma série de sintomas
motores e ndo motores. A levodopa ainda ¢ o principal medicamento utilizado na terapia atual.
No entanto, o uso continuo tem ocasionado efeitos colaterais, tais como a tolerancia e flutuagdes
motoras. A busca por novas fontes terapéuticas, como as algas marinhas, tem aumentado nos
ultimos anos devido as suas riquezas de compostos naturais. A Asparagopsis armata Harvey ¢
uma alga marinha Rhodophyta portuguesa que possui diversos compostos bioativos, dentre eles
os polissacarideos sulfatados (PS). Esses polissacarideos t€ém despertado grande interesse nas
pesquisas devido a sua vasta aplicagdo em atividades bioldgicas, como anticoagulante,
antioxidante, anti-inflamatorio, imunomodulador e neuroprotetor. Assim, este trabalho teve
como objetivo caracterizar a estrutura quimica dos polissacarideos sulfatados de 4. armata
Harvey (PST-Aa) e investigar os efeitos neuroprotetores em um modelo da DP em ratos
induzida por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Para isso, 5/g de alga seca foram submetidas a
extragcdo enzimatica (6 h; 60°C) com papaina, cujo rendimento de PST-Aa foi de 13,64%. As
dosagens quimicas dos teores de carboidratos soliveis e sulfatos livres dos PST-Aa
apresentaram um rendimento de 53,20%, 30,29%, respectivamente e quanto aos teores de
proteinas nos PST-Aa, ndo foram detectados. A massa molar dos PST-Aa, estimada por
eletroforese em gel de agarose a 0,5% foi de 332.7 kDa. Os resultados da caracterizagao
estrutural dos PST-Aa através das técnicas de espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR) e Ressonancia magnética nuclear (RMN) demostraram que
os PST-Aa apresentaram estruturas formadas por galactanas hibridas compostas de 3-B-D-
galactopiranose-(1—4)-a-D/L-galactopiranose. Para avaliacdo do efeito neuroprotetor dos
PST-Aa foram utilizados ratos albinos da raca Wistar, com idade 6-9 semanas (250-290 g), os
quais foram lesionados no estriado direito por 6-OHDA através de cirurgia estereotaxica. Apos
24h, os animais foram tratados 1 vez por dia por gavagem durante 14 dias com as doses de PST-
Aa 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg. No 14° dia, 1h apds o ultimo dia de tratamento os animais foram
submetidos aos testes comportamentais. Os efeitos neuroprotetores através do teste de campo
aberto demostrou que os PST-Aa nas doses 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg elevou o nimero de
cruzamentos em 32,12% e 21,45% e o numero de rearing em 83,16% e 100,54%
respetivamente. A atividade de grooming apresentou reducgao através das doses 0,3 mg/kg e 3,0
mg/kg em 57,24% e 53,37%, assim como foi reduzido o tempo parado em 40,66% e 40,24%

respectivamente. O teste do cilindro demostrou que os animais tratados com a dose 0,3 mg/kg



e 3,0 mg/kg apresentaram uma maior atividade com a pata ipsilateral em (41,34+3,74 tempo
executado) e (32,11+4,61 tempo executado) e ambas as patas (21,73+2,86 tempo executado) e
(32,3442,47 tempo executado) respectivamente. O teste de apomorfina demostrou que a dose
de 3,0 mg/kg conseguiu reduzir o nimero de rotagdes contralaterais em 61% comparado ao
grupo 6-OHDA. No 15° dia os animais foram decapitados, os encéfalos (corpo estriado
ipsilateral e contralateral, hipocampo e cortex pré-frontal). No 15° dia os animais foram
decapitados, os encéfalos (corpo estriado ipsilateral e contralateral, hipocampo e cortex pré-
frontal) foram removidos e os resultados demostraram que PST-Aa na dose de 3,0 mg/kg
apresentou efeitos antinitrosativos em regido do corpo estriado ipsilateral (24,09+4,78 uM/mg
de tecido). Os PST-Aa reduziram a peroxidagao lipidica na regido do hipocampo através das
doses 0,3 mg/kg (26,98+ 0,68 pMol MDA/g de tecido) e 3,0 mg/kg (27,65+1,37 uMol MDA/g
de tecido) e efeitos antioxidantes por elevar os niveis de GSH na regido do corpo estriado
contralateral nas doses 0,3 mg/kg (334,7+15,13 pg/g de tecido) e 3,0 mg/kg (306,8+7,44 ng/g
de tecido). Dessa forma, os PST-Aa sugerem novas fontes promissoras no tratamento de

desordens neurodegenerativas.

Palavras chave: cirurgia estereotaxica; galactanas sulfatadas hibridas; neuroprote¢ao.



ABSTRACT

Parkinson's Disease (PD) is characterized by the degeneration of dopaminergic neurons located
in the substantia nigra pars compacta (SNpc), which leads to a series of motor and non-motor
symptoms. Levodopa remains the primary medication used in current therapy. However,
continuous use has resulted in side effects such as tolerance and motor fluctuations. The search
for new therapeutic sources, such as seaweeds, has increased in recent years due to their
richness in natural compounds. Asparagopsis armata Harvey is a Portuguese Rhodophyta
marine alga that possesses various bioactive compounds, including sulfated polysaccharides
(PS). These polysaccharides have generated significant interest in research due to their wide
range of biological activities, such as anticoagulant, antioxidant, anti-inflammatory,
immunomodulatory, and neuroprotective effects. Thus, the aim of this study was to characterize
the chemical structure of sulfated polysaccharides from A. armata Harvey (PST-Aa) and
investigate their neuroprotective effects in a rat model of PD induced by 6-hydroxydopamine
(6-OHDA). For this purpose, 5 g of dried algae were subjected to enzymatic extraction (6 h;
60°C) using papain, with a yield of 13.64% for PST-Aa. The chemical analysis of the soluble
carbohydrate and free sulfate contents of PST-Aa showed a yield of 53.20% and 30.29%,
respectively, while no protein content was detected in PST-Aa. The molar mass of PST-Aa,
estimated by 0.5% agarose gel electrophoresis, was 332.7 kDa. The results of the structural
characterization of PST-Aa using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) and
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) techniques demonstrated that PST-Aa presented
structures composed of hybrid galactans composed of 3-B-D-galactopyranose-(1—4)-a-D/L-
galactopyranose. For the evaluation of the neuroprotective effect of PST-Aa, albino Wistar rats,
aged 6-9 weeks (250-290 g), were used. They were lesioned in the right striatum with 6-OHDA
through stereotaxic surgery. After 24 hours, the animals were treated once daily by gavage for
14 days with doses of PST-Aa at 0.3 mg/kg and 3.0 mg/kg. On the 14th day, 1 hour after the
last day of treatment, the animals were subjected to behavioral tests. The neuroprotective effects
assessed through the open-field test showed that PST-Aa at doses of 0.3 mg/kg and 3.0 mg/kg
increased the number of crossings by 32.92% and 21.47%, and the number of rearing by 83.25%
and 100.5%, respectively. The grooming activity was reduced by doses of 0.3 mg/kg and 3.0
mg/kg by 57.28% and 53.47%, respectively, and the time spent motionless was reduced by
40.69% and 59.72%, respectively. The cylinder test demonstrated that animals treated with
doses of 0.3 mg/kg and 3.0 mg/kg showed increased activity with the ipsilateral paw at
(41.34+£3.74 time executed) and (32.11+4.61 time executed), and with both paws at
(21.73+2.86) and (32.34+2.47), respectively. The apomorphine test showed that the dose of 3.0



mg/kg was able to reduce the number of contralateral rotations by 61% compared to the 6-
OHDA group. On the 15" day, the animals were decapitated, and their brains (including the
ipsilateral and contralateral striatum, hippocampus, and prefrontal cortex) were removed. The
results demonstrated that PST-Aa at a dose of 3.0 mg/kg showed anti-nitrosative effects in the
region of the ipsilateral striatum (24.09+4.78 ng/g tissue). PST-Aa reduced lipid peroxidation
in the hippocampus region at doses of 0.3 mg/kg (26.98+0.68 uMol MDA/g tissue) and 3.0
mg/kg (27.65+1.37 pMol MDA/g tissue), and exhibited antioxidant effects by elevating GSH
levels in the contralateral striatum region at doses of 0.3 mg/kg (334.7£15.13 uM/mg tissue)
and 3.0 mg/kg (306.8+7.44 uM/mg tissue). Thus, PST-Aa suggests new promising sources in

the treatment of neurodegenerative disorders.

Keywords: stereotaxic surgery; hybrid sulfated galactans; neuroprotection.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) € caracterizada como uma desordem neuroldgica
cronica e progressiva que afeta os neuronios dopaminérgicos situados na regido da substancia
nigra pars compacta (SNpc), resultando em alteracdes motoras devido a diminuigdo de
dopamina no corpo estriado (HUANG; ZHANG; CUI, 2019). Os principais sintomas motores
que podem ser observados nessa doenga sdo o tremor de repouso, rigidez muscular, bradicinesia

ou movimentos lentos voluntarios, instabilidade postural e distirbios na marcha (WANG et al.,

2022).

A DP ¢ a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, afetando cerca de cinco
milhdes de pessoas idosas em todo o mundo, com idades variando entre 60 ¢ 90 anos. Ela ¢
superada apenas pela doenca de Alzheimer (CUNHA, SIQUEIRA, 2020). O impacto dessa
doenca tem gerado efeitos significativos nos setores sociais, economicos e de saude, além de
causar grande sofrimento aos pacientes. No Brasil, aproximadamente 220 mil pessoas sao
afetadas por essa patologia. Estima-se que a cada ano sejam diagnosticados mais de 36 mil
novos casos da doenga, ¢ de acordo com dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o

numero de casos de pessoas com DP dobrara at¢ 2030 (PINTO et al., 2022).

A etiologia da DP ainda ¢ desconhecida, no entanto, diversos fatores como
neuroinflamac¢do, inclusdes de corpos citoplasmaticos em células neuronais e aumento do
estresse oxidativo, tém sido sugeridos como possiveis desencadeadores dessa doenga
(CAGGIU et al., 2019). Estudos realizados em diferentes pacientes tém demonstrado que
sintomas ndo motores, como ansiedade, depressao, distirbios do sono, deméncia, hiposmia e
constipacdo, podem se manifestar até 20 anos antes do desenvolvimento dos sintomas motores

da doenga (SCHAPIRA; CHAUDHURI; JENNER, 2017).

O tratamento atualmente disponivel no mercado baseia-se na reposicdo de
dopamina no estriado, sendo a levodopa (L-DOPA) o principal medicamento utilizado (WANG
et al., 2022). No entanto, o uso prolongado desse medicamento tem acarretado diversos efeitos
adversos, tais como complicagdes motoras, toxicidade e perda de eficicia ao longo dos anos

(PAYAMLI, 2017).

Diante desse contexto, a busca por novas drogas terapéuticas potenciais a partir de

fontes naturais tem aumentado significativamente nos ultimos tempos. As algas marinhas tém
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recebido muita atenc¢do e importancia devido a sua capacidade de fornecer uma ampla gama de
aplicagdes biotecnoldgicas e farmacologicas, devido a sua riqueza na producdo de compostos
naturais. Dentre esses compostos, os polissacarideos sulfatados (PS) t€ém se destacado. Os PS
sdo macromoléculas polianidnicas que possui diversos efeitos biologicos registrados na
literatura cientifica, tais como atividade anticoagulante (ADRIEN et al., 2019; RODRIGUES
et al., 2010), atividades anti-inflamatorias (SANJEEWA et al., 2018; COURA et al., 2015) ¢
acOes antioxidantes (KHAN et al., 2020). Pesquisas tém comprovado a eficacia dos
polissacarideos sulfatados no combate ao estresse oxidativo, neuroinflamagdo e disfuncao
mitocondrial, fatores conhecidos por contribuir para a fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas (HANNAN et al., 2020). Estudos também demonstraram os efeitos
neuroprotetores dos polissacarideos sulfatados de algas vermelhas, como a Gelidium pristoides
(Turner), contra danos neuronais induzidos por zinco no hipocampo de ratos (c¢lulas HT-22)

(MARTINS et al., 2022).

A espécie de alga vermelha Asparagopsis armata Harvey possui diversos
metabolitos secunddrios relatados na literatura com atividades antitumorais e antimicrobianas
(HORTA etal., 2019). No entanto, efeitos sobre atividades neuroprotetoras de macromoléculas
de polissacarideos sulfatados usando modelos comportamentais in vivo ainda sdo escassas.
Devido a diversidade funcional ¢ integridade estrutural unicas desses compostos, o presente
estudo teve como objetivo realizar a caracterizagdo quimica e estrutural dos polissacarideos
sulfatados totais extraidos da alga marinha Asparagopsis armata Harvey, além de avaliar sua

atividade neuroprotetora em um modelo experimental in vivo da Doenga de Parkinson.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Doencga de Parkinson

2.1.1 Etiologia/Fisiopatologia

A Doenga de Parkinson foi inicialmente descrita por James Parkinson em 1817 e ¢
considerada a segunda doenca neurodegenerativa em nimero de casos, afetando mais de 1% da
populagdo idosa acima dos 60 anos (SZASZ et al., 2021). Estima-se que mais de 6,1 milhdes
de pessoas sofram com esse disturbio. As causas da Doenca de Parkinson ainda sao
desconhecidas, porém fatores como susceptibilidade genética, exposi¢cdes ambientais a toxinas
e eventos celulares anormais podem contribuir para o surgimento das desordens

neurodegenerativas (BARNHILL; MURATA; BRONSTEIN, 2020).

A principal caracteristica apresentada em pacientes com DP é a degeneragdo
progressiva de neurdnios dopaminérgicos localizados na regido do mesencéfalo,
especificamente na substancia nigra pars compacta (SNpc), o que leva a deple¢ao de dopamina
no estriado dorsal motor. Essas estruturas fazem parte do sistema basal ganglionar, um conjunto
de ganglios responsaveis pelo controle ¢ modulagio dos movimentos (AARSLAND et al.,

2017).

As estruturas que compdem os niicleos da base sdo o estriado, que ¢ constituido
pelo caudado e putamen, e contém receptores dopaminérgicos excitatorios e inibitérios para o
neurotransmissor dopamina. Além do estriado, também fazem parte dos nucleos da base o globo
palido segmento interno (GP1) e externo (GPe), o nicleo subtalamico e a substancia nigra pars
reticulada e compacta. O cortex motor esta constantemente recebendo e enviando informagdes
dos nucleos da base por meio de fibras nervosas para os neurdnios motores da medula espinal,
a fim de regular as fung¢des relacionadas aos movimentos voluntérios e a postura (CARMO,

2015).

Os neurdnios estriatais formam duas vias: a via direta e a via indireta. Na via direta,
ocorre uma estimulagdo excitatéria (mediada pelo neurotransmissor GABA) dos neurdnios
presentes no estriado, que inibem o segmento interno do globo palido e a substancia nigra pars
reticulada. Isso resulta em excitacdo (mediada pelo neurotransmissor glutamatérgico) dos
neuronios presentes no talamo. Dessa forma, a informagao chega ao cortex, emitindo um sinal

de ativacdo para os neurdnios motores da medula espinal, o que resulta em estimulagdo e
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regulacdo dos movimentos voluntérios. Por outro lado, na via indireta, ocorre a inibi¢do do
globo palido segmento externo, o que leva a uma estimulacdo de ativagdo no ntcleo
subtalamico. Essa excitagdo, por sua vez, inibe o globo palido interno, que reprime a atividade

talamica, resultando no bloqueio da atividade motora (Figura 1) (GONCALVES et al., 2021).

Figura 1- Representagdo esquematica das vias dos nucleos da base em
funcionamento normal ¢ na Doenca de Parkinson.
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Legenda: Via dos nicleos da base representada por meio das relagdes do cortex cerebral com os
nucleos da base e o talamo. As linhas continuas azuis representam as vias excitatorias, enquanto que
as linhas pontilhadas amarelas s@o inibitorias. O resultado da via indireta ¢ inibi¢do ou bloqueio do
movimento e a via direta € excitagdo ou ativacdo dos movimentos.

A Doenga de Parkinson afeta principalmente a via nigroestriatal, que é composta
pelos neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta (SNpc) que se projetam
para o estriado, liberando dopamina e regulando os movimentos voluntarios (CHUPROSKI,
2018). Quando a regido da SNpc sofre deplecdo de seus neurdnios dopaminérgicos, ocorre uma

diminuicao na liberagdo de dopamina para o estriado. Isso resulta na inibi¢do da via direta e na
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ativacdo da via indireta, levando a inativagdo dos movimentos voluntarios por meio da inibigdo

do cortex motor (GONCALVES et al., 2021).

A auséncia de dopamina no estriado desencadeia um conjunto de sintomas em
individuos portadores desses disturbios, tais como tremor de repouso, rigidez, bradicinesia e
instabilidade postural (SPRENGER; POEWE, 2013). Pesquisas tém comprovado que esses
distarbios tém uma natureza multissistémica, apresentando caracteristicas nao motoras
associadas a alteragdes psiquiatricas, como distirbios do sono e vigilia, depressao, ansiedade,
disfungdes intestinais (constipagdo), comprometimento cognitivo e deméncia. Esses sintomas
podem surgir até 20 anos antes dos sintomas motores (GOLDMAN; POSTUMA, 2014). Esses
dados revelam que a Doenga de Parkinson envolve outros sistemas, como o serotonérgico,
noradrenérgico do tronco cerebral e colinérgico, tanto na regido frontal quanto no tronco

cerebral (WEINTRAUB et al., 2020).
2.1.1.1 Sintese e Neurotransmissdao dopaminérgica

O neurotransmissor dopamina (DA) ¢ uma monoamina pertencente a familia das
catecolaminas devido a presenca de um nucleo catecol (di-hidréxi-ortobenzeno) em sua
estrutura quimica, semelhante a adrenalina e noradrenalina (DI GIOVANNI et al., 2016). A
dopamina desempenha diversas fungdes em regides especificas do cérebro e do corpo,
relacionadas a regulacdo motora, processos cognitivos, recompensa ¢ aprendizado (PANDEY

etal., 2013).

A sintese da dopamina ocorre a partir do aminoécido tirosina, que pode ser obtido
através da dieta ou sintetizado no figado a partir da fenilalanina (CHUPROSKI, 2018).
Inicialmente, a tirosina ¢ hidroxilada pela enzima tirosina hidroxilase (TH), formando o
composto L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Em seguida, ocorre uma descarboxilagao da
L-DOPA pela enzima aminodcido aromatico descarboxilase (AADC), resultando na formacao

da dopamina (DAMASCENO, 2014).

Ap6s a produgdo de dopamina no interior dos neurénios dopaminérgicos, ocorre o
seu armazenamento em vesiculas sinapticas através dos transportadores vesiculares de
monoaminas (VMAT) (Figura 2). A liberacdo de dopamina ocorre em resposta a potenciais de
acdo e a entrada de célcio, o que desencadeia a exocitose € o movimento das vesiculas em
direcdo a fenda sindptica do neurdnio pré-sinaptico. Nessa regido, a dopamina liberada se liga

aos receptores dopaminérgicos presentes no neurénio pos-sinaptico. Apds exercer suas funcdes
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nos receptores, a dopamina pode ser recaptada para o interior do neurdnio pré-sinaptico pelo
transportador de dopamina (DAT) ou sofrer degradagdo pelas enzimas monoaminas oxidases
(MAO-A e MAO-B) e catecol-O-metiltransterase (COMT) (EISENHOFER; REICHMANN,
2012).

Figura 2- Representa¢do da sintese de dopamina e
neurotransmissdo dopaminérgica.
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Legenda: A tirosina ¢ transportada para o interior do neurdnio por meio do transportador L-aminoéacidos aromaticos
que utiliza o gradiente de s6dio (Na*) da membrana neuronal. Ao ser transportada a tirosina é convertida em L-
DOPA através da acdo da enzima tirosina hidroxilase que por sua vez ¢ convertida em dopamina (DA) pela
descarboxilase L-aminoacido aromaticos. A dopamina € recaptada para o interior das vesiculas sindpticas por meio
do transportador de monoaminas vesicular (VMAT) com gasto de energia da molécula de ATP em ADP. O potencial
de agdo quando liberado promove movimentacdo das vesiculas para fenda sinaptica para que a dopamina exerca
suas fungdes sobre os receptores dopaminérgico no neurdénio pds-sinaptico. Apds realizarem suas fungdes a
dopamina pode ser recapatada novamente para o interior do neurénio por meio do transportador de monoamina
oxidase ou ser auto-recaptada.

Fenda
sindptica

Os receptores alvo da dopamina expressos nos neuronios do sistema nervoso central
(SNC) pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G ou receptores metabotropicos.
Esses receptores possuem sete hélices transmembranares que atravessam a membrana
plasmatica do neurdnio e se acoplam as proteinas G, o que resulta na modulagao de cascatas de
sinalizacdo que ativam ou inibem um segundo mensageiro intracelular, como o AMPc

(BHATTA; SAADABADI, 2019). Os receptores de dopamina sao divididos em dois grandes
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grupos: os receptores do tipo D1, que incluem os subtipos D1 a D5, e os receptores do tipo D2,

que compreendem os subtipos D2, D3 e D4 (DAMASCENO, 2014).

Os receptores D1 sdo excitatorios, pois sua ativacao leva a estimulagdo da adenilil
ciclase, enquanto os receptores D2 sdo inibitorios, pois inibem a atividade da adenilil ciclase.
Ambos os tipos de receptores dopaminérgicos estdo presentes nos neurdnios que compdem as
vias direta e indireta no estriado. Além do cérebro, esses receptores também podem ser
encontrados em outras estruturas extracerebrais, como o coragdo, as veias e¢ a glandula

suprarrenal (ARREOLA et al., 2016).

2.1.2 Corpos de Levy

Um dos principais indicadores da Doenga de Parkinson que tem recebido muita
atencao nos ultimos anos € a presen¢a de corpos de Lewy nas células neuronais. Esses corpos
de Lewy sdo agregados proteicos compostos principalmente por proteinas como ubiquitina,

sinfilina-1 e, especialmente, a alfa-sinucleina (a-syn) (DEXTER; JENNER, 2013).

A alfa-sinucleina ¢ uma proteina abundante nos compartimentos pré-sinapticos e
possui uma massa molecular de 14 kDa, sendo composta por 143 residuos de aminoacidos ¢
codificada pelo gene SNCA (TEIL et al., 2020). Embora a etiologia exata do surgimento desses
agregados proteicos nas células neuronais ainda seja desconhecida, a disfungdo mitocondrial
tem sido identificada como um dos principais fatores neuropatogénicos associados (FENTON;

JONGENS; HOLZBAUR, 2021).

A fungdo da alfa-sinucleina ainda estd sendo amplamente investigada, no entanto,
estudos tém descrito seu papel nos terminais pré-sinapticos dos neurdnios, desempenhando
func¢des na plasticidade sinaptica, transporte de vesiculas e liberagao de neurotransmissores (SU
et al., 2021). A formagdo de agregados anormais de alfa-sinucleina pode levar ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio dentro dos neurdnios, resultando em uma reducao da
adenosina trifosfato (ATP). A falta de energia em estruturas como o cérebro pode levar a
ativacgdo da autofagia, respostas pro-inflamatorias e, consequentemente, a apoptose (FENTON;

JONGENS; HOLZBAUR, 2021).

Com os avangos na genética molecular, a compreensao da fisiopatologia da Doenca
de Parkinson (DP) tem sido aprimorada. Estudos destacam que a degenera¢do dos neuronios

dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta (SNpc) ndo explica completamente o



26

mecanismo patologico da DP. Em vez disso, a DP ¢ considerada um distirbio sistémico no qual
a proteina alfa-sinucleina desempenha um papel crucial no desenvolvimento e progressido da

doenca (ROUAUD et al., 2021).

O mecanismo fisiopatologico da alfa-sinucleina estd relacionado a sua fungao
sinaptica no controle da liberagdo de neurotransmissores por meio das vesiculas sindpticas.
Mutagdes em regides genéticas importantes para as fungdes dessa proteina podem levar a
formag¢do de conformacdes oligoméricas soluveis que t€ém uma alta propensao para se agregar
em estruturas de fibrilas no interior das células neuronais. Isso resulta em interrup¢do da

homeostase, morte celular e neuroinflamagao (RAY et al., 2021).

2.1.3 Neuroinflamacdo e Estresse oxidativo na Doenca de Parkinson

Os fatores associados ao surgimento da degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos
em pacientes com a doenga de Parkinson ainda precisam de investigagdes adicionais. No
entanto, muitas pesquisas tém demonstrado que a formagao de aglomerados de alfa-sinucleina
no interior dos neurdnios esta associada ao surgimento da neuroinflamacgdo, o que leva ao

aumento do estresse oxidativo neuronal e, consequentemente, a degeneracao (HE et al., 2020).

A neuroinflamagdo ¢ uma resposta protetora do organismo em face de agentes
nocivos ao sistema nervoso central. Mecanismos neuroinflamatérios, como ativacdo da
microglia, reacdo astrocitica e infiltragao de linfocitos, produzem respostas anti-inflamatorias e
pro-inflamatérias que, em situagdes cronicas, podem ter efeitos prejudiciais para os neurénios

(PICCA et al., 2021).

A micréglia € uma célula imune que faz parte do sistema glial e desempenha uma
funcdo importante na defesa do sistema nervoso central (SNC), atuando na fagocitose de
agentes nocivos. Sua atividade inclui a liberaga@o de citocinas inflamatorias, como o TNF-a, IL-
1B, IL-2, IL-4 e IL-6, a fim de combater os agentes agressores € manter a homeostase neuronal.
No entanto, quando essas respostas inflamatorias ndo sdo controladas, podem causar danos aos

neurdnios dopaminérgicos (BADANJAK et al., 2021).

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) excede as defesas antioxidantes presentes nas células neuronais. Devido ao alto
consumo de oxigénio pelos neurdénios dopaminérgicos, sdo constantemente produzidas EROS,

como o superoxido (O2-) e o peroxido de hidrogénio (H202). No entanto, essas EROS sdo
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decompostas rapidamente pelas enzimas catalase ¢ glutationa peroxidase em compostos nao

reativos (HE et al., 2020).

E importante destacar que em condi¢des normais, os radicais livres podem
desempenhar fungdes importantes no interior das células, como a regulacao do crescimento
celular e a sinalizacdo intercelular. No entanto, em condi¢cdes anormais, o aumento dessas
moléculas pode causar danos as membranas plasmaticas, levando a peroxidacao lipidica, ¢
também pode comprometer o material genético, afetando fun¢des de proteinas e enzimas. O
oxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora importante, que desempenha um papel em
diversos processos fisioldgicos, como os sistemas respiratorio, neuromuscular, imunoldgico e
outros. Especificamente no sistema nervoso, o NO estd envolvido na liberagao de
neurotransmissores, no aprendizado, na memoria e na excitabilidade neuronal. No entanto,
quando sua produgdo ¢ excessiva, ele pode reagir com o superdxido (O2-) e formar o
peroxinitrito (PN), um composto altamente reativo (TAYLOR; MAIN; CRACK, 2013). Isso
pode promover neurotoxicidade nas células neuronais e ativar as c€lulas da glia, incluindo a
microglia, levando a um aumento na atividade reativa da microglia e comprometendo a

funcionalidade dos neurdnios dopaminérgicos (NUNES; LARANJINHA, 2021).

O sistema antioxidante tem a capacidade de estabilizar moléculas reativas por meio
de processos de oxidacao-redugao, prevenindo danos oxidativos no interior das células. Um dos
principais compostos que desempenham um papel biomarcador na doenga de Parkinson ¢ o
sistema de glutationa (GSH), que ¢ formado por trés aminoacidos: cisteina, acido glutamico e
glicina. A cisteina contém um grupo tiol em sua cadeia lateral, que € responsavel por fornecer
a capacidade redutora do GSH, enquanto o acido glutamico possui um grupo carboxilico em
sua cadeia lateral, conferindo a capacidade de tamponamento do GSH. Esse sistema de
glutationa atua por meio das enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase. A glutationa
peroxidase utiliza o GSH para neutralizar o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio,
resultando na oxidacdo da glutationa (GSSG). Em seguida, a glutationa redutase regenera a
glutationa reduzida, utilizando uma molécula de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato). Dessa forma, a glutationa ¢ restaurada e pode continuar exercendo sua fun¢ao
antioxidante sobre outros radicais livres presentes no interior da célula neuronal (BJORKLUND

et al., 2021).

Dessa forma, na doenga de Parkinson, ocorre a geracao de inimeros radicais livres,
muitos dos quais sao produzidos pela micréglia e devido a alta demanda de oxigénio pelos

neurdnios dopaminérgicos. Além disso, a auto-oxidagdo da dopamina leva a formacao de
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catecolaminas quinonas (DAQ), que sdo compostos altamente reativos no interior neuronal.
Nesse contexto, a quantificagdo da glutationa fornece informagdes importantes sobre o sistema

redox e a sobrevivéncia das células (HE et al., 2020).

2.2 Tratamento da Doenca de Parkinson

A terapia disponivel no mercado atualmente para a Doenca de Parkinson (DP)
baseia-se principalmente na reposicdo de dopamina no estriado dorsal motor, visando aliviar os
sintomas motores. O principal medicamento utilizado na pratica clinica ¢ a Levodopa, que

pertence ao grupo dos antiparkinsonianos (DONZUSO et al., 2021).

O tratamento com Levodopa ¢ realizado por via oral, sendo prontamente absorvida
no intestino por meio de transportadores ativos de aminoacidos neutros. Geralmente, esse
medicamento ¢ administrado em combina¢do com um inibidor da descarboxilase da dopa,
sendo o mais conhecido a carbidopa. A carbidopa reduz a degradag¢do da Levodopa no intestino
e aumenta sua biodisponibilidade na corrente sanguinea, diminuindo os efeitos colaterais. No
cérebro, a Levodopa consegue atravessar a barreira hematoencefalica por meio de
transportadores de aminoacidos neutros, resultando em sua descarboxilagdo pela enzima L-
aminoacido descarboxilase aromatica e na formagdo de dopamina na substincia nigra pars
compacta (SNpc). Esse neurotransmissor atua no estriado, repondo os niveis de dopamina ¢

melhorando os sintomas motores em pacientes com Parkinson (BOELENS KEUN et al., 2021).

A Levodopa, quando utilizada no inicio dos sintomas motores, apresenta efeitos
eficazes. No entanto, a medida que a doenca progride, seu efeito pode se tornar ineficiente,
resultando em complica¢des motoras, como flutuagdes motoras, psicose, discinesia e disturbios
neurologicos caracterizados por movimentos involuntarios coridticos e distonicos das
extremidades (PANDEY; SRIVANITCHAPOOM, 2017). O uso prolongado da Levodopa pode
levar a tolerancia nos pacientes, o que requer o aumento da dose para obter uma resposta
satisfatoria ao tratamento (BECKERS; BLOEM; VERBEEK, 2022). Além da Levodopa, outros
medicamentos, como agonistas da dopamina (DA) e agentes nao-dopaminérgicos, sdo
amplamente utilizados em pacientes com DP. No entanto, ainda ndo sdo conhecidas terapias

que previnam ou interrompam a progressao da doenga (ELLIS; FELL, 2017).

Diante desse contexto, ¢ necessario investigar novas fontes terap€uticas naturais
capazes de gerar efeitos significativos com menos reagdes adversas. Os organismos marinhos,

como as macroalgas, t€ém se destacado devido a sua riqueza em metabolitos primarios e
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secundarios, que possuem beneficios para a saide humana e propriedades biologicas

(GANESAN; TIWARI; RAJAURIA, 2019).

2.3 Algas marinhas e sua importancia

As algas marinhas sao organismos autotroficos e fotossintetizantes que possuem a
clorofila a como seu principal pigmento. Elas pertencem ao reino Protista ¢ podem ser
unicelulares ou multicelulares (filamentosas). Apresentam uma estrutura morfoldgica composta
por filamentos celulares chamados de talos, que ndo possuem caules, raizes e folhas verdadeiras
(GUIRY, 2012). As algas marinhas s3o um dos maiores produtores de biomassa no ambiente

marinho e possuem uma ampla diversidade de compostos (SALEHI et al., 2019).

A parede celular das algas é formada por celulose, uma estrutura rigida que
desempenha funcao de resisténcia e protecao. Elas também possuem uma matriz mucilaginosa,
composta por uma rede intricada de diferentes macromoléculas, que preenche o volume
extracelular de um tecido ou 6rgdo. Essa matriz € composta por uma variedade de proteinas
multivalentes e polissacarideos sulfatados associados, os quais sd3o responsaveis pela

flexibilidade estrutural celular e equilibrio i6nico (BAGHIEL; REDDY; SINGH, 2021).

O habitat das algas marinhas ¢ predominantemente marinho, mas também podem
ser encontradas em ambientes imidos como aguas estuarinas, dulcicolas (de dgua doce), rios,
lagos, manguezais e at¢ mesmo em fontes de adguas termais. As algas marinhas podem ter
formas de vida livre e flutuante, associadas a organismos fitoplancton que habitam a coluna
d'agua, ou podem ser bentoOnicas, fixadas ao substrato marinho e crescendo em rochas,
esqueletos de corais mortos ou qualquer outra superficie. Em termos de extensao estrutural, as
algas marinhas podem ser classificadas como macroalgas (de maior porte) ou microalgas (de

menor porte) (PAL; KAMTHANIA; KUMAR, 2014).

A classificagao das algas marinhas ¢ dividida em grupos eucariéticos, incluindo as
Chlorophyta (algas verdes), Ochrophyta (algas marrons ou pardas) e Rhodophyta (algas
vermelhas), bem como o grupo procariotico Cianophyceae, que abrange as algas verde-
azuladas. Esses grupos sdo classificados com base em caracteristicas ultraestruturais e
bioquimicas, ciclo reprodutivo, composi¢ao de pigmentos e tipo de polissacarideo de reserva

(SALEHI et al., 2019),

As algas marinhas tém sido reconhecidas por seus diversos beneficios para a satde

humana e também para diversos setores industriais. Na alimentacdo, por exemplo, as algas sao
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consumidas hd milénios em vérias culturas devido a sua riqueza em compostos de baixa caloria,
proteinas, minerais, carboidratos, vitaminas e fibras alimentares. Estudos tém mostrado que o
consumo de algas marinhas na dieta esta associado a um menor risco de desenvolvimento de
doengas cronicas, como diabetes, cancer, doengas cardiovasculares, obesidade, sindrome
metabolica e doengas neurodegenerativas, como a doenga de Parkinson (FLEURENCE;

LEVINE, 2016; PEREIRA; VALADO, 2021).

As algas marinhas s3o fontes ricas de produtos quimicos bioativos, como lectinas,
peptideos, terpenoides, polifendis, vitaminas, minerais e polissacarideos, que possuem efeitos
biolégicos, como atividades anti-inflamatorias, antioxidantes, antibacterianas e antifingicas.
Um exemplo € a carragenana, um polissacarideo extraido de algas vermelhas, que tem sido
estudado para descoberta de novos medicamentos e terapias modificadas para o tratamento de
doengas graves. Esses polimeros tém sido testados em estudos para o combate a infecgdes
virais, como HPV e HSV, entre outros (PRADHAN; K1, 2023). Com base nos estudos sobre
algas marinhas e sua relacdo com a saude humana, pesquisas tém investigado e comprovado o

efeito de moléculas bioativas com atividades neuroprotetoras (SOUZA et al., 2018).

2.3.1 Algas vermelhas (Rhodophyta)

As algas vermelhas sdo organismos pluricelulares que apresentam uma distribuigdo
mundial, podendo ser encontradas em habitats diversos, incluindo agua doce, salobra e
principalmente em ambientes marinhos temperados e tropicais. Este filo abrange

aproximadamente 7.000 espécies catalogadas (GUIRY, 2012).

Uma caracteristica marcante das algas vermelhas ¢ a capacidade de absorver luz
azul devido a presenca de um pigmento acessorio chamado ficoeritrina, uma proteina
pertencente a familia das ficobiliproteinas, que confere a coloragdo avermelhada a essas
espécies. Essa capacidade de absorc¢ao de luz azul permite que as algas vermelhas sobrevivam

em aguas profundas (PEREIRA et al., 2020).

O filo Rhodophyta possui grande importancia nos setores econdmicos, industriais
e farmacologicos devido a extragdo de agar, utilizado na industria alimenticia ha mais de 350
anos. O agar ¢ usado na producdo de espessantes, geleias e gomas (LIAO et al., 2021). Outro
composto explorado pela industria ¢ a carragenana, um polimero hidrocoloide utilizado como
agente estabilizante na produgdo de gelatinas, além de seu uso nos setores cosmético,

farmacéutico e biotecnolégico (GURKAN POLAT; DUMAN; TUNC, 2020).
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Na farmacologia, as carragenanas ¢ agaranas tém sido relatadas na literatura como
possuindo diversas atividades, tais como antiviral, antibacteriana, anticoagulante, antioxidante
e propriedades imunomoduladoras. Essas propriedades estdo relacionadas a natureza de suas
estruturas e ligacdes quimicas. Além disso, sua baixa toxicidade e a capacidade de apresentarem
qualidades multifuncionais, como biodisponibilidade ¢ biodegradabilidade, contribuem para

seus efeitos bioldgicos (METTWALLY et al., 2022).

2.3.1.1 Asparagopsis armata Harvey

A alga Asparagopsis armata Harvey é uma espécie de alga vermelha (Rhodophyta)
pertencente a familia Bonnemaisoniaceae (JACINTO, 2015). Originéria da Australia, no sul do
hemisfério, atualmente essa alga estd distribuida por todo o mundo, incluindo as costas
ocidentais da Inglaterra, costa atlantica da Espanha, Ilhas Canarias, Franca, Portugal e outros

mares do Pacifico (GARON-LARDIERE, 2004; KRAAN, BARRINGTON, 2005).

A morfologia da A. armata Harvey € caracterizada pela presenca de ramos laterais
semelhantes a arpoes no talo gamet6fito, como mostrado na Figura 3 (ZANOLLA et al., 2014).
O talo ¢ formado por ramos grossos que estdo emparelhados e organizados em espiral, com
multiplas ramificagdes laterais em diferentes dire¢des, dando uma aparéncia plumosa. A
caracteristica distintiva da espécie € observada nos ramos finais, que afinam e lembram a forma
de arpdes (ANDREAKIS et al., 2004). Quanto a coloragdo, varia de rosa claro a vermelho e
roxo brilhante (PACIOS et al., 2011).
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Figura 3- Aspecto morfologico e Classificagdo taxondmica de 4. armata Harvey

Filo: Rhodophyta

Classe: Florideophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Bonnemaisoniales
Familia: Bonnemaisoniaceae

Género: Asparagopsis

Espécie: Asparagopsis armata

AL,

Fonte: Roque et al., (2019) Legenda: Imagem de A. armata em seu habitat natural oceanico.

Devido a sua alta taxa de crescimento e capacidade de disseminacao em ambientes
naturais, A. armata Harvey ¢é considerada uma espécie invasora, capaz de se proliferar
rapidamente em um curto espaco de tempo (SILVA et al., 2021). Apresenta uma estrutura
reprodutiva do tipo trifdsico, composta por um gameto6fito, carposporéfito e tetrasporofito
(CHUALAIN et al., 2004; PACIOS et al., 2011), o que possibilita uma reprodugao prolifica
com a produgdo de novos propagulos por meio de rizoides e estoldoes (ALTAMIRANO et al.,

2008).

As aplicagdes biotecnologicas de A. armata Harvey estdo presentes em diversos
setores industriais. Pesquisas tém comprovado que o uso de 4. armata como alimento para o
gado resulta em uma redugdo de mais de 50% na emissao entérica de metano, contribuindo para
a diminuicao das emissdes de gases de efeito estufa (ROQUE et al., 2019). Além disso, estudos
demonstraram que a espécie A. armata Harvey pode ser utilizada na remog¢ao de metais pesados
altamente toxicos presentes em corpos d'agua, como Pb2+, Cd2+, Cu2+, Zn2+ e Ni2+
(SRIVASTAVA; AGRAWAL; MONDAL, 2015).

Os metabolitos secundarios produzidos por A. armata t€ém uma ampla gama de
aplicagdes terapéuticas, como os compostos halogenados de baixo peso molecular, que
apresentam atividades antibacteriana, antifiingica e antibidtica (ANDREAKIS; PROCACCINI;
KOOISTRA, 2004; GENOVESE et al., 2009). O estudo de Horta et al. (2019) demonstrou que
a associagdo de 4. armata com bactérias epifitas foi capaz de produzir compostos bioativos que

apresentaram potenciais efeitos antitumorais e antimicrobianos. Em atividades citotdxicas,
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extratos metanolicos e diclorometano de A. armata mostraram um efeito potente na reducao da
viabilidade in vitro de células do cancer colorretal humano, apresentando-se como uma
alternativa terapéutica no tratamento do cancer e com efeito antiproliferativo (ALVES et al.,
2018). Além disso, atividades antioxidantes e anti-inflamatorias foram relatadas para

compostos bioativos de 4. armata (FELIX et al., 2021).

Os estudos com polissacarideos sulfatados ainda sdo escassos, porém Haslin et al.
(2001) demonstraram que polissacarideos sulfatados presentes na parede celular de células
reprodutivas gaméticas de 4. armata tiveram inibi¢do da replicagdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-1) em um modelo in vitro. No entanto, sdo necessarias mais
investigagdes dessas macromoléculas devido a sua importancia e aos seus efeitos em atividades

biologicas.

2.4 Polissacarideos Sulfatados: Estrutura quimica e Aspectos gerais

Os polissacarideos sulfatados sdo macromoléculas complexas, polianidnicas,
constituidas por unidades de glicidios unidas por ligagdes glicosidicas e apresentam grupos
sulfatos, que conferem uma carga negativa (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967). Dependendo
da wunidade de repeticdo desses polimeros, eles podem ser classificados como
homopolissacarideos, quando sdo formados pela mesma unidade monossacaridica, ou
heteropolissacarideos, quando ha diferencas entre os agucares formados. Além disso, eles
podem apresentar diferencas na constituicdo de suas cadeias, podendo ser lineares ou
ramificadas (HENTATI et al., 2020). Esses polissacarideos sulfatados sdo abundantes em algas

marinhas e em alguns invertebrados do reino animal (JIAO et al., 2011).

Na parede celular das algas, especificamente na matriz mucilaginosa, os
polissacarideos sulfatados desempenham um papel importante na protecdo contra a
desidratagao, regulacdo mecanica, osmotica e idnica (MICHEL et al., 2010). Uma das fungoes
essenciais dos polissacarideos sulfatados ¢ a capacidade de reter umidade, o que aumenta a
resisténcia das algas a dessecagdo durante periodos de baixa maré. Essas macromoléculas
também podem estar envolvidas na interacdo e adesio celular, formando uma barreira protetora

contra patogenos (VAVILALA, SOUZA, 2015).
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Dependendo da classificagdo das algas, os polissacarideos sulfatados podem
apresentar diferengas na estrutura quimica da parede celular. Nas algas vermelhas, esses
polimeros ocorrem principalmente na forma de galactanas sulfatadas (PEREIRA et al., 2005;
SILVA et al., 2010), nas algas pardas sdo encontradas fucanas sulfatadas e alginatos
(MOURAO, 2004; AZEVEDO et al., 2009), e nas algas verdes hd uma prevaléncia de
polissacarideos do tipo ulvanos (CIANCIA; FERNANDEZ; LELIAERT, 2020).

Os efeitos bioldgicos dos polissacarideos sulfatados estdo relacionados a diversos
fatores estruturais, como a composicao monossacaridica, padrao de ligacdo glicosidica, massa
molecular, grau de sulfatacdo e posi¢do dos grupos sulfato. Esses fatores podem influenciar na

estrutura-atividade e afetar as respostas bioldgicas (RAY et al., 2021).

Na literatura, existem inumeros relatos sobre os efeitos dos polissacarideos
sulfatados de algas marinhas, incluindo propriedades anticoagulantes, antitrombdticas,
antioxidantes,  antinociceptivas,  anti-inflamatorias,  antibacterianas,  antidiabéticas,
antidiarreicas, antitumorais, antivirais ¢ imunomoduladoras (AROKIARAJAN et al., 2022).
Alguns estudos destacam atividades antioxidantes (KHAN et al., 2020), anticoagulantes
(RODRIGUES et al., 2010), anti-inflamatorias (COURA et al., 2012), anticancerigenas (LI et
al., 2021), imunomodulatérias (WIJESEKARA; PANGESTUTTI; KIM, 2011) e neuroprotetoras
(SOUZA et al., 2017).

2.4.1. Estrutura das Galactanas Sulfatadas

As galactanas sulfatadas sdo polissacarideos constituidos de unidades monoméricas
do tipo D-galactose ¢ sdo encontrados de forma abundante nas algas vermelhas (Rhodophyta).
Essas galactanas sdo formadas pela repeti¢ao alternada (AB), do dissacarideo constituido pelos
residuos B (1-—»3) D-galactopiranose e o (F4) galactopiranose os quais recebem denominacao
de unidades A e B respectivamente. Na estrutura dos monémeros de galactose da unidade A
pode ser observado a presenca de grupos quimicos nos carbonos C-6 tais como, O-metil e
grupos éster sulfato ligados no C-2, C-4, C-6. Na unidade B do residuo de galactose, pode ser
observado a presenga do grupo quimico éter metilico no C-3, uma ligagdo anidro-agucar no C-

2, bem como ramificag¢des nas unidades de residuos de galactose (SOKOLOVA et al., 2021).
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Existe dois grandes grupos de galactanas sulfatadas identificadas com base na
estrutura da configuracdo estereoquimica que sdo denominadas de agaranas e carragenanas. A
diferenca entre agaranas e carragenanas estd nas suas configuracdes estereoquimicas. Nas
carragenanas, a unidade A da galactose apresenta a configuracao D e a unidade B da galactose
também encontra-se na configuracdo D. Enquanto os dissacarideos repetitivos das agaranas
apresentam a unidade A da galactose com configuragdo D ¢ unidade B da galactose com

configuragdo L (RAY et al., 2021).

Figura 4- Estrutura quimica de Galactanas sulfatadas

[ (1—= 3) B-D-galactopiranose — (1—* 4) a-galactopiranose-(1—) ],
| — Unidade B E

\ Unidade A |

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: As galactanas sulfatadas sdo formadas pela repeticao alternadas dos

dissacarideos demostrado na unidade A e B.

As carragenanas apresentam padrdes de classificacao que se baseia na quantidade
e posicao dos grupos sulfatos e a presenca da ligacdo 3,6 anidrogalactose na unidade B da D-
Galactose. Portanto, as carragenanas estdo distribuidos em 4 tipos principais que sao
identificadas por prefixos gregos: kappa (k), lambda (X), Omega (®) ¢ Beta (B) representadas
na figura 4 (VASCONCELOS et al., 2015).

As carragenanas do tipo Kappa (k) apresenta sulfatagdo no C-4 da unidade A (13-
B-D-galp-4-sulfato-(1»4)-a-D-galp(1), e a unidade B pode apresentar variagdes na posi¢ao
dos grupos sulfatos recebendo classificagdes diferentes como as carragenanas iota (1)
apresentando a 3,6 anidrogalactose-2-sulfato. As carragenanas Mu (u) ¢ Nu (v) apresentam
sulfatagdo no C-6 e 2,6-dissulfatado e as carragenanas Omicron (o) com sulfatagdo no C-2

(NECAS et al., 2013).

As carragenanas do tipo Lambda (1) possui a sulfatacdo no C-2 de ambas (A e B)
os residuos de galactose e na unidade B ainda possui sulfatacdo no C-6. As lambdas
carragenanas podem ainda receber classificagdo de Xi (&) apenas quando os dois residuos A e
B estdo sulfatados no C-2 e as carragenans Pi (w) ¢ Theta (0) que apresentam na unidade B o
4,6-O-(1-carboxi-etilideno-2-sulfato) e o 3,6-anidrogalactose-2-sulfato respectivamente.
Importante ressaltar que a carragenana theta nao ¢ biossintetizada de forma natural nas algas,
tornando-se necessario a utilizagdo de tratamento alcalino da A-carragenana (NECAS et al.,

2013)
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A familia Beta () sdo carragenanas que ndo possuem sulfatacdo no residuo de
galactose da unidade A, apenas apresentam o residuo de 3,6-anidrogalactose na unidade B. A
unidade B classifica os tipos de carragenanas beta, as o-carragenanas possuem o 3,6-
anidrogalactose-2-sulfato, j& a carragenana gamma (y) possuem um grupo sulfato no C-6, ainda
faz parte dessa classificacdo a delta (8) com sulfatacdo em 2,6-dissulfato. As carragenanas
Omega (o) possuem na unidade A grupos sulfatos no C-6 ¢ 3,6-anidrogalactose na unidade B.
A classificacdo psi (y) apresenta na unidade B apenas o grupo sulfato no C-6 assim como na
unidade A. Os principais tipos de carragenanas comercias sdo as kappa (x), iota (1) e lambda
(M), € importante ressaltar que as carragenanas Mu e Nu sdo precursores das carragenanas kappa

e iota (VASCONCELOS et al., 2015).

Figura 5- Classificagdo das estruturas das unidades de dissacarideos das carragenanas
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Legenda: Estruturas das diades das diferentes familias das carragenanas. A- Familia Kappa (k), B- Familia Lambda

(A), C- Familia Beta () e D- Familia Omega (®).
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As agaranas também conhecida como agar apresenta uma estrutura linear possuindo
na unidade B o residuo de a-L-galactopiranose que pode sofrer reag@o de ciclizagdo no carbono
3 e 6 do anel piranose formando a unidade B do dissacarideo na forma de 3,6-anidro-o-L-
galactose. Frequentemente os grupamentos de hidroxilas podem apresentar substituigdes por
outros compostos como ésteres de sulfatos, acido piruvico, 3,6 anidrogalactose ¢ grupo metil

(CIANCIA; FERNANDEZ; LELIAERT, 2020).

As estruturas quimicas das agaranas apresentam dois tipos de polimeros diferentes
a agarose que constitui um polissacarideo neutro formado pela repeti¢ao do dissacarideo (1-3)-
B-D-galactose e (1-4)-3,6-anidro-a-L-galactose bastante utilizado nas areas farmacéutica e
biotecnoldgicas, possuindo aplicagdes como géis de separacdo em andlises de cromatografia de
permeacao em gel e técnicas de eletroforese. O segundo polissacarideo que constitui a estrutura
das agaranas ¢ a agaropectina um composto que formado que € constituida por grupos aniénicos
como sulfato, glucuronato e grupo metil. No geral, as agaranas possuem quantidades de grupo
sulfato menor do que as carragenanas, porém apresentam diferentes aplicacdes industrias
devido suas propriedades gelificantes (VASCONCELOS et al., 2015). As agaranas por
apresentarem alta capacidade de gelificagdo, por isso sdo chamados de hidrocoldides de suma
importancia nos mais variados setores industrial e alimenticio com propriedade espessante e

emulsificantes (USOV, 2011).

Além desses dois grupos de galactanas denominados de agaranas e carragenanas,
existe um outro grupo de galactanas denominados de galactanas hibridas que sdo
polissacarideos complexos que possuem a unidade B do dissacarideo tanto na configuragao D
como na configuragdo L. Alguns estudos relatam que desconhecem se esses residuos de
dissacarideos repetitivos presentes tanto nas carragenanas como nas agaranas pertencem a uma
mesma molécula de polissacarideo sulfatado ou a moléculas separadas formando agregados
dificeis de romper. Outros estudos da década de 90 relatam que diferentes espécies de algas
carragenofitas e agardfitas produzem quantidades significativas de galactanas contendo
unidades diastereoisométricas repetitivas, indicando um maquindrio enzimatico de biossintese
para ambos os tipos de galactanas (TAKANO et al., 2003). No entanto, s3o necessarios mais
estudos através de técnicas de caracterizacao a fim de elucidar completamente as estruturas dos

hibridos d/I de galactanas sulfatadas.
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2.5 Modelos animais e uso de 6-hidroxidopamina na DP

Os modelos experimentais com animais sdo considerados ferramentas bastante
significativas, pois contribuem no entendimento dos aspectos fisiopatologicos de diversas
patologias. Os modelos comumente usados na DP sdo sintomaticos, e apresentam vantagens
por conseguir reproduzir com exatiddo os circuitos cerebrais complexos os quais sdo

necessarios para compreensao das disfuncdes neurodegenerativas (KO; BEZARD, 2017).

O uso de neurotoxinas ¢ amplamente utilizado em modelos de DP afim de
desencadear um quadro motor da patologia em roedores ou primatas. A 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) ¢ uma das mais conhecidas e usadas, sendo sua administracdo intracerebral. A 6-
OHDA apresenta uma estrutura quimica semelhante a dopamina com excec¢ao de uma hidroxila
adicional em sua cadeia, a qual pode reagir com outras moléculas celulares presente no interior

dos neurdnios (REQUEJO et al., 2020).

Assim como a dopamina a 6-OHDA ndo consegue atravessar a barreira
hematoencefalica necessitando que sua administragdo seja intracerebral por meio de cirurgia
estereotaxia. A infusdo da 6-OHDA pode ser administrada uni ou bilateralmente em diferentes
regides do encéfalo cada uma com respostas moleculares e celulares diferente. Quando sua
infusdo ¢ feita unilateralmente na SNpc ocorre rapida degeneragdo dos neurdnios
dopaminérgicos enquanto que no estriado essa degeneragao ¢ lenta e retrograda (CHUPROSKI,

2018).

O mecanismo de agdao da 6-OHDA segue uma sequéncia de eventos celulares que
causam danos na célula neuronal devido sua auto-oxidagdo produzindo formagao de espécies
reativas como o perdxido de hidrogénio que reagem com proteinas e lipideos, podem atuar
inibindo o complexo I e IV da cadeia transportadora de elétrons e diminuindo as defesas
antioxidantes como a glutationa, superdxido dismutase e catalase. Esse aumento dos radicais

livres resulta em apoptose ou morte neuronal (GOMES, 2021).

A validagdo desse modelo experimental pode ser analisada utilizando agonistas
dopaminérgicos como a apomorfina que atua diretamente nos receptores dopaminérgicos
presente no estriado, porém com a degeneragdo ocasionada pela 6-OHDA o animal apresenta
um movimento rotatério, ou seja, contrario a lesdo. Os sintomas motores € ndo motores sao

nitidamente observados, no entanto os aspectos celulares como os aglomerados de alfa-
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sinucleina no interior das células neuronais nao sao observados nesse modelo (PARRA-PAZ et

al., 2021).

Diante do exposto, foi testada a hipdtese de que os polissacarideos sulfatados de 4.
armata apresentam efeitos neuroprotetores em um modelo de doenca de Parkinson em ratos
induzido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Considerando que os polissacarideos sulfatados
possuem atividades bioldgicas diversas, como propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes,

sdo necessarias investigagdes adicionais que comprovem o efeito neuroprotetor in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar a estrutura quimica e investigar os efeitos neuroprotetores dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Asparagopsis armata frente a degeneragao
estriatal, alteracdes comportamentais ¢ neuroquimicas em modelo da doenga de Parkinson

induzida pela neurotoxina 6-hidroxidopamina em ratos.

3.2 Especificos

Extrair e analisar os teores quimicos (carboidratos totais, teores de sulfato livre e

contaminantes proteicos) dos PST-Aa;

e (aracterizar a estrutura quimica dos PST-Aa pelas técnicas de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR); Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN);

e Caracterizar os PST-Aa quanto aos padrdes de densidade e cargas negativas através da
eletroforese em gel de agarose;

e Determinar a massa molar dos PST-Aa por Cromatografia de permeagao em gel (GPC);

e Avaliar o efeito neuroprotetor in vivo dos PST-Aa através dos testes comportamentais
(campo aberto, cilindro e apomorfina) no modelo de Parkinson induzido por 6-
hidroxidopamina (6-OHDA);

e Determinar os efeitos de PST-Aa em altera¢des neuroquimicas (niveis de nitrito/nitrato,

peroxidagdo lipidica e glutationa reduzida);



42

4. MATERIAIS

4.1 Alga marinha

Amostras da alga marinha vermelha A. armata foram coletadas em Berlenga Nature
Reserve (39°24°47.9”N 9°30°28.2”W) de Portugal com autorizacdo prévia do Instituto da
Conservacao da Natureza ¢ das Florestas (ICNF). As algas foram conduzidas ao laboratorio do
Instituto Politécnico de Leiria em Peniche-Portugal onde foram lavadas com agua destilada para
retirada de areia, epifitas e/ou organismos incrustantes, e posteriormente liofilizadas e
trituradas. Logo apos, as algas foram enviadas (correios) ao Laboratério de Carboidratos e
Lectinas (CarboLec), do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade

Federal do Ceara (UFC), para realizagao do processo de extragao.

4.2 Drogas e Reagentes

Sodium acetate (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); cysteine (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA); Cetylpyridinium chloride (CCP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); Agarose
(Bioagency, Sdao Paulo, SP, Brasil) Absolute ethanol (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil); NaCl (Sodium Chloride) (Neon, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); papain (Vetec Quimica,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil); Sulfuric acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); Hydrochloric
acid (Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA); Potassium bromide (KBr) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); sodium 2,2
dimethylsilapentane-5-sulfonate (DSS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); Galactose
(Vetec Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil); Sodium sulfate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA); Ascorbic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); Apomorphine (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA); 6-Hydroxydopamine (6-OHDA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);
Ketamine (Syntec, Sdo Paulo, Brasil); Xylasine (Syntec, Sdo Paulo, Brasil); Trichloroacetic
acid; Phosphoric acid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);); Monobasic phosphate
(Dinamica, Sao Paulo SP, Brasil); Dibasic phosphate (Dindmica, Sao Paulo, SP, Brasil);
reduced glutathione (GSH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); methanol; sodium nitrite
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); N-(1-naphthyl) ethylenediamine; Sulfonylamide
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); Ellman's reagent; Tris(hydroxymethyl) aminomethane
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);
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5 METODOS

5.1 Extracio de polissacarideos sulfatados totais

A extracdo dos polissacarideos sulfatados totais (PST) foi realizada seguindo
protocolo descrito por Farias e colaboradores (2000), com adaptagdes. Inicialmente, 5 g da alga
seca foi hidratada em 250 mL de tampao acetato de sdédio 100 mM, contendo EDTA (4cido
etilenodiamino tetra-acético) 5 mM e cisteina 5 mM (pH 6,0) (propor¢dao de 1:50, m/v),
acrescido de 20 mL de papaina (30 mg/kg). A solugdo foi incubada em banho-maria a 60 °C
durante 6h e ap0s esse periodo, o material foi filtrado em tecido de nylon. Para a precipitacao
dos polissacarideos sulfatados, foram adicionados ao sobrenadante 25 mL de cloreto de
cetilpiridinio (CCP) a 10%, por 24 h. Apos a precipitacdo, o extrato foi centrifugado (10000 x
g, 20 min, 4 °C), o precipitado lavado com 200 mL de CCP 0,05% e novamente centrifugado
(10000 x g, 20 min, 4 °C). Posteriormente, o precipitado foi dissolvido em 160 mL de NaCl 2
M: etanol (100:15; v:v) e novamente precipitado através da adi¢ao de 300 mL de etanol absoluto
gelado (24 h; 4 °C). Apds esse periodo, o material foi centrifugado (10000 x g, 20 min, 4 °C),
e o precipitado foi lavado duas vezes com 300 mL de etanol 80% e uma terceira vez com 300
mL de etanol absoluto. Apos as lavagens, os polissacarideos foram dialisados contra agua
destilada (poro da membrana de 76 mm) e liofilizados, para obtengdo dos polissacarideos
sulfatados totais de Asparagopsis armata PST-Aa (Figura 6). O Rendimento dos

polissacarideos sulfatados foram obtidos pelo seguinte célculo:

Rendimento do PST-Aa % = Massa (g) do PST obtido apos a liofilizacao

Massa (g) da alga seca utilizada na extracao




Figura 6- Procedimento de extragdo dos Polissacarideos Sulfatados Totais de 4. armata (PST-Aa)

Alga Desidratada (5 g)

v

Hidratagao (Tamp&o acetato de
sddio 100mM (pH 6,0) + cisteina
5mM + EDTA 5 mM)

v

Digestao (papaina 30 mg/mL)
(60°C/6h)
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Filtracao e Precipitacdo (CPC
10%, 25°C, 24h) Centrifugagao
(10000 x g; 20 min; 4 °C),
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Precipitado Sobrenadante (descartado)
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(100:15 v/v), Etanol absoluto,
4°C, 24 h)
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Liofilizacao

v

Polissacarideos Sulfatados
Totais (PST-Aa)

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: O esquema representa o procedimento de extracdo dos PST-Aa. A alga
seca (5g) ¢ hidratada com tampao de acetato de sddio (100 mM, pH 6,0), ¢ a papaina, uma enzima proteolitica,
¢ utilizada para hidrolisar proteinas presentes na parede celular da alga marinha, afim de isolar os
Polissacarideos sulfatados.
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5.2 Caracterizacio quimica e estrutural

5.2.1 Determinacdo do teor de carboidratos totais

Para a andlise do percentual de carboidratos totais dos PST-Aa, foi utilizado o
método do acido sulfurico/UV (ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHE]I, 2013). Foi preparada
uma solu¢do estoque de 1 mg/mL de polissacarideos sulfatados a qual foi diluida em trés
proporg¢des diferentes 1:10, 1:20 e 1:30. Apds isso, foi adicionado 1 mL das diferentes diluigdes
preparadas a 3 mL de acido sulftrico e agitadas por 30 segundos. Em seguida, a solucdo foi
colocada em banho de gelo por 2 min até estabelecer a temperatura ambiente de 25°C. Por fim,
foi realizada leitura da absorbancia a 315 nm em espectrofotometro ultravioleta (UV). Todas as
andlises foram realizadas em triplicata. A quantificacdo dos polissacarideos foi realizada a partir
de uma curva de calibragdo de concentragdes crescentes de D-galactose (10 a 100 pg de

galactose/mL).

5.2.2 Quantificagdo de sulfato livre

O teor de sulfato foi determinado por hidrolise acida (4 mg/mL de HC1 1 M, 5 h,
105 °C) por turbidimetria a 360 nm pelo método da gelatina-bario (DODGSON; PRICE, 1961).

O sulfato de sodio foi empregado como padrao.

5.2.3 Determinacgdo de contaminantes proteicos

A determinagdo de contaminantes proteicos foi realizada seguindo o método de
Bradford (1976). Foi preparada uma solugdo estoque de 1mg/mL de PST-Aa, ¢ 1mL dessa
solugdo foi adicionada a 2,5 mL do reagente de Bradford, apds 10 minutos foram realizadas as
leituras em espectrofotdmetro a 595 nm. A concentracao de proteinas foi estimada em relagao

a curva padrao obtida com albumina sérica bovina (BSA).

5.2.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os dados de FT-IR foram obtidos em espectrometro (IRTracer-100 Shimadzu,
Japan). Foi utilizado 2 mg de amostras de PST-Aa as quais foram dispersas em 200 mg de
brometo de potassio (KBr) e prensado a 80 kN (kiloNewton) para formar pastilhas de KBr com

uma resolucdo de 4 cm™! e 64 scans por minuto na faixa de 400-4000 cm!.
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5.2.5 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear foram obtidos em um equipamento
Agilent DD2 de 600 MHz (para nucleo de 'H) e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm
de diametro interno (H-F/15N-31P) de deteccao inversa e gradiente de campo no eixo “z. As
amostras foram preparadas dissolvendo-se 5 mg de PST-Aa em 600 pL de 4gua deuterada com
1% de 2,2,3,3-d4-(3-trimetilsilil)-propionato de so6dio (PST) para calibragdo espectral. O
espectro unidimensional de 'H foram obtidos a 60°C, com um tempo de espera entre cada
aquisi¢do de 2 s, aquisi¢ao de 32 transientes em uma janela espectral de 16 ppm e 32k de numero
de pontos. Para auxiliar na atribui¢do dos sinais, foi realizado experimento bidimensionai
heteronucleares de 'H-'>*C HSQC com 112, com um tempo de espera em cada aquisi¢do de 1 s,
janela em na dimensdo do "*C (F1) de 200 ppm e na dimensdo do 'H (F2) de 16 ppm, com
nimeros de pontos em F1 de 200 ¢ F2 de 1974.

5.2.6 Eletroforese em gel de agarose

Os PST-Aa foram avaliados quanto as caracteristicas quimicas de suas cargas
negativas e padroes de densidade usando o sistema de eletroforese em gel de agarose 0,5%
dissolvidos em tampao 1, 3 acetato diaminopropano S0mM (Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) (pH 9,0). A amostra (20 ng) foi aplicada no gel e a corrida realizada em voltagem
constante (110 V) durante 60 min. Apds o procedimento, os PST-Aa presentes no gel foram
fixados com uma solu¢do de N-cetil-N, N, N-brometo de trimetilamodnio a 0,1% por 24 horas.
Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidina a 0,1%, ap6s com o Stains-all e finalmente,
descorado com uma solugdo contendo etanol absoluto, agua destilada e 4acido acético
concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v?! v''v!), como descrito por Dietrich e Dietrich (1976). Os
padrdes utilizados no procedimento foram glicosaminoglicanos obtidos de animais (condroitim

sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparina (HEP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

5.2.7 Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC)

A massa molar de pico (Mpk) foi determinada por meio de um cromatografico
SHIMADZU LC-10AD, um detector de indice de refracdo (RID-6A) e ultraviolenta (UV- VIS
SPA-10AV) a 254 mm. A coluna utilizada foi PolySep linear de dimensao 7,8 mm x 300 mm.
Para fase movel foi utilizado o nitrato de sédio (NaNO3/0,1 mol/L) em um fluxo de 1,0 mL.min
! em temperatura ambiente de 25°. O volume de injecio da amostra (TPS-Aa) e dos padrdes foi

de 50 pL para cada andlise. As amostras foram preparadas na concentra¢do de 1,0 mg/ml e
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filtradas membrana MILLIPORE 0,45 um. As massas molares foram estimadas pela curva
padrio de calibracdo de pululanas (Shodex P-82) com massa molar de 5,9 x 102 7,88 x 10 g

mol™.

5.3 Modelo de Doenca de Parkinson por meio da injecao unilateral 6-OHDA em ratos

5.3.1 Animais

Para este estudo foram utilizados ratos albinos da espécie Rattus albinus novergicus
da raga Wistar, adultos, do sexo masculino com idade entre 8-9 semanas, com peso entre 250-
270g (n=14 per grupo). Todos os animais foram provenientes do Biotério do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos NPDM-UFC, local onde foi realizado todos os
testes experimentais. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos ¢ mantidos
em caixas grandes padrdo de polipropileno recebendo dgua e alimentagdo ad libitum, com uma

temperatura constante (24 £ 1°C) com ciclos de claro/escuro de 12 horas.

5.3.2 Aspectos éticos

O protocolo experimental deste projeto foi submetido a Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Nucleo de Pesquisa ¢ Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM-
UFC). Todos os procedimentos experimentais foram elaborados de acordo com o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), a fim de minimizar o nimero e
os sofrimentos dos animais. A aprovacio desse projeto foi realizada pela Comissio de Etica no

Uso de Animais (CEUA) do NPDM sob o protocolo (CEUA n°® 20041021-0/2021). Anexo A
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5.3.3 Cirurgia estereotaxica
Todos os animais foram anestesiados com ketamina (80 mg/Kg; i.p.) e xilasina (10

mg/Kg; i.p.), e apds foi verificado se os animais apresentavam qualquer reflexo doloroso. Em
seguida, a cabeca do animal foi fixada no aparelho estereotaxico (BONTHER), através de duas
barras de fixagdo inseridas nos meatos auditivos externos do animal e os dentes incisivos
fixados em uma barra de sustentacdo, logo apds, foi feita uma tricotomia e assepsia da regiao
superior da cabeca (4lcool iodado) com remocdo do peridsteo para exposicdo da regido do
bregma. Apos, foram determinadas as coordenadas estereotéxicas (em milimetros), segundo o
atlas de Paxinos e Watson (1986), para a realizacao de 3 orificios: 1: ML: —2.5, AP: +0.5, DV:
+5.0; 2: ML:—3.0, AP: —0.5, DV: +6.0; ¢ 3: ML: —3.7, AP: —0.9, DV:+6.5, em rela¢ao ao
bregma (PAXINOS E WATSON, 1986), e feita a trepanacao com auxilio de uma broca elétrica.
Em seguida com uma seringa de Hamilton de 5 pL, os animais receberam a injegao
intracerebroventricular de 6-OHDA (6uL/ 21pg) e/ou solucdo salina (0.9%) no corpo estriado

direito.

Figura 7- Ilustragdes da infusdo intracerebroventricular de 6-OHDA por estereotaxia

Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: Ilustragdes da aplicagdo de 6-OHDA por estereotaxia. (A) Aparelho
Estereotaxico BONTHER; (B) Fixacdo do animal; (C) Administragdo da 6-OHDA.

5.3.4 Protocolo experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=14): O grupo I
(sham) ou falso operado recebeu a injecdo unilateral de solucdo salina 0,9% (lado ipsilateral),
o grupo Il recebeu a (6-OHDA, 6uL/ 21pug) e os grupos III e IV receberam a 6-OHDA e foram

tratados com os PST na concentragdo de 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg respectivamente (Tabela 1).
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Os animais foram tratados com polissacarideos sulfatados e/ou veiculo (solugdo
salina (0,9%) por gavagem, uma vez ao dia no periodo diurno durante 14 dias consecutivos,
ap6és o ultimo dia tratamento, lh depois os animais foram submetidos aos testes
comportamentais. No 15° dia, os animais foram eutanasiados por decapitagao através do uso de
guilhotina, e as regides do corpo estriado (ipsilateral e contralateral), o hipocampo e o cortex

pré-frontal foram dissecados para analises neuroquimicas.

Figura 8- Protocolo experimental do experimento in vivo

0 dia 1° dia 14° dia 15° dia
o .. | | Tratamento com PSTs/ . . 5
Cirurgia estereotaxica Veiculo (salina 0,9%) Testes comportamentais Dissecagdo
I 03 mg/Kg Campo aberto Corpo estriado (Ipsilateral
' Cilindro e Contralateral)
»3.0 mg/Kg Rota rod _
Apomorfina Hipocampo

Cortex pré-frontal

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Esquema da realizagdo dos testes comportamentais apos a execugdo da

cirurgia por estereotaxia.

5.3.5 Tratamento dos grupos experimentais

Apbs 24 horas da cirurgia, foi dado inicio ao tratamento dos animais com
polissacarideos sulfatados e/ou veiculo (solucao salina (0,9%) por gavagem, com utilizacdo de
uma agulha especifica para ratos, a qual era introduzida pela boca do animal até a regido
gastrica, uma vez ao dia durante 14 dias consecutivos. As doses de PST-Aa selecionadas foram
determinadas com base em trabalhos anteriores com algas vermelhas, os quais demostraram
efeitos biolodgicos sob neuroprotegdo in vivo. Para o tratamento foram administradas doses de
0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg. No 14° dia, apds o ultimo tratamento, os animais foram submetidos aos

testes comportamentais.

Tabela 1- Tratamento dos grupos experimentais

Grupos Injegao Tratamento Via de
experimentais intracerebroventricular (6 (mg/Kg) administragdo
ulL)
1 Salina (0,9 %) Veiculo Administragao
oral
2 6-OHDA (21 pg) Veiculo Administragao

oral
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3 ‘ 6-OHDA (21 pg) PST-Aa0,3 Administragao
oral

4 6-OHDA (21 pg) PST - Aa 3,0 Administragdo
oral

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Tratamento apos a cirurgia por estereotaxia durante 14 dias. Foram
utilizados 4 grupos (n= 14 per grupo).

5.4 Avaliacao dos testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados no periodo diurno, em salas de
comportamentos desprovidas de barulhos externos. Todos os animais foram submetidos as
mesmas condi¢des experimentais, entre um animal e outro foram realizados a higienizagdo com
alcool 10% para descartar possiveis influéncias de residuos deixados pelo animal. O teste do
campo aberto e cilindro foram realizados com a utiliza¢do de luz vermelha de baixa intensidade
(15 W), enquanto que os testes de rota rod e apomorfina foram realizados sob iluminacdo

normal.

5.4.1 Teste do Campo aberto

Para realizacdo desse teste comportamental foi utilizada a metodologia de Sielgel
(1946) e validada por Archer (1973), que avalia a atividade exploratoria e locomotora do
animal. Os animais foram colocados no centro da arena feita de acrilico e piso preto (50 cm X
50 cm % 50 cm) um por um inicialmente por um minuto para habituacdo, em seguida foram
avaliados durante 5 mim os seguintes parametros: numero de cruzamento com as quatro patas
(movimentagao espontanea), nimero de levantamento sob as patas traseiras (rearing) e nimero
de comportamento de auto-limpeza (grooming), adicionalmente o tempo em que os animais

permanecerdo parados.
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Figura 9- Campo aberto

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. Legenda: Os animais foram avaliados no campo aberto por 5 min para avaliagao

da atividade exploratoria dos animais.

5.4.2 Teste do Cilindro

O teste do cilindro avalia a lateralizagdo espontanea das patas dianteiras. Os animais
foram colocados individualmente dentro do cilindro de acrilico (30 x 20 cm) e observados por
5 min (SCHALLERT, 2000). Nenhuma adapta¢do dos ratos ao cilindro foi permitida antes do
teste. Foram contados o nimero de toques na parede (contatos com digitos totalmente
estendidos), executados independentemente com o membro anterior ipsilateral e contralateral e
ambas as patas simultaneamente. Os dados foram expressos como uma porcentagem de toques
contralaterais, calculados como:

% Percentual Ipsilateral [(ipsilateral /Total) x 100]
¢ Percentual Contralateral [(contralateral /Total) x 100]

¢ Percentual de Ambas [(ambas/Total) x 100]
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Figura 10- Teste do Cilindro

Fonte: Frota, 2020

5.4.3 Teste rotacional induzido por apomorfina

Esse teste utiliza o agente agonista dopaminérgico a apomorfina, essa por sua vez,
quando administrada intraperitonealmente em ratos com lesao unilateral por 6-OHDA promove
movimentos de rotagdes contralaterais nos animais, validando o modelo de doenga de
Parkinson. O comportamento rotacional dos animais foi monitorado através das rotagdes
induzidas por apomorfina (3 mg/kg, i.p), a qual induz um comportamento rotacional na dire¢ao
contraria a lesdo (lado contralateral) o nimero de rotagdes completas em volta do proprio eixo

foi mensurado a cada 10 minutos, durante um periodo total de 60 minutos (KIM et al., 1998).

Figura 11- Teste rotacional induzido por Apomorfina

A | Administragdo v.ide | B | Rotaciio Ipsilateral ¢ | Rotagio Contralateral
apomorfina 3mg/lkg
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022. Legenda: Apds administracdo do agonista apomorfina 3mg/kg. Os animais
foram monitorados durante 60 mim quanto ao niimero de rotagdes ipsilaterais ¢ contralaterais. (A) Administragdo

intraperitoneal de apomorfina 3mg/kg, (B) Rotagdo Ipsilateral, (C) Rotagdo Contralateral.

5.5 Dissecacio de areas cerebrais para as dosagens neuroquimicas

No 15° dia apos os testes neurocomportamentais, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo através do uso de guilhotina, sendo retirados e separados rapidamente os
encéfalos. Com o auxilio de uma pinga e tesoura cirtrgica de microdissecacao foram removidos
dos encéfalos os corpos estriados (ipsilateral e contralateral), o hipocampo e o cortex pre-
frontal. Essas estruturas foram isoladas e resfriadas com gelo, logo em seguida foi feito a

mensurac¢ao do peso umido e posteriormente armazenadas em temperatura de -80 °C.

5.5.1 Determinacdo da Concentragdo de Nitrito (NO3) /Nitrato (NO3)

Para a determinagdo da concentracdo de nitrito/nitrato foram preparados
homogenatos das amostras cerebrais a 10% (w/v) em solu¢do de fosfato de potassio 150 mM,
pH 7,4. Os homogenatos foram centrifugados (11000 x g/ 15 min/ 4 °C), os sobrenadantes
coletados e a produgdo de 6xido nitrico (NO) determinada através da reagdo de Griess. Uma
aliquota de 100 pL do sobrenadante foi incubada com 100 pL do reagente de Griess [acido
fosforico 5%:; sulfanilamida 1% em acido fosforico 5%; N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1%
(NEED); agua destilada (1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 min. A absorbancia foi
medida em leitor de Elisa a 540 nm. A concentragao de nitrito (uM) foi determinada a partir de
uma curva padrao de nitrito de sodio (NaNQO3). Os resultados foram expressos em uM/mg de

tecido (GREEN et al., 1982).

5.5.2 Determinacdo dos niveis de Peroxidac¢do Lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo foi medido através do ensaio do &cido tiobarbitdrico
(TBARS), conforme foi descrito por Draper e Hadley (1990). Foram preparados homogenatos
dos tecidos a 10% em tampao fosfato de potassio 150 mM, pH 7,4. Um volume de 250 puL do
homogenato foi mantido em banho-maria a 37 °C por 1 h e posteriormente, foram precipitados
com 400 uL de acido perclorico 35%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (14000 x

g/ 15 min/ 4 °C) e ao sobrenadante foi adicionado 200 pL de solucdo de acido tiobarbiturico
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1,2%. As amostras foram incubadas em banho-maria (95-100 °C/ 30 min) e o conteudo de

TBARS determinado em leitor de Elisa a 532 nm.

5.5.3 Determinacdo dos niveis de Glutationa reduzida (GSH)

Para a determinagdo da concentragdo de GSH, foi preparado um homogenato dos
tecidos a 10% em EDTA 0,02 M. Em seguida, foi retirado 400 pL desse homogenato e
adicionado 320 pL de agua destilada e 80 pL de acido tricloroacético 50%. O material foi
agitado e centrifugado (3000 x g/ 15 min/ 4 °C). Posteriormente, foi recolhido 400 uL do
sobrenadante e a ele foi adicionado 800 pL de tampado Tris-HC1 0,4 M (pH 8,9) e 20 uL de
DTNB 0,01 M (Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzéico ou reagente de Ellman). Apés 1 min da
reacao, foi feita a leitura da coloragdo em leitor de Elisa a 412 nm. A concentracdo da glutationa
reduzida foi expressa em ng de GSH/g de tecido, conforme descrito por Sedlak e Lindsay

(1988).

5.6 Analises Estatiscas

Todos os valores numéricos foram apresentados como erro padrao da média (EPM) e
submetidos a analises de diferencas estatisticas através da analise de variancia (One-way ou
Two-way ANOVA), seguido pelo teste de Comparagdes Multiplas de Bonferroni, para dados
paramétricos e, no caso de dados ndo-paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Comparagao Mutiplas de Dunn. Consideraram-se os valores com P<0,05
como estatisticamente significativos. A andlises estatisticas foram realizadas no programa
GraphPad Prism, versao 8.0, (San Diego, CA, EUA). Adicionalmente, todos os experimentos

foram realizados por observadores “cegos”.
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6 RESULTADOS

6.1 Rendimento e teores quimicos dos polissacarideos sulfatados de Asparagopsis armata
Harvey

O rendimento do polissacarideo sulfatado Asparagopsis armata Harvey (PST-
Aa) extraido a partir de 5 g da alga seca resultou em 682,1 mg que corresponde a 13,64%
conforme apresentado na tabela 2. A dosagem quimica de carboidratos totais soluveis foi de
53,20%. O teor de sulfato encontrado corresponde a 30,29%, enquanto que os contaminantes

proteicos ndo apresentaram valores nas analises espectrofotométricas.

Tabela 2- Rendimento e analises quimicas de Asparagopsis armata Harvey (PST-Aa)

Espécie Rendimentos Carboidratos Sulfatos livres® Contaminantes
o totais® (%) proteicos®
oo (%) (%)
Asparagopsis 13,64% 53,20 30,29 -
armata

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda a: Método do acido sulfurico/UV (Albalasmeh; Berhe; Ghezzehei, 2013)
b: Método da gelatina-bario de Dodgson; Price, (1961)

c¢: método de Bradford (1976)

- : valores nao detectados

6.2 Caracterizacao estrutural dos Polissacarideos Sulfatados de A. armata Harvey

6.2.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os principais picos relacionados aos grupos funcionais das amostras de PST-Aa
estdo apresentados na figura 12. O espectro apresentou picos que variaram desde as regides de
3442 cm™ a 580 cm™. A presenca de grupos sulfatados foi encontrada nas regides 1260 cm™ a
580 cm!. As regides 845 cm!, 765 cm’! sugerem que o polissacarideo de A. armata tem

estrutura semelhante a polimeros de carragenanas e agaranas (galactanas d/l hibridas).

Figura 12- Espectros de infravermelho dos Polissacarideos Sulfatos de A. armata Harvey
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Fonte: Elaborado pelo autor. Picos obtidos da espectroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier relacionados aos principais grupos funcionais do Polissacarideos sulfatados de Asparagopsis armata.

Tabela 3- Relagdo dos picos obtidos de polissacarideo sulfatado no espectro de FT-IR com os

grupos funcionais de 4. armata Harvey

Compriment(l) de ondas Grupos funcionais Referéncias
;:4112 Vibragdes de alongamento SHANURA FERNANDO
O-H etal, 2017)

2945 C-H alifaticos (SELMlI et al., 2021)

1652 COOH é4cido glicuronico (FIDELIS, 2014)

1420 CH; dobrando (SUMAYYA;
MURUGAN, 2017)

1359 CH (SUMAYYA,
MURUGAN, 2017)

1260 Deformacao axial de S=O (SOUZA, 2012)

de ésteres de sulfatos



57

1149 Ester de sulfato (CHOPIN et al., 1999)
1053 Esqueleto de galactanas (C (CHAVES, 2008)
-0+ C-0H)
845 D-galactose-4-sulfato (SOUZA et al., 2015)
765 C2-0S (3,6- (MARCIA et al., 2014)
anidrogalactose)
580 0=S=0 (CHAVES, 2008)

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Grupos funcionais obtidos dos picos de espectroscopia de infravermelho

dos polissacarideos sulfatados de Asparagopsis armata.

6.2.2 Espectroscopia de Ressondancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear do proton e carbono
unidimensional (1D) RMN 'H e *C e bidimensional de HSQC (2D) dos PST-Aa estio
representados na figura 13, 14 e 15. E possivel observar com base nos dados relatados na
literatura que os PST-Aa apresentam sinais atribuidos a regido anomérica e grupos substituintes
formados por diades de Galactopiranose (Galp) para carregenanas e agaranas (Tabela 4 e 5).
Sinais sobrepostos entre § 3,00 a & 5,00 ppm no RMN H! possivelmente sdo atribuidos a H2,
H3, H4, H5 e H6 das diades da galactana d/l hibrida de PST-Aa, sua estrutura pode ser
observada na figura 17. O sinal no RMN 'H em & 2,06 ¢ atribuido a cadeia polimérica acetilada
e o sinal caracteristico de H1/C1 (0 4,51/106.44 ppm) de configuragdo f-glicosidica (Tabela 2)
(LAJILI et al, 2019; ALRAZEM et al, 2007). Em & 175,08 ppm ¢ observado um sinal da
carboxila (-COOH), sugerindo a presenca de 4cido urénico na cadeia polimérica (GOA et al
2020). Os espectros de RMN 'H e *C e HSQC mostram também o sinal em § 3.49/59,51 ppm,
6 1,50 (1,51) /28,01 ppm que sdo atribuidos a CH3 ligado ao grupo O-acetil e ao grupo O-
piruvato, respectivamente (STEPHANIE et al, 2010; LAJILI et al, 2019).
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Figura 3- Espectro de RMN de 'H do polissacarideo extraido de Asparagopsis armata Harvey
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Figura 14- Espectro de RMN de *C do polissacarideo extraido de Asparagopsis armata
Harvey

—B1.37

60 .84

175.08
_

2z
w
B SREERRR LR R] [
w0
175
™|
= =
= o B o4 o
=2 - i - —
= & R = | &
= oo ool F— =
g = = & L, C o
' = = -+ £ res
= | @ ) oo oo [
2 Efled e g2 3
- oo o | Faad o =
[} ks | cd | [ T S vl
£ = @ =l S gD &
- =] b —
2 2o « 2 i g E =l g T
o | @12 - e | H.,-u-, @
=21 o @ S | = i
Wil % R z
| b uln
LB 2 LA e e e e
105 100 a5 80 85 80 75 70 65 60

Deslocamento quimico (ppm)



59

Figura 45- Espectro de RMN de 'H-'>C HSQC do polissacarideo extraido de PST-Aa
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Fonte: Elaborado pelo autor

Além disso, na tabela 4 sao mostrados os deslocamentos quimicos de (H1-C1) o
4,60/101,73 ppm; (H2-C2) 6 3,68/70,17 ppm; (H3-C3) 6 3,35/82,46 ppm; (H4-C4) 6 4,12/69,03
ppm; (H5-C5) & 3,68/72,07 ppm; (H6-C6) & 3.49/59,51 ppm, atribuidos a unidades metiladas
de Galp (B-D-Galp-6-O-CH3) (ZANG et al, 2005).

Na tabela 5, ainda s@o encontrados os demais deslocamentos quimicos (6) descritos
e reportados na literatura, com referéncia aos RMN 1D e 2D, para os outros carbonos do anel

galactopiranosidico (Galp) de carragenanas e agaranas, encontrados nas diades em PST-Aa.
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Tabela 5- Deslocamento quimicos RMN de 'H-'3C HSQC para PST-Aa

61

RMN 'H e 3C e RMN HMQC dos substituintes em PTS Aa

Unidade H1/C1 | H2/C2 | H3/C3 | H4/C4 | HS5/CS H6/C6 Grupo
(ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) (ppm) | substituinte
s (ppm)
(Agarana) a- | 5,22/ nd nd nd nd b4 20/ -
L-galp-6- 99,00 67,27
sulfato
Cl de 4,51/ nd nd nd nd nd -
configuragdao | 106.44
p- glicosidica
B-D-Galp-O- | "¢4,60/ | 3 68/ | b3 35/ | hbe 4 19/ | hbe 388/ | hbe3 g8/ | bedf 3 49/
CH3 101,72 70,17 82,46 69,03 73,65 72,07 59,51
-COOH - - - - - - 175,08
Grupo
carboxila
HC_ o ; ; - - - - °1,51
o & cH, (1,50)/
Metil- 28,01
piruvato
o - - - - - - 2,06/
_<CH3 nd
acetil

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: a = valor reportado por: Alrazem et al, 2007; b = valores reportados por:

Estevez, Ciancia e Cerezo, 2008; ¢ = valores reportados por: Falshaw, Furneaux e Wang, 2003; d = valores
reportados por: Lahaye et al 1989; e = valores reportados por: Stephanie et al, 2010; f= valores reportados por:
Lajili et al, 2019; g= valores reportados por: Gao et al, 2020; h= valores reportados por: Zang et al, 2005; nd =

nio determinado.



Figura 16- Esqueletos basicos encontrados das Diades formadoras de galactanas do
tipo D/L Hibridas de PST-Aa
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Estruturas das diades encontradas nos PST-Aa representando para as
agaranas e carragenanas do tipo Kapaa, Mu e Nu.

6.3 Eletroforese em gel de agarose
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A eletroforese apresentou bandas nitidas do PST-Aa no gel de agarose 0,5%

em (Figura 17. B) confirmou a presenga de grupos sulfatados no polimero de PST-Aa.

garantida pela fixagao do tampao 1,3 acetato diaminopropano. Com base na figura 17 € possivel
comprovar a presenga de grupos sulfatados através da reacdo do corante azul de toluidina
(Figura 17. A) que se liga as cargas anidnicas do PST-Aa, atribuindo uma coloragdo violeta. A
reagdo de metacromasia também apresentou densidade de cargas na molécula de PST

demostrando a polidispersdao em cargas no gel de agarose. A reacdo com o reagente stains-all

Figura 17- Eletroforese em gel de agarose 0,5% dos Polissacarideos sulfatados de

Asparagopsis armata Harvey



63

CS—O

HEP —

~ Origem

PST-Aa PST-Aa

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: CS: Codroitim sulfato; DS: Dermatan sulfato; HEP: Heparina. A: amostras

coradas com azul de toluidina 0,1%; B: amostras coradas com Stains-all.

6.4 Cromatografia de Permeacio em Gel (GPC)

O perfil cromatografico do PST-Aa esta representado na figura 18, com a demonstragao
de um Unico pico com volume de eluicao de 7,68 mL no seu dpice. Para realizacdo da curva de
calibragdo foram utilizadas pululanas que sdo polissacarideos neutros com diferentes valores
de massas molares que variam de 10° a 10% g.mol”!. A massa molecular que corresponde ao

PST-Aa foi de 332. 7 KDa ou seja 3,32 x 10°.

Figura 58- Perfil cromatografico dos polissacarideos sulfatados de A. armata
Harvey
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Log (M) = 14,488442- 1,157087*Ve —~ 7,68

Resposta do detector
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Volume de eluigao (mL)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Representacdo do volume de eluicdo obtido do detector de cromatograma de permeagao em
gel.

6.5 Avaliacao do efeito neuroprotetor dos PST-Aa no modelo da Doenca de Parkinson
induzido por 6-OHDA

6.5.1 Campo aberto

A atividade locomotora dos animais foi analisada através do teste de campo aberto
demostrada na figura 19. Observou-se que o grupo I submetido a lesdo por 6-OHDA, (controle
positivo) apresentou uma diminuigdo significativa de 22,27% no nimero de cruzamentos (69,86
+2,22) quando comparado ao grupo I sham (89,86 + 3,32 numeros de cruzamentos). Observou-
se que a atividade locomotora dos grupos III e IV, tratados com a dose de PST-Aa 0,3 mg/kg
(92,31 £ 5,52 niimeros de cruzamentos) e 3,0 mg/kg (84,86 + 3,26 nimeros de cruzamentos)
apresentaram um aumento significativo de 32,12% e 21,45% no nimero de cruzamentos em

relacdo ao grupo II 6-OHDA (controle positivo).

A analise da atividade exploratdria vertical, rearings (levantamentos sobre as patas
traseiras), foi realizada levando em consideragdo o nimero de vezes que os animais executaram
esse comportamento. Observou-se que o grupo II 6-OHDA (controle positivo) apresentou uma
reducdo de 55,34% no numero de rearings (14,69 + 1,25 rearings) quando comparado com os
animais do grupo sham (salina 0,9%) (32,92 + 2,32 rearings). Os grupos tratados com o PST-
Aa nas doses de 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg, apresentaram um numero de rearings 83,16% (26,92
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+ 1,89 rearings) e 100,54% (29,46 + 2,40 rearings) maior que o grupo 6-OHDA, mostrando

que o tratamento conseguiu reverter significativamente os danos causados pela 6-OHDA.

Figura 69- Atividade locomotora no teste do Campo aberto
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Os ratos (n=14 animais per grupo, machos pesando aproximadamente 250-290g) foram lesionados no
estriado direito com 6-OHDA através de cirurgia estereotaxica, e 24h depois tratados com PST-Aa (0,3 e 3,0
mg/kg) ou salina (0,9%). Apos 14 dias de tratamentos, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto para
analise dos seguintes parametros: nimero de cruzamentos (A), nimero de rearing (B), nimero de comportamento
de autolimpeza (C) a e tempo parado (D). Os dados estdo expressos em média + EPM. One-way ANOVA,

Bonferroni *, ** ¢ **** indicam P<0,05, P<0,01 e P<0,0001 respectivamente em relagdo ao grupo Sham. #, i

e " {ndicam P<0,05, P<0,001 e P<0,0001 em relacdo ao grupo 6-OHDA (21pg).
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Na avaliagdo do comportamento de autolimpeza (Grooming) foi observado um
aumento significativo de 157,34% dessa atividade nos animais do grupo II 6-OHDA (7,36 +
1,68 groming) em relacdo ao grupo sham (2,86 £ 0,69 groming). Por outro lado, esse
comportamento foi reduzido em 57,24% nos grupos tratados com PST-Aa 0,3 mg/kg (3,14 +
0,59 groming) e 53,37% nos grupos tratados com PST-Aa 3,0 mg/kg (3,43 + 0,68 groming) em
relacdo ao grupo 6-OHDA.

Foi avaliado o pardmetro de imobilidade dos animais no campo aberto. Os animais
do grupo lesionados com 6-OHDA (70,51 £ 4,31 s) apresentaram um aumento significativo de
90,20% em relag@o ao grupo I Sham (salina 0,9%) (37,06 + 1,24 s). Contudo, as doses de PST-
Aa 0,3 mg/kg (41,82 + 3,81 s) e 3,0 mg/kg (42,11 = 2,41 s) reduziram significativamente o
tempo de imobilidade em 40,66% e 40,24% respectivamente em relagdo aos grupos 6-OHDA.

6.5.2 Teste do Cilindro

O teste do cilindro demostrou que os animais tratados com os PST-Aa na dose 0,3
mg/kg (% Contralateral: 36,96 + 2,37 tempo executado) e 3,0 mg/kg (% Contralateral: 35,54 +
2,89 tempo executado) ndo alterou o nimero de toques com a pata contralateral em comparacao
com os animais 6-OHDA (% Contralateral: 34,78 + 3,02 tempo executado) demostrado na
figura 20. Contudo, houve um aumento no niimero de toques com ambas as patas nos animais
tratados nas doses 0,3 mg/kg (%ambos: 21,73 + 2,86 tempo executado) e 3,0 mg/kg (P<0,0001)
(% ambos: 32,34 + 2,47 tempo executado) de 45,74% e 117,04% respectivamente em relacao
aos animais 6-OHDA (% ambos: 14,91 + 2,00 tempo executado). Os animais 6-OHDA (%
Ipsilateral: 50,31 + 2,52 tempo executado) apresentaram uma maior atividade com a pata
ipsilateral em relagdo aos PST-Aa nas doses 0,3 mg/Kg (P<0,05) (% Ipsilateral: 41,34 + 3,74
tempo executado) e 3,0 mg/Kg (% Ipsilateral: 32,11 + 4,61 tempo executado).

Figura 20- Atividade do Cilindro
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Os animais (n= 14 per grupo) lesionados com a 6-OHDA foram submetidos ao teste do

cilindro no 14° dia, 1h apds o tltimo dia tratamento. Os pardmetros avaliados foram observados como numero de

toques com as patas ipsilateral (A), pata contralateral (B) e ambas as patas (C), durante 5 mim. Os valores estdo

representados como média = EPM. One-way ANOVA, Bonferroni **, *** g **** jpdicam P<0,01, P<0,001 e

P<0,0001 respectivamente em relagdo ao grupo Sham.

OHDA (21pg).

HH
c

indica P<0,01 ¢ P<0,001 em relag@o ao grupo 6-
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6.5.3 Teste da Apomorfina

O teste de validacao do modelo da Doenca de Parkinson foi mensurado através da
aplicagdo do agonista apomorfina (3mg/kg i.p) demostrado na figura 21. Os resultados
mostraram que os animais submetidos a lesdo unilateral estriatal de 6-OHDA (120,4 + 29,38
rotacdes/h) elevaram em 424,88% o numero de rotagdes contralaterais a lesdo estriatal quando
comparado ao grupo sham (22,93 + 5,50 rotagdes/h). Em contrapartida, os animais tratados com
o PST-Aa 3,0 mg/kg (47,00 £ 9,26 rotagdes/h) foram capazes de reduzir em 61% o nimero de
rotagdes contralaterais em relagdo ao grupo 6-OHDA. Apds a andlise dos resultados, constatou-
se que para obter um efeito mais potente na dose PST-Aa 0,3 mg/kg (108,9 + 25,69 rotagdes/h)

¢ imprescindivel um aumento na concentracgao de polissacarideos administrada nos animais.

Figura 21- Teste Rotacional induzido por Apomorfina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Os animais (n= 14 per grupo) lesionados com a 6-OHDA foram submetidos ao teste da apomorfina
(3mg/kg i.p) no 14° dia de tratamento. Foram avaliados o numero de rotagcdes contralaterais num periodo de 60
min. Os valores estio representados como média + EPM. One-way ANOVA, Bonferroni * e ** indicam P<0,05 e

P<0,01 respectivamente em relagdo ao grupo Sham.

6.6 Dosagens neuroquimicas
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6.6.1 Determinacgdo da concentragdo de nitrito (NQO:) e nitrato (NO3) das regioes encefdlicas

Os resultados obtidos da concentracao dos niveis de nitrito e nitrato das regides
encefalicas dos animais podem ser observados na figura 22. Com base nos graficos
representados, observa-se que os animais lesionados com a 6-OHDA apresentou um aumento
significativo dos niveis de nitrito/nitrato na regido do hipocampo (14,24 + 1,57 uM/mg de
tecido) quando comparado com o grupo sham (hipocampo 5,86 + 1,51 uM/mg de tecido). Os
animais tratados com as doses de polissacarideos de 4. armata 0,3 mg/kg (hipocampo 11,21 +
3,31 uM/mg de tecido) e 3,0 mg/kg (hipocampo 11,31 + 0,82 uM/mg de tecido) nao
apresentaram efeitos significativos nos niveis de nitrito/nitrato. Os animais do grupo 6-OHDA
apresentaram aumento nos niveis de nitrito/nitrato em todas as demais areas cerebrais testadas,
no corpo estriado ipsilateral (24,09 = 4,78 pM/mg de tecido), corpo estriado contralateral (26,87
+ 10,18 uM/mg de tecido) e lobo pré-frontal (20,66 + 4,32 uM/mg de tecido). Apenas a dose
de PST-Aa na concentragdo de 3,0 mg/kg foi capaz de promover uma diminui¢do significativa
dos niveis de nitrito/nitrato no corpo estriado direito (13,40 + 4,21 uM/mg de tecido) quando
comparado ao grupo 6-OHDA. Nas demais areas analisadas as doses de PST-Aa 0,3 mg/kg
(corpo estriado esquerdo 8,43 + 2,68 uM/mg de tecido), (cortex pré-frontal 11,55 +3,93 uM/mg
de tecido) e PST-Aa 3,0 mg/kg (corpo estriado direito 7,172 + 1,51uM/mg de tecido), (corpo
estriado esquerdo 6,67 = 3,194 uM/mg de tecido), (cortex pré-frontal 11,21 + 2,82 uM/mg de
tecido) demostraram reducdo nos niveis nitrosativos, no entanto ndo foram capazes de

promover um efeito significativo.

Figura 72- Analises neuroquimicas de nitrito/nitrato das regides encefalicas



70

A Estriado Ipsilateral B Estriado Contralateral
S 40+ s 40 -
el S 354
‘\;}J 30 *x E,J 30—
= 257 % 25- T
(= - e .
E 20 g 20
= 15+ = 15—
z z
= T =
£ 54 E 5+
Z
0- T 0 T T
SHAM 0.3 3.0 SHAM 0.3 3.0
PST-Aa (mg/kg) PST-Aa (mg/kg)
6-OHDA (21 pug) 6-OHDA (21 pg)
C Hipocampo
o 40— ¥ Y D Cortex pre-frontal
= 40 -
S 35- S
o -; 35_
50 30 2
S 25 Js 80+
= Z 25-
o 204
= * 2 201
£ 15- =
:; e b~ 1 5 i
% 101 g .o i
= 10-
T o5+ £ T
- : 5_
Z 0 T . z
SHAM 03 3.0 0 T T
TPS-Aa (mg/kg) SHAM 0.3 3.0
6-OHDA (21 pg) PDT-Aa (mg/kg)

6-OHDA (21 pug)
Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os animais (n= 14 per grupo) foram lesionados com a 6-OHDA no estriado direito e apos tratados com
os PST-Aa nas doses 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg ou salina 0,9% durante 14 dias. Apos os testes comportamentais no
15° dia os animais foram eutanasiados por decapitacdo e logo em seguida foram separadas as seguintes regioes
encefalicas: (A) Hipocampo, (B) Cortex pré-frontal, (C) Corpo estriado ipsilateral e (D) Corpo estriado

contralateral para analise das concentragdes de nitrito/nitrato. Os valores estdo representados como média + EPM.

One-way ANOVA, Bonferroni * e ** indicam P<0,05 e P<0,01 respectivamente em relagdo ao grupo Sham.

#indicam P<0,05 em relag@o ao grupo 6-OHDA (21pg).

6.6.2 Determinacgdo dos niveis de Peroxidagdo Lipidica (TBARS) das regioes encefilicas

O efeito antioxidante dos PST-Aa foi avaliado por meio do teste do TBARS, onde

foram quantificados os niveis de malondialdeido (MDA), um produto resultante da peroxidacao
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lipidica que ocorre pela interagdo do &cido tiobarbittrico. De acordo com a figura 23, os animais
lesionados com a 6-OHDA apresentaram um aumento de MDA em todas as areas encefalicas
analisadas (hipocampo 39,23 + 5,10 uMol MDA/g de tecido), (corpo estriado direito 33,93 +
3,15 uMol MDA/g de tecido), (corpo estriado esquerdo 33,81 + 4,67 uMol MDA/g de tecido)
e (cortex pré-frontal 35,00 £ 1,87 puMol MDA/g de tecido) quando comparado ao grupo controle
sham (salina 0,9%) (hipocampo 30,10 + 1,34 uMol MDA/g de tecido), (corpo estriado direito
30,10 + 1,37 uMol MDA/g de tecido), (corpo estriado esquerdo 31,88 + 4,01 uMol MDA/g de
tecido) e (cortex pré-frontal 31,21 = 0,99 uMol MDA/g de tecido).

A dose de PST-Aa 0,3 mg/kg na regido do (hipocampo 26,98 + 0,68 uMol MDA/g
de tecido) e 3,0 mg/kg (hipocampo 27,65 £+ 1,37 uMol MDA/g de tecido pMol MDA/g de
tecido) apresentaram uma diminui¢ao nos niveis de MDA quando comparado ao grupo 6-
OHDA.. Contudo, ndo houve diferengas significativas para as demais regidoes encefalicas nas
doses de PST-Aa 0,3 mg/kg (corpo estriado direito 28,76 + 2,52 uMol MDA/g de tecido),
(corpo estriado esquerdo 27,20 + 0,77 uMol MDA/g de tecido), (cortex pré-frontal 26,98 +
0,814 uMol MDA/g de tecido) e PST-3,0 mg/kg (corpo estriado direito 28,17 £ 0,60 uMol
MDA/g de tecido), (corpo estriado esquerdo 26,54 + 1,06 uMol MDA/g de tecido), (cortex pré-
frontal 25,42 + 1,87 uMol MDA/g de tecido).

Figura 23- Analises neuroquimicas de Peroxidacdo Lipidica das regides encefélicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Os animais (n= 14 per grupo) foram lesionados com a 6-OHDA no estriado direito e apos tratados com
os PST-Aa nas doses 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg ou salina 0,9% durante 14 dias. Apos os testes comportamentais no
15° dia os animais foram eutanasiados por decapitagdo e logo em seguida foram removidas as seguintes regides
encefalicas: (A) Hipocampo, (B) Cortex pré-frontal, (C) Corpo estriado ipsilateral e (D) Corpo estriado

contralateral para analise das concentragdes de nitrito/nitrato. Os valores estdo representados como média = EPM.

One-way ANOVA, Bonferroni # indicam P<0,05 em relagio ao grupo 6-OHDA (21p).
6.6.3 Determinagdo dos niveis de Glutationa reduzida das regioes encefilicas
As analises antioxidantes realizada através da dosagem de glutationa reduzida

representada na figura 24. Os animais submetidos a lesao 6-OHDA demostraram uma redugao

da atividade enzimética de glutationa na regido do hipocampo (253,9 + 11,49 ng/g de tecido) e
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corpo estriado Ipsilateral (257,4 + 5,03 png/g de tecido) e cortex pré-frontal (277,2 + 17,87 ng/g
de tecido) quando comparado ao grupo sham que apresentou uma atividade maior no
hipocampo (431,1 + 74,47 pg/g de tecido), corpo estriado ipsilateral (344,3 £ 71,78 pg/g de
tecido) corpo estriado contralateral (244,4 + 10,86 pg/g de tecido).

As doses de polissacarideos na concentracdo de 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg
apresentaram um aumento nos niveis de glutationa reduzida nas areas do hipocampo (PST-Aa
0,3 mg/kg 340,4 + 21,55 ng/g de tecido) e (PST 3,0 mg/kg 304,9 + 13,76 pg/g de tecido), no
corpo estriado contralateral foi observado um aumento significativo nos niveis de glutationa
reduzida nos grupos de PST-Aa 0,3 mg/kg (334,7 £ 15,13 pg/g de tecido ) e PST-Aa 3,0 mg/kg
(306,8 £ 7,45 ng/g de tecido) maior que os niveis de GSH apresentados pelos animais do grupo
sham (salina 0,9%) (244,4 £ 10,86 pg/g de tecido). Na regido do corpo estriado Ipsilateral foi
observado um aumento nos niveis de glutationa nos grupos de PST-Aa 0,3 mg/kg (corpo
estriado ipsilateral 341,2 + 13,97 pg/g de tecido) e PST-Aa 3,0 mg/kg (corpo estriado ipsilateral
306,8 + 7,44) quando comparado ao grupo 6-OHDA (257,4 £ 5,03 pg/g de tecido), porém esse

efeito dos polissacarideos nao foi considerado significativo.

Figura 24- Analises neuroquimicas de Glutationa reduzida das regides encefélicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Os animais (n= 14 per grupo) foram lesionados com a 6-OHDA no estriado direito e apods tratados com
os PST-Aa nas doses 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg ou salina 0,9% durante 14 dias. Apos os testes comportamentais no
15° dia os animais foram eutanasiados por decapitagcdo ¢ logo em seguida foram separadas as seguintes regides
encefalicas: (A) Hipocampo, (B) Cortex pré-frontal, (C) Corpo estriado ipsilateral ¢ (D) Corpo estriado

contralateral para analise das concentragdes de nitrito/nitrato. Os valores estdo representados como média + EPM.

One-way ANOV A, Bonferroni ** ¢ *** indicam P<0,01 ¢ P<0,001 respectivamente em relagdo ao grupo Sham.

e it indicam P<0,05 e P<0,01 em relagdo ao grupo 6-OHDA (21p).
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7 DISCUSSOES

O método de extracdo dos polissacarideos sulfatados (PST-Aa) baseou-se na
abordagem enzimatica utilizando a papaina como a enzima proteolitica. A papaina ¢
responsavel pela quebra das proteinas presentes na parede celular da alga, viabilizando o
isolamento dos PST-Aa. Através desse processo, obteve-se um rendimento de 682,1 mg de
PST-Aa, correspondendo a 13,64% da quantidade de 5 g de alga seca utilizada. Esse método de
extracdo ¢ amplamente adotado devido ao seu baixo custo e facilidade de reproducdo. (Farias

et al., 2000).

O rendimento dos PST-Aa obtidos neste estudo mostrou-se consistente com os de
outras espécies de algas vermelhas utilizando o mesmo método de extracao enzimatica. Por
exemplo, a espécie Gracilaria cornea, quando coletada em leito natural, obteve um rendimento
de 15,70 + 1,822% (RODRIGUES et al., 2017), e a espécie Gracilaria intermedia alcangou um
rendimento em massa de PST de 17,0 = 1,18% (CASTRO et al., 2018). Esses resultados

corroboram a eficacia e a viabilidade do método empregado para a obtencao dos PST-Aa.

Foram encontrados rendimentos inferiores na extragdo enzimatica dos
polissacarideos sulfatados da alga vermelha Gracilaria birdae, com um valor de PST obtido de
4,66% (VANDERLEI et al., 2011). No entanto, rendimentos superiores podem ser observados
em outros trabalhos. Por exemplo, Rodrigues et al. (2009) trabalhou com a alga vermelha
Halymenia pseudofloresia, obtendo um rendimento de 47,14%. Além disso, o trabalho de
Souza et al. (2018) extraiu polissacarideos da alga vermelha Hypnea musciformis, apresentando

um valor de 28% de rendimento.

Foram encontrados rendimentos variados na extracdo enzimatica dos
polissacarideos sulfatados de diferentes algas vermelhas. A alga Gracilaria birdae, por
exemplo, apresentou um valor de PST de 4,66% (VANDERLEI et al., 2011), enquanto o
trabalho Souza et al. (2018) com a alga Hypnea musciformis resultou em um rendimento de
28% de polissacarideos. Além disso, o estudo de Rodrigues et al. (2009) com a alga Halymenia
pseudofloresia obteve um rendimento mais elevado de 47,14%. Essa variacao nos rendimentos
destaca a influéncia da espécie de alga utilizada e a importancia de ajustar os métodos de

extracdo conforme a especificidade do estudo.

Essa variacao no rendimento dos polissacarideos sulfatados pode ser influenciada
por diversos fatores, como o periodo de coleta, o estagio de vida da alga, variagdes sazonais e

o tipo de método de extracdo utilizado. A literatura oferece diferentes métodos de extracao,
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cada um com o objetivo de extrair macromoléculas especificas. A escolha do método de
extracdo ¢ uma etapa crucial no processo de isolamento e caracterizagdo bioquimica dos
polissacarideos. Essa consideragdo cuidadosa sobre o método de extracdo contribui para
resultados mais precisos e consistentes, permitindo uma melhor compreensao das propriedades
e aplicacdes dos polissacarideos de diferentes espécies de algas marinhas (WASSIE et al.,

2021).

Os polissacarideos sulfatados de A. armata, apds a determinacdo dos teores de
carboidratos totais pelo método de Albalasmeh, Berhe e Ghezzehei (2013), apresentaram teores
de carboidratos soluveis de 53,20%. Esse teor de carboidratos foi semelhante ao encontrado na
alga vermelha Solieria chordalis (51,58%) (STEPHANIE et al., 2010) e na Pterocladia
capillacea (59,91%) (ISMAIL; AMER, 2021). Teores de carboidratos soliveis com
rendimentos inferiores foram encontrados nas algas vermelhas Gracilaria ornata (33,14%) ¢
Corallina officinalis (42,73%) (AMORIM et al., 2012; ISMAIL; AMER, 2021). Por outro lado,
outros trabalhos com algas vermelhas obtiveram resultados superiores, como na Agardiella
ramosissima (64,4%) (BATISTA et al., 2014), Gelidiella acerosa (89,5%) (CHAGAS, 2018) e
Hypnea musciformis (98%) (SOUZA et al., 2016). Esses dados refletem a diversidade nos
teores de carboidratos soluveis presentes em diferentes espécies de algas, destacando a
importancia de avaliar as caracteristicas estruturais e bioquimicas de cada alga em pesquisas

sobre polissacarideos.

Os teores de sulfatos livres dos polissacarideos sulfatados de A. armata foram de
30,29%. Resultados semelhantes foram observados no trabalho de Andrade (2016), que estudou
a espécie de alga vermelha Solieria filiformis utilizando o mesmo método de Dodgson e Price
(1961), obtendo um resultado equivalente de 35,89%. No estudo de Gong et al. (2021), com a
alga vermelha Gracilaria lemaneiformis, foi encontrado um percentual de sulfato de 33,84%.
Esses resultados indicam que o polissacarideo de A. armata possui uma estrutura quimica
semelhante a familia de carragenofita, uma vez que os grupos de sulfatos, de acordo com a

literatura, podem constituir de 15% a 40% da massa do galactano (SALURI et al., 2021).

Teores de sulfatos livres com rendimentos inferiores aos obtidos no presente estudo
podem ser observados no trabalho de Silva, (2019) com a alga marinha vermelha Gracilaria
birdiae a qual apresentou rendimento de 3% e o resultado obtido no estudo de Coura et al.,
(2012) com a espécie de alga marinha vermelha Gracilaria cornea cujo resultado foi de 15,66%

do extrato bruto.



77

Os teores de sulfatos livres nos polissacarideos sulfatados de A. armata foram de
30,29%. Resultados semelhantes foram observados no estudo de Andrade (2016) com a alga
vermelha Solieria filiformis, utilizando o mesmo método de Dodgson e Price (1961), obtendo
um resultado equivalente de 35,89%. Além disso, Gong et al. (2021), em seu estudo com a alga
vermelha Gracilaria lemaneiformis, encontraram um percentual de sulfato de 33,84%. Esses
resultados indicam que o polissacarideo de A. armata possui uma estrutura quimica semelhante
a familia de carragenofitas, uma vez que os grupos de sulfatos, de acordo com a literatura,

podem constituir de 15% a 40% da massa do galactano (SALURI et al., 2021).

Por outro lado, teores de sulfatos livres com rendimentos inferiores aos obtidos no
presente estudo foram observados no estudo de Coura et al. (2012) com a espécie de alga
marinha vermelha Gracilaria cornea, cujo resultado foi de 15,66% do extrato bruto e no
trabalho de Silva (2019) com a alga marinha vermelha Gracilaria birdiae, com rendimento de
3%. Essas variacOes nos teores de sulfatos livres evidenciam a diversidade nas composi¢des
quimicas das diferentes espécies de algas e a influéncia dos métodos de extracao utilizados nas

analises.

A determina¢do de contaminantes proteicos soluveis nos PST-Aa mostrou-se
ausente, o que esta em concordancia com outros estudos de obtencdo de polissacarideos
sulfatados de outras espécies de algas que utilizaram a mesma metodologia de extragdo
enzimatica empregada neste trabalho, como os estudos de Chagas (2018) e Ribeiro (2016).
Esses resultados indicam a eficacia do método de extracdo utilizado, garantindo a pureza dos

polissacarideos sulfatados obtidos.

A espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)
importante na analise da estrutura quimica e dos grupos funcionais presentes nas unidades
monoméricas dos polissacarideos sulfatados. Essa técnica se baseia na interacdo da radiagdo de
luz no infravermelho com as amostras, gerando vibragdes nas moléculas que podem ser
absorvidas ou transmitidas. O FT-IR é amplamente empregado em compostos naturais,
proporcionando resultados confiaveis e requerendo um baixo consumo de amostras (MARIN,
2013). Essa abordagem ¢é fundamental para caracterizar e compreender a estrutura quimica dos
polissacarideos sulfatados de A. armata Harvey, contribuindo para a elucidagdo de suas

propriedades e potenciais aplicagoes.

O espectro dos PST-Aa apresentou picos que variaram desde as regides de 3442

cm™! a 580 cm’!. As regides de 3442 cm™! e 2945 cm™! indicam a presenca de vibragdes de
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alongamento de grupos OH em cadeias alifaticas, o que ¢ bastante comum para carboidratos. A
banda caracteristica da regido 1652 cm™ revela a presenca do grupo carboxila na unidade
monomeérica do acido glicuronico, demonstrando que o polissacarideo de A. armata é composto
por unidades heterogéneas em sua constitui¢do (FIDELIS, 2014). Esses resultados fornecem
informagdes cruciais sobre a estrutura quimica dos polissacarideos sulfatados de A. armata

Harvey.

A regido 1420 cm™ apresenta um dobramento na cadeia CH do esqueleto de
galactana, com grupos sulfatados na constituicdo dessa cadeia (SHANURA FERNANDO et
al., 2017; SELMI et al., 2021). O esqueleto de galactana é observado nas regides 1053 cm™, e
ainda um grupo sulfato presente no C-4 da D-galactose em 845 cm™. Os espectros nas regides
845 cm™ e 765 cm™! revelaram que o polissacarideo da referida alga apresenta estrutura muito
semelhante a polimeros de galactanas hibridas, possuindo cadeias constituidas com mondmeros
de 3,6-anidrogalactose e galactose 4-fosfato na regidio 845 cm™ (CHAVES, 2008; MARCIA et
al., 2014).

Além disso, as bandas 1149 cm™, 1260 cm™ e 580 cm™! correspondem a presenga
de ésteres de sulfatos. Essas regioes de sulfatagdo encontradas no espectro estdo de acordo com
outros picos de polissacarideos de algas vermelhas relatados na literatura (SOUZA, 2012).
Esses resultados destacam a riqueza e a complexidade da estrutura quimica dos polissacarideos
sulfatados de 4. armata Harvey, fornecendo informagdes importantes para a compreensao de

suas propriedades biologicas.

Nesse estudo, observou-se que a unidade 3,6-anidrogalactose, presente tanto em
agaranas quanto em carragenanas, foi identificada na regido de 765 cm-1. Isso demonstra que
o PST-Aa possui uma estrutura bastante semelhante as galactanas hibridas D/L, conforme

observado na literatura (TAKANO et al., 2003; HASLIN; LAHAYE; PELLEGRINI, 2000).

A técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢ amplamente empregada na
caracterizagdo estrutural de polissacarideos sulfatados, permitindo a elucidag¢ao de informagdes
valiosas sobre sequéncia, posigdes das ligacdes e padrdes de substitui¢do de grupos quimicos
(POMIN, 2014). Neste estudo, a RMN foi utilizada para identificar a natureza quimica dos
polissacarideos sulfatados de A. armata, contribuindo significativamente para a compreensao

de sua estrutura molecular e propriedades bioldgicas.

Os espectros de RMN de 'H '*C e a técnica bidimensional de HSQC demostraram

que o polissacarideos de 4. armata possui uma estrutura constituida de diades galactopiranose



79

(Galp) para carragenanas ¢ agaranas, conforme observado nas regides 8 3,00 a § 5,00 ppm no
RMN HI1 em H2, H3, H4, H5 e H6. Essas galactanas D/L-hibridas de PST-Aa sdo
polissacarideos estruturais encontrados em algas vermelhas, formando uma estrutura
polimérica complexa através da combinagdo de diades (dissacarideos) de carragenanas e
agaranas, conforme relatado na literatura. De acordo com os dados obtidos na técnica de RMN
¢ estudos anteriores, a cadeia principal dos PST-Aa ¢ constituida pelas unidades 3-B-D-Galp-

4-sulfato e 4-a-D/L galactopiranose (GARON-LARDIERE, 2004).

Galactanos hibridos da série d/I ja foi encontrado na literatura em polissacarideos
da alga vermelha Gymnogongrus torulosus, os quais apresentaram efeitos antivirais contra o
virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2) em um modelo in vitro (PUJOL et al., 2002). Esses
resultados contribuem para a compreensdo da estrutura dos polissacarideos sulfatados de A.
armata ¢ abre caminho para investigacdes futuras visando possiveis aplicagdes terapéuticas, o
que pode trazer beneficios no desenvolvimento de novas terapias e tratamentos para diversas

condi¢des médicas, incluindo doengas neurodegenerativas como a Doenga de Parkinson.

A cadeia polissacaridica de PST-Aa apresentou como principais substituintes mais
frequentes os grupos metila e ésteres de sulfato, conforme comprovado pela espectroscopia de
infravermelho, que também indicou a presenga de grupos piruvato e cetal. Além disso, na
estrutura lateral do polimero, podem estar presentes grupos sulfatos ou metilas. O PST-Aa
possui uma sequéncia regular, mas também pode conter outros monossacarideos (unidades
complementares) que contribuem para a formagdo do polimero, como unidades
complementares para carragenanas, como D6S e D2S6S ou DA2S e DA (ciclizadas), ou

unidades complementares para agaranas, como L6S ou LA (ciclizada) (USOV, 1998).

Além disso, as galactanas hibridas encontrada nos PST-Aa apresentam
caracteristicas semelhantes a carragenanas Mu e Nu, as quais sdo percussoras das carragenanas
kappa e iota, respectivamente (Figura 1). Observa-se que ambas contém na sua estrutura um
grupo éster de sulfato na posi¢ao 6 de uma a-D-4-galactosil, isso permite a formagao de dobras
na cadeia polimérica facilitando a capacidade da carragenana de gelificar (USOV, 1998;

FALSHAW, FURNEAUX E WONG, 2003).

A eletroforese em gel de agarose ¢ um método de caracterizacdo de macromoléculas
capaz de identificar caracteristicas fisico-quimicas presentes nas moléculas de polissacarideos
sulfatados. A metacromasia demonstrada nas amostras de PST-Aa revelou a presenga de

sulfatos, o que foi confirmado pelas técnicas de FT-IV, RMN e na dosagem de sulfato. Esses
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resultados sdo consistentes com o trabalho de Andrade (2016), que analisou PST da alga
marinha vermelha Solieria filiformis nas mesmas condi¢des eletroforéticas, demonstrando
bandas carregadas e confirmando a presenga de moléculas sulfatadas. A polidispersdo em
cargas apresentada pelo PST-Aa foi semelhante a da espécie H. musciformis, conforme descrito
no trabalho de Matos (2020). Estes achados refor¢cam a relevancia dos sulfatos na estrutura
dessas macromoléculas e sua importancia em processos biologicos especificos. Em razao da
inexisténcia de padrdes para polissacarideos de algas marinhas, foi utilizado padrdes obtidos de
animais que sao os glicosaminoglicanos os quais apresentam grupo sulfatado na sua estrutura
sendo os mais conhecidos heparina (HEP), dermatan sulfato (DS) e condroitim sulfato (CS).
Observou-se que em comparagdes com os padrdoes animais os PST-Aa s3o bastante
heterogéneos em cargas e com alta mobilidade (RODRIGUES et al., 2011; SONG; ZHANG;
LINHARDT, 2021).

A massa molar do PST-Aa foi estimada por meio da técnica de Cromatografia de
Permeagao em Gel, que tem como objetivo separar moléculas com base em seus tamanhos. Os
polissacarideos sulfatados sdao considerados polimeros de grande massa molar e polidispersos,
o que significa que esse valor pode variar consideravelmente (GOMEZ-ORDONEZ;
JIMENEZ-ESCRIG; RUPEREZ, 2012).

Em comparag@o com outros resultados de polissacarideos de algas vermelhas, cujas
massas molares foram semelhantes, um estudo realizado com o polissacarideo da alga vermelha
Gracilaria caudata apresentou uma massa molar de 250 KDa ou 2,5 x 105 (BARROS, 2011),
enquanto o polissacarideo da alga vermelha Acanthophora spicifera teve uma massa molar de
364 KDa. Valores de pesos moleculares inferiores foram observados na alga vermelha Gelidium

crinale, cujo resultado foi de 25,77 kDa (PEREIRA; COSTA, 2018; PEI et al., 2021).

Essas variacdes nos pesos moleculares destacam a diversidade e complexidade dos
polissacarideos de algas vermelhas, evidenciando que esses compostos podem apresentar
tamanhos muito distintos, dependendo da espécie estudada. Diversos fatores podem influenciar
a massa molar do polissacarideo, como a estrutura quimica, a quantidade de sulfatacdo e a
composi¢ao das unidades monoméricas que formam o polimero. Os pesos moleculares dos
polissacarideos de algas vermelhas variam de dezenas a centenas de quilodaltons, dependendo
de sua atividade biologica. Esses polimeros podem exibir atividades biologicas mais efetivas,

tanto em baixo quanto em alto peso molecular, conforme mencionado por Pei et al. (2021).
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Os efeitos biologicos dos PST-Aa em um modelo de Doencga de Parkinson induzido
por 6-OHDA em ratos, utilizando cirurgia estereotdxica, revelaram efeitos neuroprotetores nos
testes comportamentais e neuroquimicos. O campo aberto ¢ o método mais empregado para
analisar a atividade exploratéria e as condigdes locomotoras dos animais (ALENCAR et al.,
2022). Os resultados demonstraram que ambas as doses de PST, 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg,
conseguiram aumentar o nimero de cruzamentos, sendo a dose de 0,3 mg/kg destacada como
a mais efetiva nesse parametro, apresentando uma recuperagdo da locomogao dos animais em
32,13% quando comparada ao grupo 6-OHDA (6uL/ 21pg). Os polissacarideos de algas
vermelhas ja tém demonstrado efeitos neuroprotetores quando avaliados em modelos
comportamentais, especialmente no teste do campo aberto. Por exemplo, os polissacarideos de
Gracilaria cornea exibiram recuperagao das condi¢des exploratorias em animais tratados com
as doses de 15 pg e 60 pg (SOUZA, 2015). Essas evidéncias refor¢gam o potencial terapéutico
dos polissacarideos de algas vermelhas, incluindo os PST-Aa, no tratamento de condigdes
neurodegenerativas, como a Doenca de Parkinson. O campo aberto continua sendo uma
ferramenta valiosa para avaliar os efeitos comportamentais desses compostos, fornecendo
informagdes essenciais para avancar na compreensdo de suas propriedades e aplicagdes na

neurociéncia.

A atividade exploratoria vertical, conhecida como rearings, ¢ um pardmetro que
fornece informagdes importantes sobre o estado dos animais dentro da arena, podendo ser
representada de duas formas: quando o animal se inclina sobre as patas traseiras sem suporte €
se apoia nas paredes do campo, e quando ndo apresenta suporte. Ambos os comportamentos de
rearings revelam o estado de estresse do animal, j& que a busca por conhecer e explorar 0 novo
ambiente pode trazer consigo um alto ou baixo nivel de estresse. Com isso, a criagdo sem
suporte demonstra um estado estavel do animal com baixo nivel de ansiedade (STURMAN;
GERMAIN; BOHACEK, 2018). Foi comprovado que as doses de PST-Aa de 0,3 mg/kg e 3,0
mg/kg aumentaram o numero de atividades de rearings sem suporte na arena em 83,25% e
100,5%, respectivamente, quando comparadas ao grupo 6-OHDA (6uL/ 21ug), mostrando-se

candidatas a efeitos ansioliticos de acordo com as defini¢des do teste comportamental.

A atividade de autolimpeza ¢ um comportamento inato dos roedores ¢ esta ligado
ao cuidado e protecao do corpo. No entanto, a ocorréncia repetitiva desse comportamento pode
ser desencadeada por fatores como exposi¢ao a estados de estresse, administragdo de drogas e
fatores ambientais (ESTANISLAU, 2012). Nossos resultados demonstraram que os animais

pertencentes ao grupo 6-OHDA (6uL/ 21ug) apresentaram um aumento significativo no
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numero de aliciamento, enquanto as doses de 0,3 mg/kg e 3,0 mg/kg promoveram uma reducio
em 57,3% e 53,4%, respectivamente. Esses resultados sao semelhantes ao trabalho de Costa
(2016), que também trabalhou com animais lesionados com 6-OHDA, os quais apresentaram
aumento no numero de grooming. A administragdo de compostos naturais, como foi
comprovado no trabalho de Alencar et al. (2022), realizando um tratamento subcrénico em
ratos, demonstrou que o aumento no nimero de grooming estava relacionado a distarbios

cerebrais.

A imobilidade dos animais relaciona-se aos tremores de repouso em pacientes
portadores da doenca de Parkinson, um sintoma motor desencadeado pelo déficit de dopamina.
Observa-se com base nos resultados que as doses 0,3 mg/kg (41,82 + 3,81 s) e 3,0 mg/kg (42,11
+ 2,41 s) reduziram significativamente o tempo de imobilidade dos animais quando comparado
ao grupo 6-OHDA. Esses resultados estdo de acordo com os de Souza, (2015) que comprovou
que polissacarideos de Gracilaria cornea reduziu o tempo de imobilidade em 18,1 £ 3,9 s na

dose de 60 pg.

A 6-OHDA quando injetada unilateralmente no estriado direito de animais,
promove um déficit motor na atividade da pata contralateral a lesdo. O teste do cilindro ¢
importante pois comprova esse comportamento motor nos animais com parkinsonismo. O
presente trabalho demostrou que ndo houve diferencas significativa no total de toques
contralaterais nos animais lesionados com a 6-OHDA (%contralateral: 34,78 + 3,02 tempo
executado) comparado com o grupo salina (%contralateral: 38,30 £+ 1,26 tempo executado) e
tratados com PST-Aa 0,3 mg/kg (% contralateral: 36,96 = 2,37 tempo executado) e PST-Aa 3,0
mg/kg (% contralateral: 35,54 + 2,89 tempo executado), enquanto que o nimero de toques de
ambas as patas demostrou que animais do grupo 6-OHDA possui deficiéncia nesse
comportamento comparado aos animais controle negativo (% ambas: 14,91 = 2,00 tempo
executado) e tratados com PST-Aa 0,3 mg/kg (% ambas: 21,73 + 2,86 tempo executado) e PST-
Aa 3,0 mg/kg (% ambas: 32,34 + 2,47 tempo executado). Observa-se que os animais tratados
com polissacarideos de A. armata submetidos a lesdo unilateral conseguiu reverter os danos
promovidos pela 6-OHDA, aumento o nimero de toques por ambas as patas como no grupo

salina.

O o6xido nitrico ¢ um importante neuromodulador e possui agao na autoimunidade.
No entanto, quando sua producdo € excessiva, pode gerar danos as células neuronais.
(TAYLOR; MAIN; CRACK, 2013). Nosso trabalho revelou que em todas as areas cerebrais

dos animais lesionados com a 6-OHDA houve um aumento na concentra¢do de nitrito/nitrato
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quando comparado com o grupo salina, esse resultado ¢ semelhante ao trabalho de Toun et al.,
(2021) e isso pode ser explicado pelo fato da auto oxidacdo da 6-OHDA gerar espécies reativas
como a geragdo de NO, e este gerar outros compostos reativos como o peroxinitrito,
promovendo aumento de processo inflamatério e oxidativo os quais estdo presente nas

disfunc¢des neurodegenerativas da DP.

Os polissacarideos sulfatados na dose de 3,0 mg/kg na regido do corpo estriado
ipsilateral conseguiram reduzir consideravelmente a concentra¢do de nitrito/nitrato quando
comparados com o grupo lesionado por 6-OHDA. Os PSTs de A. armata possuem atividade
anti-inflamatoria ja reportada na literatura. Com isso, as estruturas de carragenanas e agaranas,
com seus constituintes sulfatados, atuam na media¢ao de respostas inflamatorias, ativando
células de defesa e diminuindo a producdo excessiva de moléculas oxidantes, a fim de manter
a homeostase fisiologica (CUI et al., 2019). Para as demais regides encefalicas, ndo foram

observados valores significativos para os PST-Aa.

A peroxidacao lipidica foi avaliada pelo teste de TBARS, utilizando o
malonildialdeido (MDA) como biomarcador desse processo. Nossos resultados demonstraram
que em todas as regides testadas houve aumento desse biomarcador nos animais lesionados com
a 6-OHDA. No entanto, na regido do hipocampo, os animais tratados com as doses de 0,3 mg/kg
e 3,0 mg/kg apresentaram reducdo da peroxidagao lipidica. Esses resultados sdo semelhantes
aos de Souza et al. (2015), que demonstraram que os polissacarideos de Gracilaria cornea
promoveram diminui¢do na peroxidagdo lipidica quando comparados com o grupo lesionado
com a neurotoxina. A 6-OHDA induz uma série de modificacdes a nivel celular, gerando
neurotoxicidade nas células mitocondriais, apoptose e peroxidagao lipidica (FERAH OKKAY
et al., 2021). A MDA ¢ formada por trés dtomos de carbono com dois grupos aldeidos nas
posigdes dos carbonos 1 e 3. Essa molécula organica mutagénica tem sido associada a diversas
patologias, incluindo a doenga de Parkinson (MORALES; MUNNE-BOSCH, 2019). Uma
reducdo desse biomarcador pelas moléculas de polissacarideos sulfatados de A. armata indica

agao contra o estresse oxidativo ¢ atividade antioxidante.

A atividade de glutationa reduzida (GSH) foi avaliada e os resultados demonstraram
uma redugo na concentragdo de GSH nos animais lesionados com 6-OHDA, evidenciando que
essa neurotoxina promove um desequilibrio entre as moléculas oxidativas e as defesas
antioxidantes. No entanto, foi possivel comprovar que os polissacarideos sulfatados de A.
armata, nas doses de 0,3 mg/kg (334,7 + 15,13) e 3,0 mg/kg (306,8 + 7,45) na regido do corpo

estriado contralateral, apresentaram um aumento significativo na concentragdo de GSH. Um
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estudo realizado por Souza et al. (2016) demonstrou que o polissacarideo extraido da espécie
Solieria filiformis promoveu um aumento significativo de GSH na mucosa gastrica de
camundongos Swiss, comprovando sua propriedade antioxidante. Outro estudo demonstrou que
polissacarideos isolados da alga vermelha Digenea simplex apresentaram elevada concentragao
de GSH contra as moléculas oxidativas presentes na inflama¢ao do intestino de ratos Wistar

machos em modelo de colite (MONTURIL et al., 2020).

Dessa forma, os resultados desse estudo comprovam que os polissacarideos de 4.
armata, administrados oralmente em ratos Wistar, auxiliaram na melhora dos sintomas
parkinsonianos desencadeados pela administragdo da neurotoxina 6-OHDA. Os modelos
comportamentais € neuroquimicos indicam que essas macromoléculas apresentam efeitos

antioxidantes e neuroprotetores.
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8 CONCLUSAO

Os polissacarideos sulfatados de Asparagopsis armata demonstraram possuir
estruturas de galactana hibrida complexa constituida das unidades basicas 3-B-D-
galactopiranose-(1—4)-a-D/L-galactopiranose.

Neste estudo, demonstramos que os PST-Aa exibem um efeito neuroprotetor em
modelo de doenga de Parkinson em ratos induzidos por 6-OHDA. Além disso, foi demonstrado
que os PST-Aa apresentam efeitos antinitrosativos e antioxidantes significativos na regido
encefalica de ratos. Esses resultados sugerem que os PST-Aa possuem um potencial terapéutico
promissor no combate a neurodegeneracao e ao estresse oxidativo.

No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para compreender completamente o
mecanismo de agdo dos PST-Aa e sua eficicia em diferentes modelos experimentais e
condigdes clinicas. Os dados obtidos até o momento destacam a importancia de investigar ainda

mais esses compostos como potenciais neuroprotetores.
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