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RESUMO

O ambiente marinho € conhecido como uma fonte rica de compostos quimicos com inimeros
efeitos benéficos a salde. Entre os organismos marinhos, destacam-se as algas marinhas.
Embora tenham sido reconhecidas como fontes valiosas de compostos bioativos, ainda se
apresentam como um recurso pouco explorado. Atualmente, varias linhas de estudos
forneceram informacGes sobre atividades bioldgicas e efeitos neuroprotetores das algas
marinhas, incluindo atividade antioxidante, anti-neuroinflamatéria e de inibicdo da morte
neuronal. Portanto, as algas marinhas possuem grande potencial para serem exploradas na
neuroprotecdo como parte de produtos farmacéuticos, nutracéuticos e alimentos funcionais.
As espécies das algas vermelhas Gracilaria cornea, Gracilaria birdiae e Hypnea
pseudomusciformis, apresentam-se como fonte natural ainda pouco explorada como
potenciais bioativos. Seus polissacarideos sulfatados (PS), do tipo agarana e carragenana, ja
possuem estrutura caracterizada e efeitos bioldgicos reportados na literatura. Deste modo, o
presente estudo objetivou avaliar os efeitos neuroprotetores de PS e possiveis mecanismos de
acao em modelo de neuroinflamacéo glial in vitro e neurodegeneracéo in vivo. Para avaliacdo
da neuroinflamac&o induzida por aminocromo in vitro, os PS (10 pg/mL) foram incubados em
células gliais por 24 h. Para a investigacdo do potencial neuroprotetor in vivo, ratos receberam
injecdo intraestriatal da neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), e posterior tratamento
sub-crénico, via oral, com os PS (0,3; 3,0 e 30 mg/Kg) durante 14 dias consecutivos. Uma
hora ap6s o Gltimo tratamento os animais foram submetidos a anélises neurocomportamentais.
As areas cerebrais foram dissecadas e utilizadas para anélises neuroquimicas e transcricionais.
PS das algas G. cornea, G. birdiae e H. pseudomusciformis, promoveram efeito neuroprotetor
em células gliais, induziram proliferacdo microglial e astrocitaria, através da modulacédo de
fatores neurotréficos. Além disso, promoveram uma atividade neuroprotetora in vivo, através
de inducdo de glutationa reduzida, reducéo dos niveis de peroxidagdo lipidica e de nitrito, e
modulacdo de vias transcricionais em corpo estriado de ratos, retornando as atividades
locomotoras a condices normais. Desta forma, o presente estudo apresenta novas
perspectivas biotecnoldgicas de PS de algas marinhas e sugere novas implicacOes
neurofarmacoldgicas para o uso da galactanas sulfatada de G. cornea, G. birdiae e H.

pseudomusciformis.

Palavras-chave: Galactanas Sulfatadas. Neuroprotecdo. Células gliais. Doenca de Parkinson.



ABSTRACT

The marine environment is known as a rich source of chemical compounds with numerous
beneficial health effects. Among marine organisms, we highlight marine algae. Although they
have been recognized as valuable sources of bioactive compounds, they are still a little
explored resource. Currently, several lines of studies have provided information on biological
activities and neuroprotective effects of seaweed, including antioxidant, anti-
neuroinflammatory and neuronal death inhibition activity. Therefore, seaweed has great
potential to be explored in neuroprotection as part of pharmaceutical, nutraceutical and
functional foods. The species of the red algae Gracilaria cornea, Gracilaria birdiae and
Hypnea pseudomusciformis, present themselves as a natural source still little explored as
potential bioactive. Its sulfated polysaccharides (SP), of the type agarana and carrageenan,
already have a characterized structure and biological effects reported in the literature. Thus,
the present study aimed to evaluate the neuroprotective effects of SP and possible
mechanisms of action in a model of glial neuroinflammation in vitro and neurodegeneration in
vivo. In order to assess aminochrome-induced neuroinflammation in vitro, SP (10 pg/mL)
were incubated in glial cells for 24 h. For the investigation of the neuroprotective potential in
vivo, rats received nigrostriatal injection of the neurotoxin 6-hydroxidopamine (6-OHDA),
and subsequent sub-chronic treatment, orally, with SP (0.3, 3.0 and 30 mg/Kg) for 14
consecutive days. One hour after the last treatment, the animals were submitted to
neurobehavioral analysis. The brain areas were dissected and used for neurochemical and
transcriptional analyzes. SP of the algae G. cornea, G. birdiae and H. pseudomusciformis,
promoted a neuroprotective effect in glial cells, induced microglial and astrocytic
proliferation, through the modulation of neurotrophic factors. In addition, they promoted a
neuroprotective activity in vivo, through reduced glutathione induction, reduced levels of lipid
peroxidation and nitrite, and modulation of transcriptional pathways in rat striatum, returning
locomotor activities to normal conditions. Thus, the present study presents new
biotechnological perspectives of SP of seaweed and suggests new neuropharmacological

implications for the use of the G. cornea, G. birdiae and H. pseudomusciformis galactans.

Keywords: Sulfated Galactans. Neuroprotection. Glial cells. Parkinson's disease.



LISTADE FIGURAS

Figural - Perspectivas biomédicas de polissacarideos derivados de algas

MATTNNAS ..t 24
Figura2 — Estrutura quimica representativa de Carragenanas..............cocoeevveerererererereenens, 26
Figura3 — Estruturas quimicas de unidades de carragenanas............ccoceeveveveeveveeveeenenenen. 26
Figura4 — Estrutura quimica representativa de agaranas...............ccceeveveveverersnsnsrsnensnsnenas, 28
Figura5 — Células do Sistema Nervoso Central.............cccoveevevreieseiieeiee e 35
Figura6 — Representagdo Esquematica da Mudanca de Fenétipo da Microglia............... 38

Figura7 — Modelo de Doenca de Parkinson Induzido por Injecéo Unilateral de 6-

OHDA et 44
Figura8 — Conversdo do Aminocromo a Leucoaminocromo-O-semiquinona.................. 45
Figura9 — Imagem llustrativa de Espécimes de Algas Marinhas.............c.ccccccevevererennnee, 49
Figura 10 — Esquema da Extragéo dos Polissacarideos Sulfatados Totais.............c.cccvuueee 50
Figura 11 — Transformagdo do MTT em FOIMAzZan.........cccovevereenineeininirerereeenisssesseesseeens 54
Figura 12 — Teste de Exclusdo do Azul de Tripan........ccoeeererrnineennsneneee e, 55
Figura 13 — Esquema Ilustrativo do Design Experimental............cccoovvvennireennnnnennnn, 112
Figura 14 — Esquema llustrativo da Injecéo Intracerebroventricular de 6-OHDA.............. 113
Figura 15 — Teste do CampPO ADEIO. ........cvviieieiririeieeersee e 114
Figura 16 — Teste do CilINAI0.........cccvcveiiiieie ettt 115
Figura 17 — lustracdo do Teste ROtACIONAL..........cvuruerrrrririeieierriceesee e 115
FIQUra 18 — REAGCAD A8 GIIESS.......cuiueueircieiiieieieieieie ettt 116
Figura 19 — Reagdo do Acido Tiobarbittrico com o Malondialdeido...............cccccvevrunnne 117

Figura 20 — Reagcdo entre a Glutationa Reduzida e o Reagente de Ellman.......................... 118



LISTADE TABELAS

Tabela1l - Protocolo Experimental



AP
ARG-1
BDNF
BSA
cDNA
CEUA
Cg

Ct
DP
DTNB
DTT
DV
EDTA
EPM
EROS
FT-IR
GAGS
Gb
Gc
GFAP
GSH
GSSG
GSTNB
Hp
IL-1B
INOS/NOS;
ipsi
KBr
MDA
ML

N

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antero-posterior

Arginase 1

Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro
Albumina sérica bovina

DNA complementar

Comissdo de Etica no Uso de Animal
Carragenana

Cycle threshold

Doenca de Parkinson

Acido 2-nitrobenzoico

Ditiotreitol

Dorso Vertral

Acido etilenodiamino tetra-acético
Erro padréo da média

Espécies reativas de oxigénio

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Glicosaminoglicano
Gracilaria birdiae

Gracilaria cornea

Proteina &cida fibrilar glial
Glutationa reduzida
Glutationa oxidada

Aduto Glutationa-acido 2-nitro-5-mercapto-benzéico
Hypnea pseudomusciformis
Interleucina 1 beta

Oxido nitrico sintase induzida
Ipsilateral

Brometo de potéssio
Malonaldeido

Médio-lateral

Quantidade de animais por grupo



NCBI
NEED
NMDA
NF-xB
Per 0s
PKA
PST
RT-gPCR
RMN
SBCAL
SFB
SNC
SNpc
TBARS
TNB
TNF

B-Act
6-OHDA

National Center for Biotechnology Information
N-naftil-etilenodiamina

N-metil D-aspartato

Fator nuclear kappa B

Via oral

Proteina quinase A

Polissacarideos sulfatados totais

PCR em tempo real

Ressonancia magnética nuclear

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
Soro fetal bovino

Sistema nervoso central

Substéncia nigra pars compacta

Substancias reativas do acido tiobarbitdrico
Acido 2-nitro-5-mercapto-benzoico

Fator de necrose tumoral alfa

Unidades

Beta actina

6-Hidroxidopamina



2.1
211
2.2
2.3
23.1
2.4
24.1
24.2
2.5
2.6
26.1
2.6.2
2.7
2.7.1
2.8
28.1
2.9

2.10

4.1
4.2

5.1
5.2
5.21

SUMARIO

LRI T0 510070 IO
REVISAO DE LITERATURA ..ottt
AlQas MAFINNAS ........cooiiiiie e
Importdncia CoOMErCIal ..........ccoveiieieiiecece e
Polissacarideos SUIfatados ..o,
Diversidade Estrutural de Polissacarideos Sulfatados ............ccccccveninennnn,
Carragenanas e Agaranas de Algas Marinhas ............cccoceveiiineniesienc e
Bioatividade de Polissacarideos Sulfatados de Algas Marinhas ...................
Potencial ANTIOXIAANTE ........cooviieieieie s
Potencial NeUrOPIrOTEIOL ........ociiiiiiieieiee s
Sistema Nervoso Central: Importéncia da sua Integridade Funcional ........
CEIUIAS dA GlIA ..o
Astrocitos e sua FUNGA0 NO SNC .......cveiiiiiecieece e
Resposta das Microglias N0 SNC ..o
NEUFOUEIENEIAGAD .....eeveeueieeteite sttt sttt bttt e bbb
Neurodegeneracdo e Plasticidade Neuronal ...........c.ccooevviiiiinninienience
Doenca de Parkinson: Desafios e Perspectivas ..........ccccocveveieeie e ciecieennn,
Envolvimento de Mediadores Pro-inflamatorios na Neurodegeneragéo .........
Inducéo da Doenca de Parkinson por Neurotoxinas como Modelo de

Algas Marinhas: Perspectivas como Agentes Neuroprotetores ....................
CAPITULO I - EFEITO DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE
ALGAS MARINHAS VERMELHAS EM MOCELO IN VITRO DE
NEUROI NFLAMAQAO INDUZIDA POR AMINOCROMO ......c.ccccuvenee.
OBUJIETIVOS ...ttt ne e

ESPECITICOS ..ottt
METODOLOGIA ...ttt e e sra e e nnaae e
Coleta de Espécimes das Macroalgas Marinhas ............cccccceevevveieciccieennen,
Extracéo dos Polissacarideos Sulfatados Totais (PST) ...cccccvvvvivieninnnnnnne.

ANALISE A& RENAIMENTO ...ttt e e e e e e e e eeeeeeeeeanan



5.3
5.3.1
5.3.2
5.3.3
5.34
5.35
5.3.6
5.4
5.5
5.6
5.7
5.7.1
5.7.2
5.8
5.9
5.10
5.10.1
5.11

10
10.1
10.2

Caracterizacdo Fisico-quimica e Estrutural ............cccoovveviiiiiieiiiece, 51

Determinacao do Teor de Carboidratos TOtais ..........cccevvveveeieesieese s 51
Quantificagao de SUITato LIVIE .......ccccviieiieiiee e 51
Determinagao de Contaminantes ProteiCos ...........ccovrvreeieienienese e 51
Cromatografia de Permeaca@o em Gel (GPC) ......cccovveiiiieiieiie e 52
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) ..... 52
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ..........cccccevvennne. 52
Cultura Primaria de CElulas GlIiais ........cccoceveiiieiicicieecse e 52
Sintese dO AMINOCIOMO .....couiiiiiiiieieieiesie ettt ereeseenes 53
Protocolo EXperimental ............cccooieiieieii e 53
Teste de Viabilidade CelUIAr ...........cocoiiiiiiiiieeee e 53
B ST Lo (0T 1Y/ I SR 53
Teste de EXclusdo do Azul de Tripan ......cccooeviriienininieeeee e 54
Determinacao dos Niveis de Nitrito/Nitrato ..........cccccceevvveieeveiiiesiece e 55
WWESTEIN DIOT ..o e 55
Morfologia Celular e ImMuNOCItOQUIMICA .......cccevveiiriiiiiiieceeee e 56
Ensaio de Proliferag@o CelUIar ... 57
Determinacédo da Expressdo do RNAm através de qRT-PCR ..........cccceueenee. 57
ANALISE ESTATISTICA ..ot 59

ARTIGO 1 - STRUCTURAL ANALYSIS OF k-CARRAGEENAN

FROM Hypnea pseudomusciformis AND PROTECTIVE EFFECT

AGAINST AMINOCHROME-INDUCED NEUROINFLAMMATION .... 60
ARTIGO 2 - SULFATED AGARAN FROM THE SEAWEEDS OF THE
GENUS GRACILARIA: NEUROINFLAMMATION INHIBITORY
POTENTIAL UNDER AMINOCHROME-STIMULATED IN GLIAL

CE LS 36

CAPITULO Il - ANALISE COMPARATIVA DE AGARANAS
SULFATADAS DO GENERO GRACILARIA EM MODELO IN VIVO
DE DOENCA DE PARKINSON INDUZIDO POR 6-OHDA EM RATOS 413

01z =3 Y N 114



11
11.1
11.2
11.3
11.3.1
11.4
11.5
11.6
11.7
11.7.1
11.8
11.9
12
121
12.2
12.3
12.4

125

1251
12.5.2
12.6
13

14

METODOLOGIA ..oooooocirrrrsscicverssssonsssssoosees st 114
Coleta de Espécimes das Macroalgas Marinhas ...........cccccceeeviveieiieneciennnnn 114
Extracgéo dos Polissacarideos Sulfatados Totais (PST) .....cccccocvvriineneiniennn 114
ANTIMAS <.ttt b ettt b e 114
ASPECLOS ELICOS .....ocveeeecesececee ettt 115
Design EXPerimental .........c.ccoooveiiiiiii s 115
Cirurgia EStErEOTAXICA ....c.veivveieeie e sie et e e se e sreesae e nre s 116
Protocolo EXperimental ... s 117
Avaliacdo da Atividade LOCOMOLONa .......ceevvveiiiiiiie e 117
Teste do CampPO ADEITO ......ooviiiiiciee e 117
TeSte dO CHlINAIO ..o 118
Teste Rotacional Induzido por Apomorfina .........ccccceeevviveie e s, 119
ANALISES NEUROQUIMICAS ......covivieieeeeeeeeee s 120
Determinacado da Concentracdo de Nitrito/Nitrato ..............ccccoeeveiieieinenen, 120
Determinacéo da Peroxidacao Lipidica (TBARS) .......ccccceoviininineniiiienn 120
Determinagdo da Concentracéo de Glutationa Reduzida ............ccccceeuenneee. 121
IMUNO-HISTOQUIMICA ..oooccccvccrmmrrnicsievenssssssssnnssssssseessssnsnens 122
DETERMINACAO DA EXPRESSAO DO RNAm ATRAVES DE PCR

QUANTOTATIVA EM TEMPO REAL (QRT-PCR) ...ccoeiiiiiieiieiieeie 123
Extrac@o de RNA e Sintese de CDNA ..o 123
PCR Quantitativa em Tempo Real (QRT-PCR) ......c.ccooviviiiiiiiiec e 123
ANALISE ESTATISTICA ...ooiiiiiiiirrrviiiissssscsssssissssssssssssssssssnn 124

ARTIGO 3 - SULFATED POLYSACCHARIDES FROM THE RED
SEAWEEDS OF THE GRACILARIA GENUS PROTECTS AGAINST
6-OHDA-INDUCED RAT NEURONAL DAMAGE AND INHIBITS THE
PRODUCTION OF PROINFLAMMATORY MEDIATORS ......... 125

CONCLUSAO ...t 150

REFERENCIAS ..ottt tes et 151



ANEXO A - CERTIDAO DO CADASTRO DAS ALGAS MARINHAS
NO SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO

GENETICO (SISGEN) ..t en st 161
ANEXO B - SUBMISSAO A REVISTA CARBOHYDRATE
POLYMERS ...ttt 162

ANEXO C - PUBLICACAO NA JOURNAL OF BIOLOGICAL
MACROMOLECULES



