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“Life is nothing but an electron looking for a place to rest.”

Albert Szent-Gyorgyi
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RESUMO

O &cido quinolinico (QUIN), metabdlito produzido na degradacdo do triptofano, € um
agonista de receptores NMDA que se encontra em niveis elevados no cérebro em diferentes
condicBes patologicas. O aumento na sua concentracdo esta relacionado a efeitos téxicos,
como por exemplo, na indugédo da producdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio,
disfun¢des mitocondriais, ativacdo de mecanismos inflamatorios e de morte celular. Estudos
in vivo mostram aumento dos niveis deste metabdlito em doencas neurodegenerativas e
psiquiatricas. Sendo assim, faz-se necessario investigar estratégias de neuroprotecdo
capazes de neutralizar os efeitos deletérios de QUIN no cérebro. A Coenzima Q1o (CoQ1o) €
uma pro-vitamina lipossollvel, presente majoritariamente na membrana interna mitocondrial
gue possui importante acao antioxidante e anti-inflamatdria. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar o possivel efeito neuroprotetor da CoQio frente a toxicidade causada pelo QUIN
em estriado de roedores, utilizando protocolos experimentais de estudos ex vivo e in vivo.
Foram analisados pardmetros comportamentais, bioquimicos (equilibrio redox, metabolismo
energeético, atividade enzimética e marcadores inflamatorios) e morfolégicos em estriado de
ratos Wistar jovens. A parte | do presente trabalho foi realizada ex vivo. Fatias estriatais de
ratos Wistar machos com 30 dias de idade foram pré-incubadas com CoQio em quatro
concentracgoes distintas (25, 50, 75 e 100 uM) e posteriormente foram expostas ao QUIN
(100 pM). A concentragdo de 100 uM de CoQ1o foi capaz de prevenir o aumento na oxidagcao
de H.DCF, de niveis de nitritos e da atividade de acetilcolinesterase causados por QUIN,
sendo a concentragdo selecionada para a continuagdo do trabalho. QUIN provocou um
aumento na razao das enzimas SOD/CAT e nos niveis de TBARS e diminuicdo na atividade
da enzima GPx, no contetdo de glutationa e de sulfidrilas. QUIN reduziu a atividade da
enzima Na*,K*-ATPase, dos complexos mitocondriais I, Il e IV, os niveis de ATP intracelular
e alterou o imunocontetdo da proteina Erk-1. A pré-incubagdo com CoQio foi capaz de
prevenir parcialmente alterac6es na razao SOD/CAT, no conteudo de glutationa e nos niveis
de ATP, bem como preveniu totalmente o aumento na atividade da GPx, nos niveis de
TBARS e a reducao da atividade dos complexos |, Il e IV. A parte Il utilizou metodologia in
vivo. Ratos Wistar machos de 21 dias de idade receberam um pré-tratamento com CoQ1o
10mg/kg/dia por 10 dias. Ao trigésimo dia, foi realizada uma injecdo intraestriatal de QUIN
150 nM. Ap6s 60 minutos e/ou apds as avaliagbes comportamentais, 0os animais foram
eutanasiados para as avaliagdes morfolégicas e bioguimicas. Os resultados mostraram que
o QUIN alterou os parametros comportamentais avaliados através dos testes de campo
aberto, reconhecimento de objetos e pole test. O QUIN também causou alteracdes na
expressao génica, aumentando os marcadores inflamatérios TNF-a, IL-183, IL-6 e MCP-1 e
diminuindo as enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx. A administracdo de QUIN também
diminuiu o imunoconteddo de Nrf2 e p-Nf-kB. O pré-tratamento com CoQio preveniu as
alteracbes em todos os parametros comportamentais avaliados. Este composto também
preveniu totalmente o aumento na expressao de IL-1f e parcialmente o aumento de IL-6. A
reducdo na expressdo de SOD, GPx e no imunocontetdo de Nrf2 também foi prevenido
totalmente, enquanto a alteragcdo no imunocontetdo de p-Nf-kB apresentou prevencao
parcial. A associacdo de QUIN e CoQio causou o aumento na expressao de TNF-a, MCP-1
e IL-10. Quanto as analises morfoldgicas, o contelldo de neurdnios e astrécitos ndo foram
alterados pelo QUIN e/ouCoQio. Os resultados do presente trabalho mostram o potencial
protetor da CoQio frente a danos cerebrais quimicamente induzidos por QUIN. A
suplementacdo com CoQio Se apresenta como uma alternativa terapéutica interessante para
a prevencdo de doengas neurodegenerativas, porém mais estudos sdo necessarios para
elucidar seus mecanismos de agao.

Palavras-chave: Coenzima Qio, &cido quinolinico, neuroinflamacéo, estresse oxidativo,
comportamento, metabolismo energético



ABSTRACT

Quinolinic acid (QUIN), a metabolite produced in the degradation of tryptophan, is an agonist
of NMDA receptors found at high levels in the brain in different pathological conditions. The
increase in its concentration is related to toxic effects, such as inducing the production of
reactive oxygen/nitrogen species, mitochondrial dysfunction, activation of inflammatory
mechanisms, and cell death. In vivo studies show increased levels of this metabolite in
neurodegenerative and psychiatric diseases. Therefore, it is necessary to investigate
neuroprotection strategies capable of neutralizing the deleterious effects of QUIN in the
brain. Coenzyme Qio (CoQio) is a fat-soluble provitamin, present mainly in the inner
mitochondrial membrane, which has an important antioxidant and anti-inflammatory action.
This work aimed to evaluate the possible neuroprotective effect of CoQ10 against the toxicity
caused by QUIN in the striatum of rodents, using experimental protocols of ex vivo and in
vivo studies. Behavioral, biochemical (redox balance, energy metabolism, enzymatic activity,
and inflammatory markers) and morphological parameters were analyzed in the striatum of
young Wistar rats. Part | of the present work was performed ex vivo. Striatal slices from
thirty-day-old male Wistar rats were pre-incubated with CoQ1o at four different concentrations
(25, 50, 75, and 100 uM) and subsequently exposed to QUIN (100 uM). The concentration of
100 uM of CoQio was able to prevent the increase in H,DCF oxidation, nitrite levels, and
acetylcholinesterase activity caused by QUIN, being the concentration selected for the
continuation of the work. QUIN caused an increase in SOD/CAT enzyme ratio and TBARS
levels and a decrease in GPx enzyme activity, glutathione content, and sulfhydryl content.
QUIN reduced the activity of the enzyme Na*,K*-ATPase, mitochondrial complexes I, Il, and
IV, the levels of intracellular ATP, and altered the immunocontent of the Erk-1 protein. . Pre-
incubation with CoQio was able to partially prevent changes in SOD/CAT ratio, glutathione
content, and ATP levels, as well as prevent the increase in GPx activity, TBARS levels, and
the reduction of complex activity. I, Il, and IV. Part Il used in vivo methodology. Twenty-one-
day-old male Wistar rats received pretreatment with CoQ10 10mg/kg/day for 10 days. On the
thirtieth day, intrastriatal injection of QUIN 150 nM was performed. After 60 minutes or after
the behavioral evaluations, the animals were euthanized for morphological and biochemical
evaluations. The results showed that the QUIN altered the behavioral parameters evaluated
through the open field, object recognition, and vertical pole tests. QUIN also caused
alterations in gene expression, increasing the inflammatory markers TNF-a, IL-1B, IL-6, and
MCP-1 and decreasing the antioxidant enzymes CAT, SOD, and GPx. QUIN administration
also decreased the immunocontent of Nrf2 and p-Nf-kB. Pretreatment with CoQi, prevented
changes in all behavioral parameters evaluated. This compound also totally prevented the
increase in IL-1B expression and partially the increase in IL-6. The reduction in the
expression of SOD, GPx, and the Nrf2 immunocontent was also totally prevented, while the
alteration in the immunocontent of p-Nf-kB showed partial prevention. The association of
QUIN and CoQio caused an increase in the expression of TNF-a, MCP-1, and IL-
10.Regarding to morphological analyses, the content of neurons and astrocytes were not
altered by QUIN and/or CoQ1o. The results of the present work show the protective potential
of CoQ10 against chemically induced brain damage by QUIN. CoQ1o supplementation may be
an interesting therapeutic alternative for the prevention of the neurodegenerative diseases,
but more studies are needed to elucidate its mechanisms of action.

Keywords: coenzyme Qio, quinolinic acid, neuroinflammation, oxidative stress,
behavior, energetic metabolism
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Figura 1. Via das quinureninas
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1. INTRODUCAO

1.1 VIA DAS QUINURENINAS

O triptofano (Trp) € um aminoacido essencial com importantes funcdes
fisiologicas, como participagdo na sintese proteica e agindo como precursor de
neurotransmissores. Sua degradacdo no cérebro pode acontecer de duas formas:
via metoxi-indol ou via das quinureninas. A via do metoxi-indol é responsavel pela
degradacédo de cerca de 1-5% do Trp e leva a producao de serotonina, e na glandula
pineal, de melatonina. Ja a via das quinureninas é responsavel pela formacao do
cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) e realiza catabolismo de cerca de
95-99% do Trp disponivel (JEON; KIM, 2017; MOR et al., 2021; STONE, 1993).

A via das quinureninas (Figura 1) € a principal rota de metabolizacdo do Trp,
ocorrendo principalmente no figado. A ativacdo extra-hepatica dessa via acontece
principalmente em situa¢cdes de ativacdo da resposta imune, e por ndo possuir todas
as enzimas da via, resulta na producao de intermediarios especificos em cada tecido
(BADAWY, 2017). O catabolismo do Trp leva a formacgéo de quinurenina pela acéo
da enzima triptofano-2,3-dioxigenase (TDO) no figado ou pela indoleamina-2,3-
dioxigenase (IDO) no cérebro (LUGO-HUITRON et al., 2013; MOR et al., 2021). A
quinurenina pode ser catabolizada por duas vias, levando a producdo de acido
quinurénico pelas quinureninasaminotransferases (KATs) ou a formacdo de NAD*,
pela quinurenina 3-monooxigenase (KMO). No cérebro, essas reagfes ocorrem
majoritariamente nos astrécitos e na microglia (JEON; KIM, 2017). Em condicfes de
equilibrio, a via das quinureninas produz concentracdes baixas de seus metabdlitos
intermediarios e as quantidades necessarias de NAD®* para acbes fisiologicas.
Porém, em situacdes patologicas, ha um aumento na ativagdo desta rota e

consequentemente a saturacdo da enzima quinolinato fosforibosiltransferase
6



(QFRT), responsavel pela conversdo de &cido quinolinico (QUIN) a NAD*, o que leva
ao aumento nas concentracdes deste metabdlito no sistema nervoso central (SNC)

(JACOBS et al., 2017; MOR et al., 2021).
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Figura 1: via das quinureninas (adaptado de Guillemin et al, 2012)

1.2 ACIDO QUINOLINICO

O &cido quinolinico (QUIN) é um importante metabdlito gerado na via das
guinureninas que age como agonista seletivo de receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), sendo produzido pelas células da microglia e por macrofagos ativados.
Fisiologicamente, este composto esta presente em baixas concentracdes no sistema

nervoso central (SNC), em concentracdes abaixo de 100 nM (CIAPALA; MIKA;



ROJEWSKA, 2021). Porém em situacdes patolédgicas, devido a saturagdo da enzima
QFRT, hd um aumento consideravel da sua concentragcdo no SNC, o que pode
acarretar danos aos tecidos (SCHWARCZ; STONE, 2017; STONE, 1993).

Os efeitos neurotdxicos de QUIN no SNC séo diversos, sendo que a producéo
de espécies reativas, a alteracdo da fungdo mitocondrial e a ativacdo de processos
inflamatoérios sdo considerados importantes mecanismos de acado desse metabdlito
(KOTLAR et al., 2019; LUGO-HUITRON et al., 2013; MOR et al., 2021).A ativacéo
de receptores NMDA por QUIN causa excitotoxicidade e aumento do influxo de Ca?*,
levando a um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio
(ERO/ERN, respectivamente), disfuncdo mitocondrial, diminuicdo dos niveis de
adenosina trifosfato (ATP), ativacdo de vias de morte celular, entre outros (CRUZ;
CARRILLO-MORA; SANTAMARIA, 2013; HOSOI et al., 2021; HUANG et al., 2022;
JEON; KIM, 2017).

Os efeitos neurotoxicos de QUIN também podem acontecer por mecanismos
independentes da ativacdo dos receptores NMDA. Estudos demonstram que pode
haver a formacdo de complexos QUIN com Ferro (KUBICOVA; HADACEK;
CHOBOT, 2013; MOR et al., 2021), causando um aumento na producdo de ERO. A
producdo de ERO/ERN é bastante prejudicial ao SNC, pois o sistema antioxidante
do cérebro é limitado, podendo resultar em danos a proteinas, DNA e peroxidagao
lipidica (FERREIRA et al., 2018; SAS; SZABO; VECSEI, 2018; TAVARES et al.,

2008).

1.3 ACIDO QUINOLINICO E DOENCAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Devido aos seus efeitos toxicos, 0 aumento nas concentracdes de QUIN no

SNC esta diretamente relacionado ao desenvolvimento e progressdo de diversas
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doencas. Na doenca de Alzheimer, observa-se uma ativacdo da via das
quinureninas e um aumento na producdo de QUIN no hipocampo e no neocoértex
(GULAJ et al.,, 2010), o que estd relacionado com a manutencdo do estado
neuroinflamatério, inibicdo da captacdo de glutamato pelos astrécitos,
hiperfosforilacdo da proteina Tau, maior formacdo de agregados de peptideos
amiloides AB1-42 e manifestagdo mais intensa de deméncia nos pacientes
(GUILLEMIN et al., 2003; LIANG et al.,, 2022; WU et al., 2013). Em condi¢cbes
psiquiatricas, como por exemplo, depressdo associada a tentativa de suicidio os
niveis de QUIN também encontram-se aumentados no plasma, com ativacdo de
receptores glutamatérgicos e manutencdo do estado inflamatério no cérebro
(ERHARDT et al.,, 2013; GUILLEMIN; KERR; BREW, 2005). Pacientes com a
doenca de Parkinson apresentam niveis altos de QUIN na regido nigroestriatal
(VENKATESAN et al., 2020).

No cérebro de pacientes com Doenca de Huntington (DH) os niveis de QUIN
também aumentam no estriado e no cortex cerebral, regibes mais afetadas pela
doenca (GUIDETTI et al., 2004; PIRES et al., 2022). Observa-se degeneracdo dos
neurénios dopaminérgicos e GABAérgicos, resultando em sintomas classicos da
doenca, como a coréia e a bradicinesia (WIPRICH; BONAN, 2021). As mudancas
observadas nos neurotransmissores estdo relacionadas a importantes alteracfes
bioguimicas, como diminui¢cdo da atividade mitocondrial, e alterag6es no estado pro-
inflamatoério. Diversos estudos pré-clinicos demonstram que a administragdo
intracerebral de QUIN mimetiza os sintomas e danos neuronais observados na DH,
demonstrando sua relagao direta com a patologia e que este composto pode ser
utilizado como modelo quimico para estudos (ANTUNES WILHELM et al., 2013a;

COLLE et al., 2012; JAMWAL et al., 2017; PIEROZAN et al., 2014).



1.4 COENZIMA Q1o

A Coenzima Qo (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-1,4-benzoquinona- CoQ1o)
€ um composto lipossoluvel derivado das benzoquinonas, com estrutura semelhante
a vitamina K que pode ser sintetizado endogenamente, a partir de acetil-CoA pela
via do mevalonato, ou obtida através da dieta - carne vermelha, aves e peixes séo
fontes ricas neste composto. Ela esta presente em todas as células do corpo
humano, sendo as maiores concentra¢cdes encontradas no cérebro, coracéo, figado
e musculo esquelético (SPINDLER; FLINT BEAL; HENCHCLIFFE, 2009). Localiza-
se majoritariamente na membrana interna mitocondrial, onde participa da
transferéncia de elétrons dos complexos | e Il e age como coenzima do complexo |l
na cadeia respiratoria (BHARDWAJ; KUMAR, 2016). Também pode ser encontrada
na membrana de organelas celulares como reticulo endoplasmatico, peroxissomos,
lisossomos e vesiculas (KUMAR et al., 2009).

Quanto a sua estrutura quimica, a CoQ1o pertence a uma série de compostos
que compartiiham na sua estrutura um anel benzoquinona porém apresentam
diferentes comprimentos da cadeia poliisoprenéide - o tamanho da cadeia varia
entre as espécies, e nos seres humanos, por apresentar 10 subunidades em sua
cadeia recebeu a nomenclatura Q10 (CRANE; SUN; SUN, 1993; ZHU et al., 2016).

A CoQio pode estar presente nos tecidos em trés formas, a oxidada
(ubiquinona), a parcialmente reduzida (ubisemiquinona) e a completamente reduzida
(ubiquinol) (Figura 2) (AASETH; ALEXANDER; ALEHAGEN, 2021). Na forma de
ubiquinol, apresenta acdo antioxidante impedindo peroxidacdo na membrana
mitocondrial e é responsavel pela ativacdo de proteinas desacopladoras
mitocondriais (UCPs) (SPINDLER; FLINT BEAL; HENCHCLIFFE, 2009). Além de

seus efeitos mitocondriais, exerce acdo antioxidante, protegendo da peroxidacao
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lipidica da membrana plasmatica, inibindo a acéo de radicais livres por sua atividade
per se e pela regeneragao de outros importantes antioxidantes celulares, com o a-
tocoferol e o acido ascérbico (EL-AAL; EL-FATTAH; EL-ABHAR, 2017). Seus efeitos
anti-inflamatoérios também s&o descritos na literatura, agindo pela inibicdo de
mediadores pré-inflamatérios como fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas
(IL-1B e IL-6), (CORNELIUS et al., 2017; GHASEMLOO et al., 2021a; SHARMA; EL
REFAEY; EBADI, 2006; SPINDLER; FLINT BEAL; HENCHCLIFFE, 2009).
Apresenta efeitos benéficos na modulacdo da transcricdo génica e na prevencao da
ativacdo de cascatas de sinalizagdo de apoptose (CORNELIUS et al.,, 2017;
SHARMA; EL REFAEY; EBADI, 2006; SPINDLER; FLINT BEAL; HENCHCLIFFE,
2009).

Recentemente, estudos in vivo e in vitro evidenciam a capacidade
neuroprotetora da CoQio em modelos de isquemia cerebral e das Doencas de
Parkinson e Alzheimer (DUMONT et al., 2011; EL-AAL; EL-FATTAH; EL-ABHAR,
2017; HARGREAVES; HEATON; MANTLE, 2020; RAUCHOVA, 2021). Além disso, a
sua suplementacéo tem sido utilizada em pacientes como estratégia de tratamento
em doencas neurodegenerativas e cardiovasculares, bem como em pacientes com
miopatias decorrentes do uso de estatinas (MARCHEGGIANI et al., 2021,

MOLLAZADEH et al., 2021; SHARIFI et al., 2015; ZHU et al., 2016).
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Figura 2: Diferentes estados redox da Coenzima Qio(adaptado de Pallotti, 2022)
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1.5 ESTRESSE OXIDATIVO

As espécies reativas sdo moléculas instaveis, capazes de modificar outros
compostos com 0s quais interagem em meio celular. Essas espécies podem ser
radicalares ou ndo. Radicais livres séo caracterizados pela presenca de um ou mais
elétrons desemparelhados no seu orbital mais externo, tornando-os moléculas
reativas. A producdo de radicais livres acontece majoritariamente na membrana
mitocondrial interna de maneira fisiolégica. Sua producédo em proporcdes adequadas
tem funcgdes fisioldgicas importantes, como a geracdo de ATP, a ativacdo de genes,
a contribuicdo com a transferéncia de elétrons em reacdes bioquimicas e a
participacdo de mecanismos de defesa em processos infecciosos (DI MEO;
VENDITTI, 2020; HALLIWELL, 1994; HEMAGIRRI; SASIDHARAN, 2022).

Em condicOes fisiologicas, as espécies reativas sdo mantidas em equilibrio
pela acdo do sistema de defesa antioxidante do organismo. Esse sistema é capaz
de inibir ou reduzir possiveis danos causados pela acdo deletéria das espécies
reativas, sendo composto por defesas enzimaticas e ndo enzimaticas. O sistema de
defesa enzimatico inclui as enzimas Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Glutationa Peroxidase (GPx) (DI MEO; VENDITTI, 2020; HALLIWELL, 2011). A SOD
€ a enzima responsavel por catalisar a reacdo de dismutacdo do O2*-, formando
H202 e O2. O H20:2 resultante € removido pela acdo das enzimas CAT e GPx. A CAT
€ encontrada principalmente nos peroxissomos dos tecidos enquanto a GPx localiza-
se nas membranas celulares (HALLIWELL, 2011; HEMAGIRRI; SASIDHARAN,
2022; RAHAL et al., 2014). O sistema de defesa n&do enzimatico, por sua vez, é
composto por glutationa, &acido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E),

flavonoides, CoQuo entre outros (POPRAC et al., 2017; RAHAL et al., 2014).
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Existem fatores de transcricdo diretamente envolvidos com a regulacdo do
equilibrio redox. Dentre eles, um dos principais € o Nrf2 (do inglés nuclear
factorerythroid 2-related factor2) (BELLEZZA et al., 2018; NITURE; KHATRI;
JAISWAL, 2014). Sua ativagdo induz a expressao de genes de codificam proteinas e
enzimas antioxidantes, desempenhando um papel fundamental na protecéo e
sobrevivéncia celular. Dentre 0os seus genes alvo, podem ser citados: heme
oxigenasel (HO-1), SOD, CAT, GPx, glutationa redutase (GR), NADPH quinona
oxidoredutase 1 (NQO1) (NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014). Em condi¢des
fisiologicas o Nrf2 encontra-se no citosol, ancorado em proteinas Keapl (do inglés
Kelch-like ECH-associated Protein 1). Na presenca de estimulos patoldgicos,
residuos de cisteina das proteinas Keapl sdo oxidados, resultando em alteracdo em
sua conformacao e consequente liberacado do Nrf2. Este se transloca para o nucleo
celular e se liga ao elemento da resposta antioxidante (ARE), na regido promotora
dos genes alvos, iniciando o processo de transcricdo (BAIRD; YAMAMOTO, 2020).

Além de sua importancia como mediador da resposta antioxidante, o Nrf2
também é responsavel pela modulacéo de diversos genes que sédo fundamentais em
outros processos celulares, incluindo a resposta inflamatéria, regulacdo metabdlica,
proliferacdo celular e fungdo mitocondrial (HOLMSTROM; KOSTOV; DINKOVA-
KOSTOVA, 2017; SAHA et al., 2020).

O estresse oxidativo é definido por um desequilibrio na produgcdo e
detoxificag@o de espécies reativas, sendo considerado um dos principais causadores
de danos celulares. O cérebro é particularmente suscetivel a danos oxidativos,
devido ao alto consumo de oxigénio, a baixa concentracdo de defesas antioxidantes
e a presenca de lipidios de membrana. Elevadas concentracbes de espécies

reativas causam danos as biomoléculas, como proteinas, lipidios e DNA, podendo
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levar a perda de funcdo celular e estdo diretamente relacionadas as alteragbes
encontradas em doencas neurodegenerativas (HALLIWELL, 2006; RAHAL et al.,
2014; SINGH et al., 2019).

Um dos principais mecanismos relacionados aos danos gerados pelo QUIN é
0 estresse oxidativo. O aumento da sua concentragdo causa aumento nas espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e diminuigdo da atividade de enzimas antioxidantes
e dos niveis de glutationa (CRUZ; CARRILLO-MORA; SANTAMARIA, 2013;
FERREIRA et al., 2018, 2020; MOR et al., 2021), além de alterar a expressdo de
Nrf2 (COLIN-GONZALEZ et al.,, 2014; FERREIRA et al., 2018), o que pode
influenciar na expresséo de defesas antioxidantes e outros mecanismos de defesa

celular.

1.6 METABOLISMO ENERGETICO

Devido a sua intensa atividade e baixa concentracdo de reserva energética, o
cérebro necessita de aporte energético continuo. Este se da através da glicélise, do
ciclo de Krebs e da fosforilacdo oxidativa, que em sequéncia produzem a energia
utilizada para manutencédo das atividades cerebrais (HUSSAIN BHAT et al., 2015;
SOUSA; D'IMPRIMA; VONCK, 2018).

A mitocondria € uma organela com papel fundamental na manutencédo do
funcionamento celular. Sua principal fungéo € a producdo de ATP, essencial ndo so
para o cérebro, mas para todas as atividades celulares. Reducéo nos niveis de ATP
pode resultar em desequilibrio na homeostase dos tecidos, causando danos
oxidativos, excitotoxicos e levando ao inicio de processos apoptéticos. Além disso, a

mitocOndria estd envolvida com a sinalizagdo intracelular, metabolismo de
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aminoacidos, entre outros (SOUSA; D'IMPRIMA; VONCK, 2018; SUN; YOULE;
FINKEL, 2016).

A producdo de ATP acontece na membrana mitocondrial interna através da
cadeia transportadora de elétrons (CTE), composta por quatro complexos
enzimaticos e dois transportadores moveis de elétrons. Os elétrons provenientes do
NADH séo entregues ao complexo | (NADH desidrogenase), sendo transferidos para
a ubiquinona, resultando na formagdo de ubiquinol. O complexo Il
(succinato:ubiquinona oxidorredutase) ¢é formado pela enzima succinato
desidrogenase (SDH) e mais trés subunidades. Neste complexo, h4 a reducédo da
ubiquinona a ubiquinol com elétrons provenientes do FADH:. E importante ressaltar
a atividade essencial exercida pela CoQio nesta etapa do processo. O complexo Il
(ubiquinona-citocromo c oxirredutase) transfere os elétrons do ubiquinol para o
citocromo ¢, e 0 complexo IV (citocromo c oxidase), realiza a transferéncia dos
elétrons do citocromo ¢ para o O2, reduzindo-o a H20. Através deste fluxo de
elétrons acontece o bombeamento de prétons realizado pelos complexos |, 1l e IV
da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas. Com isso, ha a formacao de
um gradiente eletroquimico utilizado como forca préton-motriz pelo complexo V (ATP
sintase) para a sintese de ATP a partir de ADP e fosfato inorganico (Pi) (MAZAT,;

DEVIN; RANSAC, 2020).

Alteracdes no funcionamento normal da CTE, comprometimento da funcéao e
a perda da integridade mitocondrial estdo relacionados a doencas
neurodegenerativas, cancer, diabetes, obesidade e envelhecimento (SUN; YOULE;
FINKEL, 2016; WILKINS; MORRIS, 2017). As disfungbes mitocondriais contribuem
diretamente nas etapas iniciais da neurodegeneragdo, causando acumulo de

proteinas anb6malas nos tecidos, gerando excesso de ROS e diminuindo a
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concentracdo de ATP disponivel (MONZIO COMPAGNONI et al., 2020). A
toxicidade causada por QUIN exerce efeitos sobre o metabolismo energético
celular, produzindo disfungdo mitocondrial progressiva e levando a alteracdo da
atividade dos complexos I, ll-lll e IV da cadeia respiratoria, inibicdo das enzimas
PEP carboxiquinase, piruvato quinase, e diminuigdo dos niveis de ATP em cérebro
de ratos (FERREIRA et al., 2018; LUGO-HUITRON et al., 2013; SAS; SZABO;

VECSEI, 2018)

1.7 INFLAMACAO

A inflamacdo é uma resposta do organismo a estimulos nocivos ou agentes
infecciosos. Este processo inicialmente envolve a ativagao celular, com liberacdo de
mediadores inflamatérios e recrutamento de defesas a partir da circulacédo
(COLTON, 2009; ZHANG, 2008). Apesar de suas caracteristicas protetoras e sua
funcdo de recuperacdo celular, podem acontecer alteracbes nesses processos
tornando a inflamacdo grave e cronica. A continuidade do processo inflamatoério
pode causar lesdes teciduais e morte celular, o que é reportado em doencas
neurodegenerativas e psiquiatricas (MAES et al., 2009; MEYER et al., 2018).

A inflamacdo associada ao SNC € denominada neuroinflamacédo, sendo
caracterizada pela ativacdo de células da glia (XANTHOS; SANDKUHLER, 2014). O
SNC é tipicamente um local imunologicamente privilegiado, uma vez que as células
imunes periféricas sao geralmente bloqueadas pela barreira cérebro-sangue (DAS
SARMA, 2014). No entanto, a ativacdo microglial e astrocitaria promove a liberagéo
de uma série de fatores que modulam mediadores pré e anti-inflamatérios (citocinas,
guimiocinas, o6xido nitrico e ERO) que, por sua vez, regulam positivamente

moléculas de adesdo, aumentando a permeabilidade da barreira cérebro-sangue,
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facilitando a invasdo de células imunes periféricas e induzindo a liberacdo de
moléculas potencialmente toxicas, podendo comprometer células cerebrais (LUCAS;
ROTHWELL; GIBSON, 2006).

O fator de transcricdo Nf-kB (nuclear factor kappa B) € essencial na regulacao
de varios processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento do sistema imunolégico,
inflamacéo e respostas imunes inatas e adaptativas. Em condi¢cdes ndo patolégicas
sua ativacdo esta relacionada a plasticidade, desenvolvimento neural e atividade
sinaptica. Se localiza no citoplasma celular, ligado a proteina inibitoria IkB, formando
um complexo inativo. Ao receber um estimulo, o IkB é fosforilado e degradado,
liberando o Nf-kB e permitindo sua translocagéo para o nucleo da célula, onde ativa
a expressao de genes especificos. Em situacfes inflamatérias, € um importante
regulador da expressao génica pro-inflamatoéria, mediando a sintese de TNF-q, IL-
1B, IL-6, IL-8, entre outras (MULERO; HUXFORD; GHOSH, 2019; SUN, 2017).

As citocinas sao proteinas secretadas frente a um estimulo e agem na fase
inicial e crbnica da resposta inflamatéria, sendo responsaveis por mobilizar e
recrutar as células de defesa. Na periferia, estes mediadores sdo produzidos por
monaocitos, macréfagos, linfocitos, entre outros, e no SNC sdo produzidos pelas
células da glia. As citocinas podem apresentar perfil pré ou anti-inflamatoério e estéo
envolvidas na regulacdo direta das reacles inflamatorias (MUKAI et al., 2018;
ZHANG; AN, 2007).

TNF-a, IL-18 e IL-6 sdo exemplos de citocinas pro-inflamatérias, sendo
liberadas frente a um estimulo inflamatério e regulando de forma positiva a
manutencdo da inflamacdo. O TNF-a também tem a fungdo de ativador do sistema
imunoldgico, recrutando células em repouso, além de ativar fatores de transcri¢cao

como o Nf-kB. As citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10, sdo moléculas que
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inibem a resposta das citocinas proé-inflamatérias, regulando a resposta imune
(MEHTA; GRACIAS; CROFT, 2018; VARFOLOMEEV; VUCIC, 2018; ZHANG; AN,
2007).

As quimiocinas, como a MCP-1, sdo um grupo de pequenas citocinas
envolvidas no processo de quimiotaxia, sendo responsaveis pela sele¢éo, ativagéo e
migracdo de células de defesa (MUKAI et al., 2018; SINGH; ANSHITA;
RAVICHANDIRAN, 2021).

Em concentragfes elevadas, QUIN leva a ativagcdo da microglia, induzindo a
expressdo e liberacdo de citocinas proé-inflamatéria, potencializando a resposta
inflamatoria, o que pode comprometer a viabilidade celular (BRAIDY; GRANT, 2017;

FERREIRA et al., 2020).

1.8 Na*,K*-ATPase

A Na*,K*-ATPase € uma proteina integral de membrana responsavel por uma
série de funcdes na células, como transporte de moléculas, regulacdo do volume
celular, como a manutencdo do potencial de membrana, excitabilidade neuronal,
entre outras. Sua atividade € dependente da energia gerada pela hidrélise do ATP,
para transportar simultaneamente 3 ions Na* para o compartimento extracelular e 2
ions K* para o meio intracelular, gerando um gradiente eletroquimico (KAPLAN,
2002; OGAWA et al., 2009; SHRIVASTAVA; TRILLER; MELKI, 2020; WAUGH,
2019).

Estruturalmente, a Na*,K*-ATPase apresenta duas subunidades a, duas
subunidades B e uma subunidade y. A subunidade a é responsavel pela atividade
catalitica da enzima e contém os sitios de ligacdo para os ions Na* e K*, ATP e

também para a ouabaina (inibidor especifico da enzima). Ja a subunidade B € uma
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proteina de adesdo celular responsavel por direcionar a subunidade a para a
membrana plasmatica. A subunidade y € responsavel pela modulacdo da atividade
da enzima. A inibicdo da atividade desta enzima tem sido relacionada a diversas
patologias do SNC, como doencas neurodegenerativas e depresséo (APERIA, 2007,
GOLDSTEIN et al., 2006; KINOSHITA et al., 2022).

Estudos anteriores em modelos in vivo e ex vivo demonstraram que QUIN

causa alteracdes na atividade da Na*,K*-ATPase (FERREIRA et al., 2018, 2020).

1.9 SISTEMA COLINERGICO

O sistema colinérgico é responséavel por varias funcdes importantes do SNC,
como transmissdo nervosa, aprendizado, memoria e contragdo muscular (DJEMIL;
SAMES; PAK, 2022; PERRY et al., 1999; SARTER; BRUNO, 1997; SCHERER et al.,
2014). A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel pela hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) e tem sido considerada uma reguladora de
processos inflamatérios (HAN; LI; HAO, 2017; PAVLOV; TRACEY, 2005; ROSAS-
BALLINA; TRACEY, 2009; SCHERER et al.,, 2014; WANG et al.,, 2003). A via
antiinflamatdria colinérgica sugere que a ACh, através da estimulacdo do nervo
vago, é capaz de transmitir sinais neurais para inibir a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias (ALEN, 2022; PAVLOV et al., 2009). Alteracdes nos niveis de ACh e de
AChE tém sido relacionadas a varios disturbios cerebrais, como Alzheimer,
Parkinson e Huntington (ALBIN et al., 2022; RAMOS-MARTINEZ et al., 2021; ZONG
et al., 2022). Compostos toxicos como o0 QUIN agem de forma importante no sistema
colinérgico, alterando a atividade da AChE e consequentemente os niveis de ACh no
SNC (FERREIRA et al.,, 2020; FOUCAULT-FRUCHARD et al., 2018; FUJIGAKI,

YAMAMOTO; SAITO, 2017).
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1.10 ESTRIADO, MEMORIA E MOTRICIDADE

O corpo estriado é uma estrutura dos nucleos da base essencial na
modulagdo dos movimentos voluntarios fixos executados pelo corpo, realizando
transmissdo de impulsos nervosos, planejando e ajustando as acdes. Além disso,
esta envolvido na modulacdo de mecanismos de memoria de trabalho, de
movimentos oculares e em mecanismos de recompensa/motivacdo (YANAGISAWA,
2018).

Por seu papel essencial na dindmica do SNC e suas conexdes diretas com 0
cortex cerebral e o talamo, alteracbes na fisiologia estriatal estdo diretamente
relacionadas ao desenvolvimento e manutencdo de diversas patologias, como as
doencas neurodegenerativas. Estudos ja demonstraram o0s danos estriatais
relacionados as doencas de Parkinson e Huntington, resultando em sintomas
motores como bradicinesia e coreia, além da relacdo com o déficit cognitivo
(PEREZ-DE LA CRUZ et al., 2009; VENKATESAN et al., 2020).

O uso de tarefas comportamentais especificas permite elucidar as alteracfes
causadas por substancias toxicas, como QUIN, nas estruturas cerebrais e avaliar

possiveis mecanismos relacionados.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Visto que o aumento nos niveis de QUIN esta relacionado a diversas
desordens do SNC e que este metabodlito age de maneira toxica no SNC por
diversos mecanismos de acdo ainda nao totalmente conhecidos, faz-se necessario
continuar avaliando seus efeitos, bem como investigar possiveis estratégias
protecdo capazes de neutralizar os efeitos neurotoxicos deste metabdlito. Nossa
hipotese € de que o pré-tratamento com CoQio exerce efeitos protetores frente aos

danos causados por QUIN.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral da tese foi avaliar o possivel efeito neuroprotetor da Coenzima
Q1o sobre alteragbes comportamentais, morfolégicas e bioquimicas (oxidativas,
energéticas e inflamatdrias) causadas pelo acido quinolinico no estriado de ratos

Wistar machos jovens, utilizando metodologias ex vivo e in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
CAPITULO I. Ex vivo
Avaliacéo dos efeitos neuroprotetores da CoQ1o frente ao insulto causado por
QUIN em fatias estriatais de ratos Wistar jovens.
a. Avaliacdo de diferentes doses de CoQ1o, através da realizacdo de uma curva
de dose-resposta, analisando os seguintes parametros: oxidacdo de H2DCF, niveis
de nitritos, atividade da AChE;

b. Avaliacdo de viabilidade celular, através de ensaio colorimétrico (MTT);
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C. Avaliacdo de parametros de estresse oxidativo: atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPXx);
conteddo de sulfidrilas, niveis de substancias reativas ao é&cido tiobarbitdrico
(TBARS), dano ao DNA e conteudo de glutationa (GSH);

d. Avaliagcdo de parametros de metabolismo energético: atividade dos
complexos enziméticos da cadeia respiratoria (Complexo I, Complexo I, Complexo
IV) e niveis de ATP intracelular;

e. Avaliagcédo da atividade da enzima Na*,K*-ATPase;

f. Avaliacdo da modulacdo de fatores de transcricdo e proteinas sinalizadoras

relacionadas aos parametros bioguimicos avaliados.

CAPITULO Il In vivo

Avaliacdo do possivel papel neuroprotetor do pré-tratamento com CoQio
frente a alteracdes causadas pela administracdo de QUIN no estriado de ratos
Wistar jovens sobre:
a. Parametros comportamentais através das tarefas de campo aberto,
reconhecimento de objeto, teste de trave e pole vertical;
b. Avaliacbes morfolégicas através da marcacdo com violeta de cresil e

imunofluorescéncia;

C. Expressdo génica de enzimas relacionadas a parametros oxidativos: CAT,
SOD, GPx;

d. Expressdo génica de marcadores inflamatorios: TNF-a, IL-183, IL-6, IL-10,
MCP-1,;

e. Imunoconteudo de proteinas relacionadas: Nrf2 e p-Nf-kB.
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METODOLOGIA E RESULTADOS

A metodologia e os resultados séo apresentados na forma de 2 capitulos. Os
capitulos 1 e 2 sdo apresentados na forma de artigos cientificos, os quais

apresentam como base os modelos abaixo descritos:

Capitulo 1 (ex vivo):

Os animais de 30 dias de idade foram eutanasiados, seu cérebro dissecado e
o corpo estriado fatiado. As fatias de 0,4 mm foram preparadas utilizando um
equipamento Mcllwain Tissue Chopper (The Mickle Laboratory Engineering Co. Itd.,
England) e transferidas para uma placa de 24 poc¢os contendo tampédo Krebs-
HEPES (composto por 124 mM NaCl, 4 mM KCI, 1,2 mM MgS0O4, 1 mM CacCl2, 25
mM Na-HEPES e 12 mM glicose, pH 7.4) para manutencdo das condicdes

fisiolégicas por 15 minutos.

Na etapa piloto, foi realizada uma curva de dose-resposta para a selecdo da
concentragédo de CoQuo a ser utilizada no estudo. Foram utilizadas as doses de 25,
50, 75 e 100 pM de CoQa1o, selecionadas a partir de estudos prévios (BUSANELLO
et al.,, 2017; EGHBAL; ABDOLI; AZARMI, 2014; NOH et al., 2013; RUIZ-CONCA et
al., 2017). Nas etapas experimentais seguintes, as fatias foram pré incubadas com
CoQ1o0 na concentracdo de 100 uM por 15 minutos, e posteriormente, co-incubadas
com CoQio e QUIN 100 pM (FERREIRA et al., 2018) por 30 minutos. As fatias
correspondentes ao grupo controle foram incubadas em tampéo Krebs-HEPES,
formando assim quatro grupos de trabalho: (1) Controle (2)CoQio (3) QUIN (4)

CoQ1o0+ QUIN.
24



Capitulo 2 (in vivo):

Pré-tratamento com CoQio: 0S animais receberam uma injegédo
intraperitoneal diaria de CoQio do 21° dia ao 30° dia de vida, na dose de 10 mg por
quilograma de peso corporal do animal, segundo protocolo adaptado (RAUSCHER,;
SANDERS; WATKINS, 2001). Os animais controles receberam volume equivalente

de cloreto de s6dio 0,9%.

Administragdo intraestriatal de QUIN: os animais foram anestesiados com
solucdo de Equitesina (contendo o anestésico barbitirico tiopental e o sedativo
hidrato de cloral, segundo protocolo adaptado (SCHUMACHER; SCHNEIDER;
WOOLLEY, 2011)), na dose de 2,5mg por quilograma de peso corporal, via
intraperitoneal. Apés constatar que o animal estava anestesiado, o mesmo foi
posicionado no aparelho estereotéxico do tipo Kopf. Foi realizada a assepsia local
com &lcool iodado, seguida de uma incisdo longitudinal, a fim de expor a calota
craniana. A localizacdo estriatal exata para a administracédo foi baseada de acordo
com o atlas de Paxinos (PAXINOS; WATSON, 2006). Foi realizada a administracao
de QUIN na concentracdo de 150 nM (PIEROZAN et al., 2014) e solucao fosfato-

salina no grupo controle.
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1. DISCUSSAO

O &cido quinolinico € um composto toxico formado em situacdes patoldgicas
pela via das quinureninas (GUILLEMIN, 2012; JACOBS et al., 2017). O aumento na
concentracdo de QUIN esta relacionado a diversas doencas, como esquizofrenia,
Alzheimer, Parkinson, Huntington, entre outras, e seus efeitos toxicos estédo
relacionados a mecanismos de acao diversos, apresentando acao pro-oxidante, pro-
inflamatoria e causando excitotoxicidade (BEHAN et al., 1999; BRAIDY; GRANT,
2017; ERHARDT et al., 2013; KUBICOVA; HADACEK; CHOBOT, 2013; LUIS-
GARCIA et al., 2017). Diante da importancia da acdo téxica QUIN em doencas
neurodegenerativas, € importante encontrar substancias capazes de prevenir suas
acOes deletérias no SNC. Neste contexto, a Coenzima Qio é uma substancia
presente nas mitocondrias responsavel por exercer efeitos benéficos no
metabolismo celular. Na sua forma reduzida (ubiquinol), apresenta acéo
antioxidante, anti-apdptica, e anti-inflamatéria (AASETH; ALEXANDER; ALEHAGEN,
2021; KOMAKI et al., 2019)

Na parte 1 do presente trabalho, foi avaliado o potencial protetor da CoQ10 em
fatias de estriado de ratos Wistar tratadas com QUIN. Inicialmente foi realizada uma
curva de dose-resposta para avaliacdo da concentracdo de CoQio com ac¢ao mais
efetiva frente aos parametros estudados, utilizando quatro concentracées: 25, 50, 75
e 100 uM. A dose de QUIN (100 uM) foi baseada em estudos anteriores do grupo de
pesquisa (FERREIRA et al., 2018). Para avaliacdes iniciais, foram realizadas as
andlises de oxidacdo de H2DCF (que mensura a formacéo de espécies reativas de
oxigénio), niveis de nitritos (avaliagdo indireta da formacdo de espécies reativas de
nitrogénio) e atividade da enzima AChE, além da avaliagcdo de viabilidade celular

pela técnica de reducdo do MTT. Os tratamentos realizados ndo afetaram a
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viabilidade celular, e observamos um aumento na oxida¢éo de H2DCF, nos niveis de
nitritos e na atividade da AChE causado por QUIN. Os resultados encontrados
corroboram estudos prévios que demonstram as acdes de QUIN na manutencao de
um estado oxidativo, com aumento na producdo de ERO/ERN, acarretando danos
celulares através de mecanismos de acao distintos (KUBICOVA; HADACEK;
CHOBOT, 2013; LUGO-HUITRON et al., 2013). Além disso, o sistema colinérgico
esta relacionado a fun¢des como transmissdo nervosa, aprendizado e memodria,
além de seu papel como via anti-inflamatéria. O aumento na atividade da AChE
causado por QUIN pode estar relacionado a neuroinflamacéo, citotoxicidade e
neurodegeneracdo (CRUZ; CARRILLO-MORA; SANTAMARIA, 2013; GUILLEMIN,
2012; MISHRA; KUMAR, 2014). A concentracdao de CoQio capaz de prevenir oS
danos causados por QUIN nas trés andlises realizadas foi 100 uM, sendo entédo a
escolha para a realizacao das analises subsequentes.

Na avaliacdo das defesas antioxidantes, observa-se que a CoQ1o preveniu de
maneira parcial a alteracdo da razdo SOD/CAT e do contetudo de glutationa e de
maneira total a diminuicdo da atividade da GPx causadas por QUIN. Os danos a
biomoléculas foram analisados através dos niveis de TBARS, para mensurar
peroxidacao lipidica, e conteudo de grupamentos sulfidrilas, para avaliacdo de danos
proteicos, onde observamos alteracfes causadas por QUIN e um efeito protetor de
CoQ1o em relagdo aos niveis de TBARS. Reforgando estudos anteriores, observou-
se que em conjunto com o0 aumento na oxidagcdo de H2DCF, QUIN leva a
manutencdo do estado pro-oxidante das células, pelo aumento na producdo de
ERO, danos a biomoléculas e diminuicdo do potencial antioxidante celular
(FERREIRA et al., 2018; PEREZ-DE LA CRUZ et al., 2005; SANTAMARIA et al.,

2001a). A acdo protetora da CoQio reforga suas caracteristicas antioxidantes
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anteriormente descritas. Dentro da mitocOndria, seu papel como aceptora de
elétrons e a manutencdo da dindmica ubiquinol/ubiquinona é fundamental para
manter os niveis de ERO baixos, sem geracdo de danos a organela e impedindo a
peroxidagdo lipidica na membrana mitocondrial. Seus efeitos também sé&o
observados fora da mitocéndria, sendo responsavel por prevenir a peroxidagédo
lipidica de membranas biol6gicas, impedir a formacgéo de radicais livres altamente
reativos e pela regeneracdao do a-tocoferol. Ela também realiza sinalizacédo
intracelular que influencia a liberacdo de defesas antioxidantes enziméticas e
marcadores inflamatérios. Na molécula de DNA, a CoQio também previne a
oxidacdo e estimula a atividade das enzimas de reparacdo (CRANE; SUN; SUN,
1993; HARGREAVES; HEATON; MANTLE, 2020; PALLOTTI et al., 2022a).

A acdo de QUIN sobre as enzimas da cadeia respiratoria também foi
analisada, demonstrando que a atividade dos complexos I, Il e IV e os niveis de ATP
encontram-se diminuidos. Nosso resultado corrobora estudos anteriores que
demonstram que QUIN causa efeitos toxicos sobre o metabolismo energético
cerebral, aumentando a formacdo de radicais livres e levando a deplecdo de ATP
(CRUZ; CARRILLO-MORA; SANTAMARIA, 2013; LUIS-GARCIA et al., 2017). CoQuo
foi eficaz na protecdo aos danos causados por QUIN em todos os parametros
avaliados. Possivelmente, o pré-tratamento com CoQ1o0 neutralizou os radicais livres
formados por QUIN e foi capaz de manter a membrana mitocondrial integra,
mantendo o funcionamento adequado da cadeia respiratéria (BHARDWAJ; KUMAR,
2016; NOH et al., 2013).

Quanto a Na*,K*-ATPase, observou-se que o QUIN reduziu a atividade da
enzima, a qual ndo foi prevenido pela CoQio. Essa enzima de membrana é

responsavel pela excitabilidade neuronal, mantendo o gradiente eletroquimico
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celular, e pelo transporte de moléculas sinalizadoras e neurotransmissores. Ela é
altamente suscetivel a aumento de radicais livres, peroxidacao lipidica e oxidagéo
dos grupamentos sulfidrilas presentes em sua estrutura (LEES, 1991; WYSE et al.,
2002). A inibicdo de sua atividade est& relacionada a diversas patologias do SNC,
como doencas neurodegenerativas, isquemia e erros inatos do metabolismo
(DERGOUSOVA et al.,, 2017; SCHMITZ et al.,, 2016; SCHWEINBERGER et al.,
2014; WYSE et al.,, 1999). Possivelmente, este resultado estd correlacionado a
diminuicdo do conteudo de sulfidrilas também néo prevenido pela CoQio, uma vez
que a Na*K*-ATPase possui grupamentos cisteina em seu sitio ativo, e com a
oxidagdo dos grupamentos —SH h& uma consequente oxidagdo irreversivel dos
residuos de cisteina, causando danos enzimaticos (WYSE et al., 1999).

Finalizando o capitulo 1, o imunoconteudo de proteinas diretamente ligadas a
regulacdo do metabolismo foi avaliado, tendo em vista que alteragbes em
parametros oxidativos e energéticos acarretam alterac6es na sinalizacéo celular. Foi
possivel observar a acdo de QUIN sobre o conteudo de Erk-1 total e de fosfo-Akt.
Essas proteinas estédo bastante ligadas a modulacédo do crescimento, da plasticidade
e da sobrevivéncia celular, processos de memoéria e aprendizado (MULLONKAL;
TOLEDO-PEREYRA, 2007; VANDRESEN-FILHO et al., 2015). Estudos anteriores
demonstram que as acdes de QUIN sobre essas proteinas levam a alteracdes
oxidativas, do citoesqueleto celular e da captacdo de glutamato, entre outros
(COLIN-GONZALEZ et al., 2013; FERREIRA et al., 2018; PIEROZAN et al., 2012;
VANDRESEN-FILHO et al.,, 2016). CoQio foi capaz de prevenir parcialmente a
alteracdo de conteudo da Erk-1. Esta proteina faz parte da familia das MAPK
(proteinas cinases ativadas por mitbgenos), com papel importante em processos

como expressao génica, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (SUN et al., 2015). O
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efeito de CoQ1o observado pode ser associado a suas ac¢des antioxidantes, visto que
a atividade enzimatica pode ser prejudicada por radicais livres, e pela modulagédo de
vias de sinalizagdo como por exemplo, JNK/c-Jun/Bax, e outras proteinas envolvidas
na plasticidade e sobrevivéncia celular ja observadas em estudos anteriores (EL-
AAL; EL-FATTAH; EL-ABHAR, 2017), demonstrando a importancia desse
componente no metabolismo celular.

No capitulo 2, o objetivo foi avaliar os efeitos in vivo da suplementacdo com
CoQi1o prévia a administracdo intraestriatal de QUIN, utilizando um modelo
guimicamente induzido da Doenca de Huntington Juvenil (PIEROZAN et al., 2014),
avaliando parametros comportamentais, morfolégicos, oxidativos e inflamatdérios.

Inicialmente, foram realizadas tarefas para avaliacbes comportamentais. No
teste de campo aberto avaliamos atividade locomotora e exploratéria dos animais,
além de caracteristicas de comportamento do tipo ansioso (ARTENI et al., 2010;
CRAWLEY; BAILEY, 2008). Observou-se que o0s animais tratados com QUIN
apresentaram uma maior média de velocidade, distancia percorrida e namero de
cruzamentos em relacdo aos animais controle. Além disso, ratos QUIN passaram
menos tempo nos espacos periféricos do aparato do teste em relacdo tempo total
guando comparados aos ratos controle. Estes resultados demonstram dificuldades
de habituacdo dos animais ao aparato e comportamento com caracteristicas
ansiosas (SANCHES et al., 2013). Nao houve diferenca significativa na avaliagdo do
tempo imovel. O pré-tratamento com CoQio demonstrou capacidade de proteger os
animais dessas alteracbes, mantendo seu comportamento semelhante aos ratos
controle.

Na sequéncia, as memodrias de curto e longo prazo dos animais foram

avaliadas utilizando o teste de reconhecimento de objetos (ENNACEUR,;
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DELACOUR, 1988). Analisando o tempo de exploracdo dos animais em cada objeto,
observa-se que no treino todos os grupos estudados exploram os dois objetos
apresentados por tempo semelhante. J& nos testes de 3 e 24 horas, observa-se que
apenas o grupo QUIN explora os dois objetos por tempo semelhante e a partir disso,
€ possivel inferir que os animais desse grupo apresentam comprometimento da
memoria. A representacdo dos dados no indice de discriminacdo (diferenca entre o
tempo de exploragdo do objeto novo e do tempo total de exploracéo) reforca essa
hipotese, mostrando que o grupo QUIN apresenta diferenca significativa do grupo
controle em 3 e 24 horas de teste. Este efeito pode estar relacionado a acdo de
QUIN sobre os receptores NMDA, pois estes receptores estdao diretamente
envolvidos com a formacdo de memorias (SILVEIRA et al., 2022). A CoQuio
apresentou efeito protetor sobre esse parametro, sendo que o0s animais que
receberam o pré-tratamento apresentaram comportamento semelhante ao grupo
controle nos dois tempos avaliados.

O pole test é um teste utilizado para avaliar bradicinesia (RAMIRES JUNIOR
et al.,, 2021), e observa-se que os animais tratados com QUIN apresentaram um
tempo maior de laténcia para a virada e para a descida do aparato em relacdo aos
animais controle. Esses resultados indicam danos que causam a lentiddo de
movimentos voluntarios e é indicativo de problemas neurologicos (ACHENBACH et
al., 2020). O pré-tratamento com CoQ1o foi benéfico e os animais que o receberam
apresentaram tempos semelhantes ao grupo controle.

No teste da trave de equilibrio, que avalia coordenacdo motora fina, ndo se
observou nenhuma alteracao significativa.

Avaliados em conjunto, esses resultados demonstram que a administracéo de

QUIN leva a alteracbes comportamentais importantes. Observa-se um declinio
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importante na habituagdo dos animais, comportamento do tipo ansioso, alteracoes
de memoria a curto e a longo prazo e caracteristicas de bradicinesia. O pré-
tratamento com CoQio demonstrou ser eficiente na prevencdo dos danos
comportamentais encontrados. O uso de CoQio em doengas neurodegenerativas
apresenta potencial protetor, possivelmente em razdo da modulac¢ao da atividade de
proteinas presentes em vias de plasticidade e sobrevivéncia celular (EL-AAL; EL-
FATTAH; EL-ABHAR, 2017). Em estudo clinico anterior (SAWADDIRUK et al., 2019)
os efeitos de CoQio em pacientes com fibromialgia em uso de medicamento para dor
intensa (pregabalina) foram avaliados. Na associacdo de CoQio + pregabalina,
houve diminuicdo dos danos oxidativos mitocondriais, inflamatérios e apoptéticos
resultando em pacientes com score menor de dor e ansiedade, demonstrando que
espécies reativas em excesso nas células podem estar diretamente relacionadas a
alteracdes comportamentais. A suplementacdo com CoQio também foi capaz de
reverter comportamento do tipo depressivo em roedores (ANDALIB et al., 2019) bem
como atenuou déficit motor observado em modelo pré-clinico de diabetes (OMIDI et
al., 2019).

Para as avaliacbes morfoldgicas, utilizou-se a coloracéo de violeta de cresil, o
qual cora a substancia de Nissl em neurdnios, e o anticorpo anti-GFAP (proteina
glial fibrilar acida), proteina do citoesqueleto caracteristica de astrocitos. Apesar da
toxicidade caracteristica do QUIN, em nosso modelo ele ndo foi capaz de causar
mudancas na quantidade de neurénios e astrocitos estriatais quando comparados ao
grupo controle. Podemos, portanto, inferir que as altera¢cdes causadas por QUIN
observadas no estudo sao causadas por seus efeitos nas vias de sinalizac&o celular
e ndo pela diminuicdo de células viaveis no tecido. Além disso, 0 COQzio também

nao alterou o contelddo celular avaliado.
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Na avaliacdo da expressdo génica de marcadores inflamatorios, observa-se
aumento significativo na expressédo de TNF-a, IL-13, IL-6 e MCP-1 nos grupos
tratados com QUIN. Estes resultados estdo de acordo com as caracteristicas proé-
inflamatdrias classicas deste metabélito (BRAIDY; GRANT, 2017; LUIS-GARCIA et
al., 2017; TASSET et al., 2010). QUIN € um composto responsavel pela manutencéo
de um ciclo pré-inflamatério no SNC (GUILLEMIN, 2012). A ativacdo de células
inflamatdrias, como microglia e macréfagos infiltrados, estimula o aumento da
concentracdo de QUIN, e esse aumento na concentracdo leva a um aumento na
ativacdo de células inflamatorias, além de agir em sinergia com outros compostos,
como por exemplo, com as placas amildides AB1-42 gerando maior liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias na DA (WU et al., 2013).

No pré-tratamento com a COQ1o, observa-se prevencao total de alteracdo da
IL-1B e prevencgao parcial da IL-6. Essas duas citocinas sdo mediadores classicos de
processos pro-inflamatoérios, e seu aumento esta diretamente relacionado a
manutencdo da inflamacéo, levando a alteracbes metabdlicas e celulares, podendo
causar apoptose. Devido a acdo protetora do CoQio, possivelmente o estado proé-
inflamatério e os danos celulares sdo reduzidos (AASETH; ALEXANDER,;
ALEHAGEN, 2021; ABIRI; VAFA, 2021; YOUSEF et al., 2019). Encontramos um
aumento na expressao do gene da citocina anti-inflamatéria IL-10 apenas no grupo
CoQa1o + QUIN.

O pré-tratamento com o CoQio ndo foi capaz de impedir o aumento da
expressdo do gene TNF-a e MCP-1. E importante considerar que o TNF-a e o MCP-
1, além de seus efeitos classicos, também s&do considerados marcadores
inflamatdrios agudos, sendo responsaveis pelos processos de sinalizacdo e

recrutamento de proteinas e células para atuar no processo inflamatério, e pode-se
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inferir que CoQ1o0 mantém a expressao de mediadores inflamatérios agudos para o
recrutamento de outras proteinas para reagir ao processo inflamatério instalado
anteriormente (GHASEMLOO et al., 2021b; MOATTI; COHEN, 2021). Tomados em
conjunto, os resultados das avaliacbes de expressdo génica dos marcadores
inflamatérios confirmam a acdo toxica do QUIN, o que leva ao aumento da
expressdo de marcadores pré-inflamatorios classicos (FERREIRA et al., 2020). Além
disso, considerando todos os resultados envolvendo o CoQ1o0, observamos que ele
impede a expressdo de citocinas proé-inflamatérias e também ativa a expressao da
citocina anti-inflamatoéria 1L-10. Niveis elevados de IL-10, além de seu efeito
antiinflamatério classico, podem bloquear a expressdo de IL-1 (YOUSEF et al.,
2019), e seu aumento no grupo pré-tratado com o CoQao reforga estudos anteriores
que mostram o potencial anti-inflamatério desse composto, agindo como modulador
da expressdo de genes da cascata inflamatoria e com efeitos j& demonstrados em
modelos de esclerose multipla, isquemia cerebral e doencas neurodegenerativas
(MOATTI; COHEN, 2021; NIKOLAEVNA et al., 2020; YOUSEF et al., 2019).
Observamos também uma diminuicdo no imunoconteudo nuclear de p-nF-k3
no tratamento com QUIN. O NF-kB é um importante fator de transcricdo responsavel
pela modulacédo da expressado de proteinas relacionadas a processos inflamatorios,
recrutamento, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Uma diminuicdo no conteudo
desse fator pode estar relacionada a manutengdo do estado inflamatorio, uma vez
que ha uma diminuigcdo na producdo de proteinas e enzimas essenciais para 0
processo. Observamos a prevencgéo parcial no tratamento com CoQio, que pode
estar relacionado a uma melhora nos processos de reagdo a inflamagcdo e a

sobrevivéncia celular (MOATTI; COHEN, 2021).
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A expressdo génica de defesas antioxidantes enziméticas também foi
avaliada. A administracdo de QUIN alterou de forma significativa a expressao de
CAT, SOD, e GPx, e este resultado corrobora seu papel toxico com acdo pro-
oxidante (FERREIRA et al., 2018, 2020; KUBICOVA; HADACEK; CHOBOT, 2013;
TASSET et al., 2010). Com o pré-tratamento com CoQ1o, observa-se prevengdo na
alteracdo da expressao da SOD e da GPx (AASETH; ALEXANDER; ALEHAGEN,
2021; FERREIRA et al., 2022; KOMAKI et al., 2019; PALLOTTI et al., 2022a). A
diminuicdo da expressdo de CAT néo foi prevenida pela CoQio. Na avaliacdo do
imunocontetdo de Nrf2, observamos uma diminuicdo dos niveis citoplasmaticos na
presenca de QUIN, e esse efeito € prevenido pelo pré-tratamento com CoQio. Nrf2 é
um importante fator de transcri¢cdo, responsavel por estimular a expressado génica de
defesas antioxidantes e anti-inflamatérias (COLIN-GONZALEZ et al., 2014;
FERREIRA et al.,, 2018). A CoQio esta presente em todas as células do corpo
humano, e suas maiores concentracdes sao encontradas em 0rgaos que necessitam
de muita energia a partir do ATP formado na cadeia transportadora de elétrons,
como cérebro, musculos e coracao. Além disso, ja se observou que apresenta efeito
protetor maior do que outros antioxidantes lipossoluveis, como licopeno, (3-caroteno
e a-tocoferol (BENTINGER; BRISMAR; DALLNER, 2007). Nossos resultados
corroboram varios estudos que ja demonstraram este potencial antioxidante da
CoQuo (ABIRI; VAFA, 2021).

Tomados em conjunto, os resultados do presente trabalho demonstram que a
CoQ1o0 possui potencial terapéutico, atuando na protecdo contra os danos gerados
pelo QUIN no estriado de ratos Wistar jovens. As doses de CoQuo utilizadas nas
abordagens experimentais ndo causaram alteracdo na viabilidade celular e

apresentaram efeitos positivos sobre parametros comportamentais, oxidativos,
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energéticos, inflamatorios e de sinalizagdo celular. Com os resultados encontrados e
estudos anteriores sobre este composto, podemos inferir que seu efeito protetor é
resultado principalmente da sua caracteristica antioxidante, porém séo necessarios
estudos mais aprofundados sobre o tema para elucidar os mecanismos de acgao

envolvidos.
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2. CONCLUSAO

Os resultados da presente tese permitem concluir que:

CAPITULO 1:

O tratamento com QUIN nas fatias de estriado de ratos jovens causou danos
oxidativos, aumentando a producéo de espécies reativas de oxigénio e 0s niveis
de nitritos, alterando a raz&o das enzimas SOD/CAT e diminuindo a atividade da
enzima GPx. Além disso, houve reducdo no contetudo de glutationa e sulfidrilas e
aumento nos niveis de TBARS. Também causou danos ao metabolismo
energético, reduzindo a atividades dos complexos mitocondriais I, Il e IV e os
niveis de ATP intracelular. QUIN aumentou a atividade da enzima AChE e
diminuiu a atividade da enzima Na*,K*-ATPase, além de alterar o imunocontetdo

da proteina Erk-1.

A administracdo de CoQio foi capaz de prevenir o aumento de espécies
reativas de oxigénio, dos niveis de nitritos, da atividade da enzima AChE e dos
niveis de TBARS. A reducdo da atividade da GPx, da atividade dos complexos
mitocondriais I, Il e IV e dos niveis de ATP também foram prevenidos pelo pré-
tratamento com CoQio. De maneira parcial, a CoQ10 preveniu a alteracdo da
razdo SOD/CAT e do imunocontetdo de Erk-1 e a reducdo do conteudo de

glutationa.

O tratamento com CoQ1o + QUIN em fatias de ratos Wistar jovens reduziu o

imunocontetdo de fosfo-Akt.
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CAPITULO 2:

A administracao intraestriatal de QUIN em ratos Wistar machos jovens alterou
parametros comportamentais, avaliados nos testes de campo aberto,
reconhecimento de objetos e pole test. Aumentou a expressdo génica dos
marcadores inflamatérios TNF-a, IL-1B, IL-6, MCP-1. Diminuiu a expressdo génica
das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx e diminuiu o imunoconteudo da fracédo

citoplasmatica de Nrf2 e da fracéo nuclear de p-Nf-kB.

O pré-tratamento com CoQio preveniu as alteracdes encontradas nos
testes de campo aberto, reconhecimento de objetos e pole test. Também preveniu o
aumento na expressdo de IL-1B e parcialmente o aumento na expressédo de IL-6.
CoQ10 ainda aumentou a expressdo de TNF-a, MCP-1 e IL-10, e preveniu
alteracdes na expressdo de SOD e GPx, no imunocontetdo de Nrf2 preveniu de

forma parcial a alteracdo no imunocontetdo de p-Nf-kB.

Em conjunto, os resultados dos dois modelos de estudo apresentados neste
trabalho mostram que CoQio preveniu, total ou parcialmente, a maioria dos testes
comportamentais e bioquimicos (oxidativos, energéticos, inflamatérios e de
sinalizacdo celular) causadas pelo QUIN, sugerindo que a suplementacdo com
CoQ10 apresenta um potencial benéfico frente a desordens que acumulam QUIN,
como por exemplo nas doencas neurodegenerativas, porém sao necessarios mais

estudos a fim de determinar seus efeitos in vivo e 0s parametros de tratamento.
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3. PERSPECTIVAS

Parte I. Ex vivo

a. Ensaio Cometa,;

b. Vias de sinalizacao relacionadas: Western Blotting.

C. Avaliacdo de parametros inflamatorios por Multiplex®

d. Avaliacdo do papel de receptores NMDA mediante o uso de seu inibidor

especifico (MK-801)

Parte Il. In vivo
a. Avaliar por cromatografia liquida de alta eficiéncia os niveis séricos e

estriatais de CoQuo;

b. Captacéo de glutamato e imunocontetdo dos receptores GLAST e GLT-1;

C. Vias de sinalizacdo associadas as alteracdes oxidativas e inflamatdrias
encontradas;

d. Parametros relacionados a funcdo mitocondrial, como: massa mitocondrial e

potencial de membrana e proteinas relacionadas a dinamica mitocondrial.
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6. ANEXOS

6.1Carta de aprovacao do comité de ética da UFRGS (CEUA/UFRGYS)

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA qc EyA
- @« ——uUinrcs
(' ) UNIVERSIDADE FECERAL Comissdo De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL
CARTA DE APROVACAO
Comisséao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:
Numero: 35442
Titulo:

AVALIACAO DO EFEITO NEUROPROTETOR DA COENZIMA Q10 SOBRE A TOXICIDADE DO
ACIDO QUINOLINICO EM ESTRIADO DE RATOS WISTAR

Vigéncia: 01/10/2018 & 31/07/2022

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

ANGELA TEREZINHA DE SOUZA WYSE - coordenador desde 01/10/2018
FERNANDA SILVA FERREIRA - Aluno de Doutorado desde 01/10/2018

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
01/10/2018 - Sala 330 do Anexo | do Prédio da Reitoria - Campus Centro - Av. Paulo Gama,
100 - Porto Alegre- RS, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagdo de 396
ratos Wistar machos de 21 dias e 50 ratos Wistar machos de 30 dias provenientes do
Biotério do Depto de Bioquimica; de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas
Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11,794 de 08 de novembro de 2008, o
Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA), que disciplinam a produgéo, manutencgéo
e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, § de Outubro de 2018 ! e

MARCELO MELLER ALIEVI
Coordenador da comisséo de ética
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