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RESUMO

O aminoacido n&o proteico B-N-metilamino-L-alanina (BMAA) é uma neurotoxina
ambiental produzida principalmente por cianobactérias que tem sido associada ao
desenvolvimento de condicdes neurodegenerativas, incluindo esclerose lateral
amiotrofica (ELA), ELA associada ao complexo de deméncia de Parkinson e doenca
de Alzheimer. Seus principais mecanismos de neurotoxicidade conhecidos estéao
relacionados a inducdo de excitotoxicidade e estresse oxidativo em neurdnios.
Contudo, seus efeitos nas células astrogliais permanecem pouco conhecidos. Essas
células exercem func¢des importantes para a manutencdo da homeostase do sistema
nervoso central (SNC), entre elas a captagdo e metabolismo de neurotransmissores,
particularmente do glutamato, suporte metabdlico, producdo e liberacdo de
moléculas antioxidantes como a glutationa (GSH), e a participagdo na resposta
inflamatoria. Assim, disfuncbes nessas células podem estar envolvidas nos
mecanismos de dano do BMAA ao SNC. Por outro lado, a manutencdo da
funcionalidade astroglial pode representar uma potencial estratégia protetora. Neste
sentido, nosso grupo de pesquisa tem demonstrado a acao glioprotetora do polifenol
resveratrol frente a diferentes estimulos nocivos. Assim, neste estudo buscamos
avaliar as possiveis disfungcbes astrogliais induzidas pelo BMAA, bem como
investigamos o potencial papel glioprotetor do resveratrol, como uma estratégia
preventiva frente a exposicdo ao BMAA. Nossos dados demonstram que o BMAA
alterou parametros glutamatérgicos, aumentando a captacdo de glutamato e a
atividade e expressdo da enzima glutamina sintetase. Observamos também uma
diminuicdo das defesas antioxidantes relacionadas a enzima superoxido dismutase
(atividade e expressédo), ao conteudo de GSH e a expressdo da enzima glutamato-
cisteina ligase, a qual participa da biossintese de GSH. Além disso, 0 BMAA induziu
resposta inflamatoria, aumentando os niveis extracelulares e expressao génica de
citocinas pré-inflamatérias, como interleucina-1f e interleucina-6, além de regular
positivamente a expressao do fator nuclear kappa B (NFkB) e das enzimas ciclo-
oxigenase 2 e oxido nitrico sintase induzivel. O BMAA também diminuiu a expressao
génica da interleucina-10, dos receptores de adenosina A1 e Aza, da fosfoinositideo-
3-cinase (PI3K), Akt e do coativador 1-alfa do receptor-gama ativado pelo
proliferador de peroxissoma (PGC-1a), que sao importantes vias relacionadas a
respostas anti-inflamatorias, de sobrevivéncia celular e de biogénese mitocondrial.
Por outro lado, o resveratrol preveniu a maioria destas alteracdes celulares e
moleculares induzidas pelo BMAA, além de modular positivamente a expressédo do
fator eritroide nuclear 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), da enzima heme oxigenase 1
(HO-1) e do PGC-1a, os quais tém sido apontados como importantes mecanismos
moleculares associados aos efeitos do resveratrol. Assim, o presente trabalho
demonstrou potenciais efeitos gliotbxicos do BMAA, bem como, pela primeira vez na
literatura cientifica, caracterizou a atividade glioprotetora do resveratrol frente a
toxicidade induzida pelo BMAA.

Palavras chaves: BMAA, glioprotecao, gliotoxicidade, resveratrol.



ABSTRACT

The non-protein amino acid B-N-methylamino-L-alanine (BMAA) is an environmental
neurotoxin produced mainly by cyanobacteria that has been associated with
development of neurodegenerative conditions, such as amyotrophic lateral sclerosis
(ALS), ALS and Parkinsonism-Dementia Complex (ALS-PDC), and Alzheimer’s
disease. The mainly mechanisms of BMAA neurotoxicity are related to induction of
excitotoxicity and oxidative stress in neurons. However, little is known about its
effects on astroglial cells. These cells play important functions for maintaining central
nervous system (CNS) homeostasis, including uptake and metabolism of
neurotransmitters, in particular of glutamate, metabolic support, production and
release of antioxidant molecules, such as glutathione (GSH), and participation in
inflammatory response. Therefore, astroglial dysfunctions might be involved in the
mechanisms underlying BMAA damage to the CNS. In this regard, our research
group has demonstrated the glioprotective role of polyphenol resveratrol against
different harmful stimuli. Thus, the aim of this study was to evaluate whether BMAA
induced astroglial dysfunctions, as well as to investigate the potential glioprotective
role of resveratrol, as a preventive strategy against BMAA exposure. Our data
showed that BMAA changed glutamatergic parameters, increasing glutamate uptake
and both expression and activity of glutamine synthetase. In addition, we observed a
decrease in antioxidant defenses related to superoxide dismutase (activity and
expression), GSH content and expression of glutamate-cysteine ligase that
participates in GSH biosynthesis. BMAA also induced inflammatory response by
increasing extracellular levels and gene expression of pro-inflammatory cytokines,
such as interleukin-1 and interleukin-6, in addition to upregulate the expression of
nuclear factor kappa B (NFkB), cyclooxygenase 2, and inducible nitric oxide
synthase. Moreover, BMAA decreased the gene expression of interleukin-10,
adenosine receptors A1 and A2za, phosphoinositide-3-kinase (PI3K), Akt, and
peroxisome proliferator-activated receptor-gamma 1-alpha coactivator (PGC-1a),
which are important pathways related to anti-inflammatory responses, cell survival
and mitochondrial biogenesis. In contrast, resveratrol prevented most of BMAA-
induced cellular and molecular alterations, in addition to upregulate nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), heme oxygenase-1 (HO-1), and PGC-1a, which
have been pointed out as important molecular mechanisms associated with
resveratrol effects. Therefore, the present study demonstrated the potential gliotoxic
effects of BMAA, as well as for the first time, characterized the glioprotective activity
of resveratrol against BMAA-induced toxicity.

Keywords: BMAA, glioprotection, gliotoxicity, resveratrol.



LISTA DE ABREVIATURAS

ALS-PDC ELA associada ao complexo de deméncia de Parkinson (do inglés

amyotrophic lateral sclerosis-Parkinson dementia complex)

AMPA Acido a-amino-3-hidréxi-5-metil-isoxazolenopropionato
AMPK Proteina cinase ativada por monofosfato de adenosina
BMAA B-N-metilamino-L-alanina

COX-2 Ciclo-oxigenase 2

DA Doencga de Alzheimer

EAACL1 Carreador de aminoacidos excitatorios 1
EAAT Transportador de aminoacidos excitatorios
ELA Esclerose lateral amiotréfica

ERN Espécies reativas de nitrogénio

ERO Espécies reativas de oxigénio

GCL Glutamato-cisteina ligase

GFAP Proteina glial fibrilar acida

GS Glutamina sintetase

GSH Glutationa reduzida

HO-1 Heme oxigenase 1

IL-10 Interleucina-10

IL-1B8 Interleucina-1p3

IL-6 Interleucina-6

iINOS Oxido nitrico sintase induzivel

MAPK Proteina cinase ativada por mitdgeno
NFkB Fator nuclear kappa B



NLRP3

NMDA

Nrf-2

PGC-1a

PI3K

RAGE

SIRT1

SNC

SOD

TNF-a

Receptor do tipo NOD com dominio pirina 3

N-metil D-Aspartato

Fator eritroide nuclear 2 relacionado ao fator 2

Coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama

Fosfatidil-inositol-3-cinase

Receptor de produtos finais de glicacdo avancada

Sirtuinal

Sistema nervoso central

Superoxido dismutase

Fator de necrose tumoral alfa



1 INTRODUCAO

1.1 ASTROCITOS

Os astrécitos compdem parte significativa do cérebro de mamiferos, e embora
desempenhem funcbes importantes e variadas, até cerca de duas a trés décadas
atrads, eram especialmente atribuidas a eles fungcbes passivas, como a de suporte
estrutural aos neurénios. No cenario atual, um namero crescente de estudos, tanto
in vitro quanto in vivo, comprovam que 0s astricitos sao células que participam
ativamente no funcionamento do sistema nervoso central (SNC) (Krencik et al.,
2017). Os astrocitos podem se comunicar com muitos neurbnios, estabelecendo
multiplos contatos com as sinapses (Lee et al., 2021), tornando-os elementos
importantes na modulacdo da transmissdo sinaptica. Assim, a coordenacdo de
neurotransmissores pelas células astrogliais tem implicacédo direta em caracteristicas
como duracao e eliminacdo das sinapses (Rial et al., 2016).

Além disso, pode-se destacar como principais funcées dos astrdcitos: a.
homeostase i6nica do SNC (Mack and Wolburg, 2013); b. manutencdo da
homeostasia redox, através da eliminacdo de espécies reativas de oxigénio,
principalmente as originadas pela fosforilagdo oxidativa (Chen et al., 2020); c.
suporte energético neuronal, formando lactato a partir do metabolismo da glicose e
do glicogénio e o destinando aos neurbnios (Dienel, 2019); d. formacdo e
conservacdo da barreira hematoencefalica, angiogénese e modulacdo da
microcirculacdo sanguinea no SNC (Liebner et al., 2018; Wang and Bordey, 2008);
e. sintese de proteinas da matriz extracelular, moléculas de adeséo e fatores troficos
gue controlam a maturacdo neuronal e a sinaptogénese (Jones and Bouvier, 2014);

f. homeostase e metabolismo de neurotransmissores (Kofuji and Araque, 2021;
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Souza et al., 2019); g. protecdo contra danos no SNC através da resposta imune, da
remocado de componentes téxicos, como metais pesados ou amdnia, bem como
através da reatividade astrocitaria, com a finalidade de manter a integridade
morfofuncional do SNC (Eidizadeh et al., 2015; Sofroniew, 2020).

Muitas destas evidéncias que apontam o papel dos astrécitos na homeostase
funcional do SNC, bem como muito do conhecimento sobre as células astrogliais, se
devem as metodologias de cultivo celular (isolamento em cultura). Este modelo
permite o estudo das caracteristicas astrocitarias em condicdes basais e
neurotdxicas. As culturas podem ser obtidas diretamente de animais (culturas
primarias), ou através do uso de linhagens de células astrogliais que mimetizem as
caracteristicas dos astrocitos, como a linhagem de células astrogliais C6 (Galland et

al., 2019).

1.2 CELULAS ASTROGLIAIS C6

Com origem na década de 60, através de inje¢cbes em ratos do agente
alquilante N-nitrosometilureia (Benda et al., 1968), a linhagem C6 tem sido
amplamente utilizada em estudos neuroquimicos. Neste sentido, a expressdo de
proteinas gliais, como a proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e S100B pela linhagem
C6, atestam o seu caréater astrocitario (Benda et al., 1971).

Embora apresente limitagdes, a linhagem C6 constitui um importante modelo
para estudos que envolvam a funcionalidade astroglial, particularmente relacionadas
as propriedades bioquimicas, farmacologicas, metabolicas, bem como os

mecanismos celulares e de transducao de sinal associados a tais eventos (Bobermin



et al., 2012; Cechin et al.,, 2005; Feng and Zhang, 2004; Funchal et al., 2005;
Galland et al., 2019).

As células da linhagem C6 utilizadas neste estudo vém demonstrando em
muitos trabalhos do nosso grupo funcdes caracteristicas atribuidas aos astrocitos,
tais como a captacdo de glutamato, a atividade da enzima glutamina sintetase (GS),
a sintese da glutationa (GSH), a expressdo e secrecdo da proteina S100B, e
respostas oxidativas e inflamatorias. Além do mais, nosso grupo tem demonstrado
gue as células C6 apresentam respostas similares aos astrocitos primarios quando
submetidas a estimulos metabdlicos e/ou neurotoxicos (Bobermin et al., 2018, 2012;
dos Santos et al., 2006; Galland et al., 2019; Quincozes-Santos et al., 2017, 2014,

2013).

1.3 METABOLISMO DO GLUTAMATO EM CELULAS ASTROGLIAIS

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC de mamiferos
(Danbolt, 2001). A neurotransmissdo glutamatérgica € um evento que requer um
controle rigido no qual os astrdcitos possuem um papel chave (Barros and Dey,
2018; Danbolt et al., 2016; Niciu et al., 2012). A excitotoxicidade glutamatérgica € um
termo que descreve a neurotransmissao excitatria desregulada, com concentracdes
elevadas de glutamato no meio extracelular, e que via de regra, leva a dano e/ou
morte celular (Heath and Shaw, 2002). No SNC, o principal responsavel pela
remocao do glutamato extracelular é o astrocito, através dos transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAAT). Os transportadores de glutamato sao subdivididos
em EAAT1, EAAT2, também referidos em roedores como GLAST e GLT-1,

respectivamente, EAAT3, EAAT4 e EAATS. O transportador EAAT3 é referido em
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roedores como EAAC1 e é o principal transportador de glutamato expresso nas
células C6 (Davis et al., 1998; Mahmoud et al., 2019).

Uma vez captado pelas células astrogliais, o glutamato pode tomar diferentes
destinos, sendo convertido a glutamina pela enzima GS, com a finalidade de
exportacao e posterior reconversao a glutamato através da enzima glutaminase nos
neurdnios, constituindo assim o ciclo glutamato-glutamina (Yudkoff, 2017). Atuando
no metabolismo energético, o glutamato pode também sofrer degradacao através da
enzima glutamato-desidrogenase, tendo como produto o a-cetoglutarato, o qual
entra no ciclo do acido tricarboxilico (Karaca et al., 2015). Nas células astrogliais, o
glutamato também esta relacionado a sintese de moléculas envolvidas na
homeostase redox, como a GSH (McBean, 2017).

Neste sentido, a desregulacdo nos processos envolvendo o metabolismo do
glutamato esta relacionada com mecanismos de gliotoxicidade, com forte impacto
sobre a manutencdo da homeostasia do SNC, além de alteracdes sobre as

respostas oxidativas e inflamatorias.

1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES E ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres sdo estruturas quimicas com um elétron desemparelhado,
com significativa reatividade e com tendéncia a se combinarem com outras
moléculas (Di Meo and Venditti, 2020). Espécies reativas de oxigénio (ERO) se
referem a radicais livres de O2, como radicais superéxido e hidroxila, e moléculas
derivadas do Oz que podem gerar radicais livres, como o peroxido de hidrogénio

(H202). Também podem existir outras espécies reativas, como as de nitrogénio



(ERN), que tém como principais representantes o 0xido nitrico (NO) e o peroxinitrito
(ONOO") (Devasagayam et al., 2004).

O estresse oxidativo/nitrosativo € um estado de desequilibrio entre as
ERO/ERN e os mecanismos de defesa antioxidante (Singh et al., 2019). Essa
condicdo contribui para a producdo de moléculas pro-oxidantes responsaveis por
provocar danos em constituintes de estruturas celulares. InUmeros estudos tém
demonstrado o papel do estresse oxidativo em uma série de distarbios que
acometem o SNC, bem como a associacdo de certas circunstancias patoldgicas a
uma grande producdo de ERO/ERN pelas células gliais (Chen et al., 2017; Khatri et
al.,, 2018; Musgrove et al., 2019). Nesse contexto, doencas que alteram a
homeostase redox também podem desencadear respostas que visem ao aumento
de defesas antioxidantes, a fim de tentar suprimir os niveis elevados de espécies
reativas relacionadas ao desequilibrio (Sandberg et al., 2014).

As células astrogliais também sdo fundamentais em relacdo a manutencéo
da homeostase redox, pois a sintese de GSH esta intimamente associada a funcao
de defesa antioxidante, uma vez que a GSH é considerada o mais importante
antioxidante nado-enzimético do SNC (Bolafios, 2016; Fernandez-Fernandez et al.,
2012). A sintese do tripeptideo glutamato-cisteina-glicina (GSH) ocorre em duas
etapas, sendo a primeira através da acdo da enzima glutamato-cisteina ligase
(GCL), que liga o glutamato a cisteina e € limitante da biossintese de GSH.
Posteriormente, a enzima glutationa sintetase adiciona a glicina (Lu, 2013). De modo
relevante, as células astrogliais também disponibilizam defesas antioxidantes para

as ceélulas neuronais. Assim, uma parte da GSH sintetizada nos astrocitos é

exportada para o meio extracelular, onde é hidrolisada em seus aminoacidos
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constituintes que servem como precursores para a sintese de GSH neuronal (Chen
et al., 2020; Dringen et al., 1999).

Além disso, entre os mecanismos de defesa antioxidante dos astrocitos
estdo enzimas como a superoxido dismutase (SOD), que protege a célula de
reacoes danosas do superoxido, catalisando a dismutacdo do superoxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. Essa enzima apresenta diferentes isoformas,
como a Cu,Zn-superoxido dismutase (SOD1), presente no citoplasma e a Mn-
superéxido dismutase (SOD2), presente na mitocondria (Flynn and Melov, 2013).
Outras enzimas, como catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase também

estdo presentes nas células astrogliais (Fernandez-Fernandez et al., 2012).

1.5 RESPOSTA INFLAMATORIA

A resposta inflamatéria para remocdo de agentes patogénicos ou
substancias que causam toxicidade ao SNC envolve a reatividade dos astrécitos e
da microglia, através da ativacao de vias de sinalizacédo e da liberacdo de moléculas
pré-inflamatérias (Burda and Sofroniew, 2014). Entre as citocinas proé-inflamatérias
liberadas, podemos citar o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1f (IL-
1B) e interleucina-6 (IL-6), bem como a ativacdo de fatores de transcricdo, como do
fator nuclear da cadeia k de linfocitos B (NFkB), que controla a atividade de muitos
genes associados a fungdo imunoldgica (Zusso et al., 2019). Entretanto, outras vias
de sinalizacdo celular estdo relacionadas a promocédo de efeitos citoprotetores,
através da sintese de mediadores anti-inflamatoérios, como a interleucina-10 (IL-10)

(Jensen et al., 2013).
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A ativacdo do NFkB resulta, entre outros efeitos, na producao de pré-IL-1B e
do receptor do tipo NOD com dominio pirina 3 (NLRP3), um dos inflamassomas mais
caracterizados. Os inflamassomas sdo complexos macromoleculares ativados em
resposta a sinais de dano/perigo que participam da clivagem e processamento de IL-
1B, via caspase 1, em sua forma madura para posterior liberacao (Heneka et al.,
2018). Além disso, a ativacdo do NFkB frente a estimulos nocivos pode promover a
sintese das enzimas oOxido nitrico sintase induzivel (INOS) e ciclo-oxigenase 2 (COX-
2) (Blanco et al., 2004), as quais produzem NO e prostaglandinas, respectivamente,
gque podem atuar como importantes mediadores pro-inflamatorios (Ghasemi and
Fatemi, 2014; Minghetti, 2004).

A proteina S100B é amplamente expressa no cérebro, predominantemente
por astrécitos. Em resposta a estimulos nocivos, a S100B pode ser liberada para o
meio extracelular e mediar respostas inflamatdrias através de sua interacdo com o
receptor de produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) (Angelopoulou et al.,
2021). E importante ressaltar que a S100B € um importante marcador de reatividade
glial (Gongalves et al., 2008).

Outro fator relevante na modulacao do processo inflamatério no SNC sdo os
receptores de adenosina (A1, A2a, A2z e Asz). Assim, o sistema adenosinérgico é
capaz de modular as respostas gliais, incluindo aquelas relacionadas a inflamacao,
podendo diminuir os niveis de TNF-a e IL-1B, além de aumentar a produgao de IL-10
(Bobermin et al., 2019; Borea et al., 2016; Mills et al., 2012).

Os danos que acometem o SNC podem impactar na homeostase das células
gliais, alterando parametros glutamatérgicos, oxidativos e inflamatdérios, prejudicando
sua funcionalidade e, consequentemente, de outras populacdes celulares, como os

neurdnios (Pekny et al., 2014; Pekny and Nilsson, 2005). Alguns fatores ambientais,
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COMOo a exposi¢cado a neurotoxinas, podem levar ao rompimento desta homeostase

(Etchegoyen et al., 2018; Zhao et al., 2017).

1.6 BMAA

O beta-N-metilamino-L-alanina (BMAA) (Figura 1) é um aminoacido néo
proteico e hidrofilico, altamente neurotoxico, produzido pela maioria das
cianobactérias (Caller et al., 2018) e diatomaceas (Jiang et al., 2014). Este
aminoacido tem sido associado ao aparecimento esporadico de varias doencas
neurodegenerativas, tais como a esclerose lateral amiotrofica (ELA); a ELA
associada ao complexo de Parkinson-deméncia (ALS-PDC, do inglés amyotrophic
lateral sclerosis-Parkinson dementia complex); e a doencga de Alzheimer (DA) (Cox
et al., 2016). Neste contexto, o estudo de seus mecanismos de neurotoxicidade tem

assumido grande relevancia nos ultimos anos (de Munck et al., 2015).
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Figura 1: Estrutura quimica do aminoacido 3-N-metilamino-L-alanina (BMAA). Fonte: Mind the Graph,

2022 (Licencas Creative Commons)

Historicamente, o BMAA foi descoberto na segunda metade do século

passado pela alta incidéncia (aproximadamente 100 vezes maior que no resto do
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mundo) de ALS-PDC no povo indigena Chamorro em Guam, uma ilha do Pacifico. O
descarte da heranca mendeliana como fator responsavel levou a suposicdo e
posterior confirmacédo sobre uma causa esporadica, neste caso pela ingesta habitual
de tortilhas feitas com farinha de sementes de cicadaceas, além do consumo de
raposas voadoras (espécie de morcego endémica da regido) em cerimoniais
religiosos dos Chamorros, ambos com alto teor de BMAA incorporado (Banack et al.,
2010). A descoberta do BMAA e, posteriormente da sua relacdo com a
neurodegeneracdo motora, denotam o mesmo como provavel fator desencadeante
de doencas neurodegenerativas, visto que estudos posteriores tém confirmado tal
associacdo, tanto com doencas de ordem motora como de ordem cognitiva em
outras partes do mundo (Nunes-Costa et al., 2020; Pablo et al., 2009; Silva et al.,
2020).

Quanto a presenca ambiental do BMAA, destaca-se que as floracbes de
cianobactérias tém aumentado em frequéncia, tamanho e duracdo, de forma
sincrona com o aumento da eutrofizacdo e das temperaturas globais (Dunlop e
Guilleman, 2019). Além disso, a presenca do BMAA ja foi observada em corpos
hidricos ou incorporado a espécies que os habitam, incluindo espécies utilizadas
para a alimentacdo humana, em diferentes lugares do mundo, como Suécia,
Australia, Estados Unidos e Franca (Jiang et al., 2014; Violi et al., 2019; Metcalf et
al., 2021; Réveillon et al., 2016). No Brasil quase nao ha estudos para a deteccao do
BMAA, porém, j& foi constatada a presenca de BMAA em amostras coletadas de
lagoas de estabilizacdo da Estacdo de Tratamento de Esgoto no municipio de
Juazeiro do Norte - CE (Oliveira, 2011). Essa evidéncia constata que floragbes de
cianobactérias no Brasil também sdo capazes de produzir esse aminoacido

neurotoxico.
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A maioria dos estudos dos efeitos do BMAA no SNC tem como alvo os
neurénios. A superativacdo dos receptores pos-sinapticos N-metil D-Aspartato
(NMDA) é o mecanismo mais frequentemente relatado a acdo do BMAA (Chiu et al.,
2012). Além disso, é proposto que o BMAA possa ser internalizado em células
neuronais e ser incorporado incorretamente na estrutura primaria de proteinas em
substituicio a um ou mais aminoacidos de serina, gerando mal dobramento e
podendo causar perda funcional e agregados (Dunlop et al., 2013; Proctor et al.,
2019). Nesse sentido, o BMAA tem sido utilizado como um modelo para o estudo da
ELA esporéadica (de Munck et al., 2015).

Assim, revela-se uma necessidade de elucidar as funcdes e mecanismos da
neurotoxicidade do BMAA, particularmente em células astrogliais, visto seu
importante papel para a homeostase do SNC. Previamente, ja foi demonstrado in
vitro o influxo de BMAA em astrécitos através do trocador cistina/glutamato xc™ e sua
possivel incorporacdo em proteinas (Albano and Lobner, 2018; Dunlop et al., 2013).
Além disso, o BMAA inibe por competicdo a captacdo de cistina, levando a
diminuicdo da sintese de GSH e consequentemente de sua disponibilidade. Hong et
al., 2014 também observou astrogliose reativa induzida pela exposi¢cdo ao BMAA em

modelos in vivo (Yin et al., 2014).

1.7 RESVERATROL

A modulacao da funcionalidade astroglial vem sendo explorada como possivel
alvo para intervencOes terapéuticas, e 0 uso de moléculas de origem natural tem
demonstrado resultados promissores neste sentido. Em tal contexto, o polifenol néo-

flavonoide resveratrol possui notavel relevancia. Sendo encontrado em inumeras
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plantas (Pervaiz, 2003), o resveratrol pertence a classe das fitoalexinas, um grupo
de compostos quimicos de baixo peso molecular, produzido pelas plantas em
resposta a estimulos externos, como em infec¢des por micro-organismos, radiacdes

UV e privacao de nutrientes.

HO

OH

Figura 2: Estrutura quimica do resveratrol. Fonte: Mind the Graph, 2022 (Licen¢as Creative
Commons)

O resveratrol apresenta inumeros efeitos bioldgicos, como atividade
antioxidante, uma vez que ele atua como “scavenger’ (sequestrador) de espécies
reativas, bem como acédo cardioprotetora. Neste sentido, o resveratrol desempenha
um papel central no “paradoxo francés”, correlagdo inversa observada entre a
ingestado de vinho tinto e a incidéncia de doencas cardiovasculares (Jardim et al.,
2018; Renaud and de Lorgeril, 1992). Sua atividade cardioprotetora envolve entre
outros fatores a diminuicdo da oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade
(Frémont et al., 1999), acdo vasodilatadora (Das and Das, 2010; Lekakis et al.,
2005) e inibicao da agregacao plaquetéaria (Bertelli et al., 1995). Porém, suas acdes
benéficas ndo se limitam apenas a periferia corporal.

O SNC também é alvo terapéutico do resveratrol, pois ele atravessa a barreira
hematoencefalica e exerce importantes efeitos em condi¢cdes fisiologicas e

patolégicas (Jardim et al., 2018), sendo demonstrados notaveis efeitos
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neuroprotetores em estudos com modelos experimentais de isquemia, Doenca de
Parkinson e DA. Tais efeitos sdo mediados por sua acdo antioxidante (Ahmed et al.,
2017) ou por modulacdo de proteinas como a heme oxigemase 1 (HO-1), 6xido
nitrico sintase induzivel (INOS) e sirtuina 1 (SIRT1) (Quincozes-Santos et al., 2021).
Este polifenol ainda modula fatores de transcricdo como o NFkB (Moraes et al.,
2020) e o fator eritroide nuclear 2 relacionado ao fator 2 (Nrf-2), vias de sinalizacao
como o coativador gama-1a do receptor ativado por proliferador de peroxissoma
(PGC-10), proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK), proteina cinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK) e fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3K)/Akt
(Bastianetto et al., 2015; Bobermin et al., 2019; Grifian-Ferré et al., 2021).

A SIRT1 pertence a uma familia de proteinas e histonas desacetilases com
varias funcdes celulares (Jiao and Gong, 2020), incluindo a regulacdo da inflamacéo
(Malaguarnera, 2019; Wang et al.,, 2017; Zhu et al., 2011). A PGC-1a & um
importante regulador da atividade mitocondrial, controlando a transcricdo de genes
envolvidos no metabolismo energético (Jornayvaz and Shulman, 2010), enquanto a
AMPK atua como um sensor metabdlico, desempenhando um papel fundamental na
homeostase energética (Hardie et al., 2012; Saxton and Sabatini, 2017). A PI3K e a
sua principal molécula a jusante, Akt, estdo associadas a sobrevivéncia celular com
papéis cruciais sobre o crescimento e diferenciacdo celular, transporte e
metabolismo de glicose (Linton et al., 2019).

J4 a via de sinalizacdo do Nrf-2 pode mediar a regulacdo de genes
associados as defesas antioxidantes e resposta anti-inflamatoria, sendo altamente
expressa em células astrogliais (Sigfridsson et al., 2018). A enzima HO-1 tem sua
expressdo controlada pelo Nrf-2, sendo altamente induzivel frente a diferentes

estimulos estressores (Zhao et al., 2017). A HO-1 cataboliza 0 heme em monoxido
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de carbono (CO), biliverdina (convertida a bilirrubina) e ferro livre (Chen-Roetling et
al.,, 2017). Neste sentido, nosso grupo vem demonstrando que a HO-1 esta
relacionada com a modulacdo de func¢des astrocitarias criticas para a manutencao
da homeostase no SNC em resposta a estimulos nocivos (Arus et al., 2017; Bellaver
et al., 2015a, 2015b).

Nosso grupo tem mostrado também que o resveratrol modula importantes
funcdes gliais como captacdo de glutamato, atividade da GS, niveis de GSH,
resposta inflamatoria e liberacao de fatores troficos (Aras et al., 2017; Bellaver et al.,
2016; Bobermin et al.,, 2015, 2012). Sendo assim, 0 resveratrol surge como um
potencial agente farmacoldgico relacionado a excitotoxicidade glutamatérgica, ao
estresse oxidativo e a neuroinflamacéo, representando uma possivel nova estratégia

terapéutica em condicdes de dano que acometam o SNC.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando o BMAA como uma neurotoxina capaz de induzir
excitotoxicidade glutamatérgica, estresse oxidativo e neuroinflamacéo, e tais eventos
estarem relacionados aos mecanismos patologicos da ELA, torna-se relevante
estudar a toxicidade do BMAA, bem como seus mecanismos, em células astrogliais
C6, um modelo experimental amplamente aceito para estudar funcdes astrocitarias.
Adicionalmente, a investigacdo dos efeitos do resveratrol frente ao potencial dano
induzido pelo BMAA pode contribuir para a caracterizacdo do efeito glioprotetor

desta molécula frente a toxicidade do BMAA.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos do BMAA sobre a funcionalidade astroglial em células C6,

bem como o potencial glioprotetor do resveratrol frente a exposicdo de BMAA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de BMAA sobre a viabilidade

celular, a captacéo de glutamato e a producao de ERO;

2. Avaliar as agdes do BMAA e do resveratrol sobre parametros relacionados
ao metabolismo do glutamato em células astrogliais através da captacdo de
glutamato e expressdo do transportador EAAC1, bem como da atividade e

expressao da GS;

3. Investigar os efeitos do BMAA e do resveratrol no perfil redox celular
através da producdo de ERO, niveis de GSH e expressdo da GCL, atividade e

expressao da enzima SOD;

4. Avaliar os efeitos do BMAA e do resveratrol em relacdo a liberacdo e/ou
expressdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, S100B, NLRP3, subunidade p65 do NFkB,

COX-2 e iINCS;

5. Avaliar a expressao dos receptores de adenosina Az, Aza, Az € As;

6. Investigar os efeitos do BMAA e do resveratrol sobre a expresséo de Nrf2,

HO-1, SIRT1, PGC-1a, AMPK, PI3K e Akt.
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5 DISCUSSAO

O BMAA é um amino&cido néo proteico, produzido por uma grande variedade
de cianobactérias e diatomaceas, e sua presenca ja foi descrita em diversas regides
do mundo como China, Australia, Suécia e Poldnia (Btaszczyk et al., 2021; Li et al.,
2010; Salomonsson et al., 2015; Violi et al.,, 2019). Além disso, outros estudos
descrevem o bioacimulo do BMAA ao longo da cadeia alimentar (de forma livre ou
incorporado a proteinas), o que disponibiliza quantidades significativas desse
aminoacido para humanos expostos a alimentos contaminados (Cox et al., 2003;
Wang et al., 2021). No entanto, no Brasil quase ndo existem estudos avaliando a
presenca ambiental do BMAA. Ja no que diz respeito a sua acdo no SNC, o BMAA é
altamente  neurotoxico e relacionado ao surgimento de doencas
neurodegenerativas, principalmente ELA e ALS-PDC (Cox et al., 2018).

Atualmente, os mecanismos mais caracterizados para a a¢do neurotdxica do
BMAA sdo a excitotoxicidade e o estresse oxidativo (Delcourt et al., 2017; Lobner,
2009; Okle et al.,, 2013). Esses mecanismos envolvem, pelo menos em parte,
reacdes para a carbamilacdo do BMAA livre com o COz2 ou bicarbonato (Diaz-parga
et al., 2018). Os produtos dessa reacao sdo carbamatos de BMAA estruturalmente
semelhantes ao glutamato (Zimmerman et al., 2016), que atuam como agonistas dos
receptores de glutamato, principalmente via NMDA e AMPA. Assim, é proposto que
esses carbamatos ativem de forma exagerada os receptores pOs-sinapticos,
despolarizando os neurbnios excessivamente (Diaz-parga et al., 2018).

De forma relevante, pouco se demonstrou até agora sobre a agdo do BMAA
na glia, particularmente nas células astrogliais. Entre as populagfes celulares que
compdem o SNC, os astrécitos desempenham diferentes fun¢des que contribuem

para a manutencdo da sua homeostasia (Verkhratsky and Nedergaard, 2018).
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Particularmente, o metabolismo de neurotransmissores, a homeostase redox e a
resposta inflamatéria adequados estdo diretamente relacionados a funcdes
protetoras endogenas das células astrogliais (Guillamoén-Vivancos et al., 2015). Por
outro lado, a triade excitotoxicidade, estresse oxidativo e inflamacédo é mencionada
em varios estudos associada ao desenvolvimento e progressdo de doencas
neurodegenerativas (Chamorro et al., 2016; Quincozes-Santos et al., 2021). Assim,
a manutencdo da funcionalidade astrocitaria representa uma importante via de
defesa frente aos estimulos nocivos que podem comprometer a homeostase do
SNC, e pode ser positivamente modulada por moléculas exdgenas, como o
resveratrol (Bélanger et al., 2011; Bhatia et al., 2019; Dringen and Hirrlinger, 2003;
Schousboe et al., 2013; Shinozaki et al., 2017; Yi et al., 2019).

Nos ultimos anos, o estudo de moléculas protetoras de origem natural com
foco no SNC vem ganhando destaque, uma vez que elas podem modular diversos
mecanismos biolégicos simultaneamente, representando um notavel potencial
terapéutico (Bastianetto et al., 2015; Grifian-Ferré et al., 2021; Sovrani et al., 2021).
Muitos estudos vém mostrando os efeitos neuroprotetores do resveratrol em
diversos modelos de doencas neurodegenerativas, como AD, Parkinson e ELA
(Mancuso et al., 2014; Moussa et al., 2017; Yafez et al., 2011; Zhang et al., 2018).
Tais efeitos podem estar associados as suas a¢fes antioxidante, anti-inflamatéria e
sobre a atividade de neurotransmissores, bem como na modulacéo de diversas vias
de sinalizacéo, relacionadas ao metabolismo, apoptose e sobrevivéncia celular (Yan
et al., 2020). No entanto, mais estudos sdo necessarios para ampliar a compreensao
dos mecanismos de acgéo celulares e moleculares do resveratrol.

Nosso grupo de pesquisa vem demonstrando que o resveratrol pode modular

importantes fungcbes astrogliais, como captacdo de glutamato, atividade da GS,
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niveis de GSH e resposta inflamatoria, tanto em condicdes basais quanto frente a
estimulos nocivos, como a amonia, LPS e moléculas pré-oxidantes (H202) (Arus et
al., 2017; Bobermin et al., 2019, 2015; Quincozes-Santos et al., 2013)(Bobermin et
al., 2015; Quincozes-Santos et al., 2013; Arus et al., 2017; Bobermin et al., 2019).
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar as alteracbes celulares,
neuroquimicas e moleculares causadas pelo BMAA em células astrogliais, bem
como avaliar o potencial glioprotetor do resveratrol frente a gliotoxicidade do BMAA.
O modelo celular utilizado foi a linhagem de células astrogliais C6, uma das
linhagens astrogliais mais utilizadas em estudos neuroquimicos (Park et al., 2019).
Embora apresentem algumas limitacGes, as células astrogliais C6 representam um
bom modelo de estudo, sendo utilizadas na investigacao de parametros bioquimicos
e metabdlicos relacionados aos astrocitos. Importantes marcadores gliais, como
GFAP e S100B, sdo expressos na linhagem C6 (Benda et al., 1971), bem como
proteinas/enzimas, neurotransmissores, mediadores inflamatorios e moléculas
antioxidantes (Baber and Haghighat, 2010; Quincozes-Santos et al., 2013; Zhang et
al., 2020). Particularmente frente a estimulos téxicos ou alteragbes metabdlicas, as
células astrogliais tém mostrado respostas semelhantes as observadas em culturas
priméarias de astrocitos (Bobermin et al., 2012; Quincozes-Santos et al., 2017, 2014).
Todo esse conjunto de evidéncias reforcam o carater astroglial da linhagem C6.
Considerando que a neurotoxicidade do BMAA tem sido relacionada a
inducéo de excitotoxicidade glutamatérgica e estresse oxidativo, foram avaliados os
efeitos da exposig¢ao a diferentes concentragbes de BMAA (100, 300 e 500 pM) por
um periodo de 24 h em células astrogliais C6 sobre a viabilidade celular, a oxidacéo
de DCFH (como uma medida da producéo de ERO/ERN) e a captacao de glutamato.

Nenhuma das concentracdes testadas de BMAA afetou a viabilidade das células
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astrogliais. Chiu et al. observou um aumento significativo da atividade mitocondrial
em concentracbes de BMAA a partir de 100 uM em células gliais olfativas, porém
utilizando um tempo de exposicéo de 48 h (Chiu et al., 2013).

Nossos dados demonstraram que apenas a maior concentracdo de BMAA
(500 pM) foi capaz de induzir aumento na produgdo de ERO/ERN em células
astrogliais. Este resultado esta de acordo com a literatura, uma vez que 0S mesmos
autores observaram o aumento na producdo de ERO/ERN em células gliais apenas
em concentracdes de BMAA acima de 500 pyM (Chiu et al., 2013). Foi observado
também que todas as concentracdes do nosso estudo aumentaram a captacao de
glutamato de maneira significativa. A partir desses resultados, foi escolhida a
concentracdo de 500 uM de BMAA para os experimentos posteriores, a fim de
avaliar os efeitos glioprotetores do resveratrol.

Como mencionado acima, as células astrogliais ttm um papel importante no
metabolismo do glutamato. Assim, observou-se no presente trabalho que o BMAA foi
capaz de promover alteraces celulares relacionadas a homeostase glutamatérgica,
como 0 aumento na captacao de glutamato. Esse aumento pode estar relacionado,
pelo menos em parte, a capacidade de os carbamatos de BMAA atuarem como
analogos do glutamato, sendo sugerido que estes carbamatos tenham maior
afinidade de ligacdo com os receptores e transportadores glutamatérgicos que o
proprio glutamato (Diaz-parga et al., 2018). No entanto, em relacdo a expressao de
EAACL, o principal transportador de glutamato presente em células C6, o BMAA nao
induziu mudancgas, sugerindo que seu efeito na captagdo nao depende
exclusivamente da expressdo do transportador. Nessa perspectiva, € importante
ressaltar que muitos efeitos sobre a captacdo de glutamato envolvem a

redistribuicdo dos transportadores para e a partir da membrana plasmatica, atraves
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de vias de sinalizacdo como da proteina cinase C e da PI3K (Bobermin et al., 2013;
Dall’lgna et al., 2013; Robinson, 2006).

Além disso, observou-se que o resveratrol per se aumentou a captagédo de
glutamato. Embora o resveratrol ndo tenha modulado de maneira estatisticamente
significativa o efeito do BMAA na captacao, notou-se uma tendéncia de um aumento
ainda maior. Pelo menos na presenca do BMAA, o resveratrol aumentou a
expressdo do EAACL, provavelmente devido a ativacdo de vias que controlam
expressao de EAACL, como por exemplo Nrf2 (Escartin et al., 2011). No contexto da
exposicdo ao BMAA, o aumento da captacdo de glutamato pode apresentar um
papel dual, uma vez que os transportadores de glutamato podem ser uma via de
entrada do BMAA nas células. Além disso, uma maior disponibilidade intracelular de
glutamato pode estimular o influxo do BMAA através do trocador xc-, o qual depende
o efluxo de glutamato para seu funcionamento e tem sido apontado como um
importante mecanismo de transporte do BMAA em células neurais (Albano and
Lobner, 2018).

Apés ser captado, o glutamato pode seguir diferentes destinos metabdlicos
nas células astrogliais. Assim, foi analisada a atividade e expressdo da enzima GS,
responsavel pela conversdo do glutamato em glutamina. Os resultados encontrados
demonstraram que o BMAA induziu um aumento na atividade da GS, bem como da
expressdo de seu RNAm, provavelmente devido a uma maior disponibilidade de
glutamato. A GS é a principal enzima envolvida no metabolismo do glutamato
astroglial. Assim, € responsavel por manter a concentracédo de glutamato intracelular
em niveis baixos, permitindo uma depuracdo eficiente do glutamato por seus

transportadores (Trabelsi et al., 2017).
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Mudancas na atividade e expressdo génica da GS vém sendo reportadas em
diversas desordens do SNC (Jayakumar and Norenberg, 2016). No entanto, na
presenca de resveratrol, tanto a atividade quanto a expresséo da GS foram mantidas
em niveis semelhantes ao controle. Uma vez que o resveratrol ndo impediu o
aumento da captacdo de glutamato induzido pelo BMAA, é possivel que o glutamato
esteja sendo metabolizado por vias alternativas (por exemplo, oxidacdo ou sintese
de GSH). Outros estudos demonstram que concentracfes maiores de resveratrol
(250 yM) podem modular a atividade da GS (Vieira de Almeida et al., 2007). Esse
efeito ndo foi observado na concentracdo de 10 uM, mas o fato do resveratrol
atenuar os efeitos do BMAA sugere que ele pode contribuir para a manutencédo da
homeostasia do ciclo glutamato-glutamina.

O dano oxidativo tem sido relatado em diversos distarbios que acometem o
SNC (Butterfield and Halliwell, 2019; Raza et al., 2019; Smith et al., 2019). As
células astrogliais possuem importantes mecanismos relacionados a defesa
antioxidante e que podem ser modulados tanto por estimulos nocivos como por
moléculas antioxidantes. O estresse oxidativo pode ocorrer como mecanismo
patoldgico primario e/ou como evento secundario, originado de processos como a
disfuncdo mitocondrial e a excitotoxicidade (Vargas and Johnson, 2009). Nosso
grupo tem demonstrado que o resveratrol modula de forma eficaz as respostas das
células astrogliais frente a diferentes estimulos pro-oxidantes (Bobermin et al., 2018;
Quincozes-Santos et al.,, 2013). De forma geral, observou-se que o resveratrol foi
capaz de prevenir o aumento da producao de ERO induzida pelo BMAA. Esse efeito
por ser atribuido parcialmente a sua atividade antioxidante intrinseca, bem como
mediado pela ativacdo dos diferentes mecanismos antioxidantes celulares (Kung et

al., 2021).
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A GSH é uma importante defesa antioxidante ndo-enzimatica para o CNS, o
que a torna um alvo para a glioprotecdo. A diminuicdo do conteudo de GSH como
consequéncia da exposicdo ao BMAA, neste estudo, possivelmente foi associada a
uma diminuicdo da expressao da enzima GCL. Além disso, outro mecanismo pelo
qual o BMAA pode diminuir os niveis de GSH € a reducéo na importacao de cistina.
Como mencionado previamente, o influxo de BMAA em astrécitos pode ocorrer
através do trocador xc. Assim, o BMAA pode inibir por competicdo a captacéo de
cistina, principal fonte de cisteina para a sintese de GSH (Albano and Lobner, 2018).
Apesar de nado termos observado os efeitos per se do resveratrol na concentragao
de 10 uM no conteudo de GSH, ele foi capaz prevenir as alteragdes causadas pelo
BMAA, também em relacdo a expressédo da enzima GCL. Cabe ressaltar que essa
enzima também é controlada por Nrf2, um importante alvo molecular do resveratrol
(Hayes and Dinkova-Kostova, 2014).

O BMAA também diminuiu tanto a atividade da SOD quanto a expressao
génica das isoformas SOD1 e SOD2, os quais também podem representar
mecanismos associados com o dano oxidativo do BMAA. A enzima SOD tem um
papel importante na defesa antioxidante, protegendo as células dos danos causados
pelo anion superoxido. Em relacdo aos astrécitos, o papel protetor da SOD frente
aos danos oxidativos pode ocorrer ainda através da sua secrecdo, impedindo a
oxidacdo da GSH extracelular (Pope et al., 2008). Diaz-Parga et al. relatou o efeito
quelante sobre metais como Mg?*, Zn?* e Cu?* pelo BMAA livre e seus carbamatos
(Diaz-parga et al., 2021). Além de seu potencial em se ligar a metais presentes no
SNC, é sugerida a incorporacdo do BMAA na estrutura primaria da enzima SOD1
(Proctor et al., 2019). Assim, esses mecanismos podem causar perda ou deficiéncia

funcional dessa enzima, representando uma via alternativa para os efeitos oxidativos
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do BMAA. Por outro lado, o resveratrol demonstrou um papel protetor nos danos do
BMAA relacionados a SOD, evitando a diminuicdo de sua atividade e da expressao
das duas isoformas analisadas.

Os resultados deste estudo também apontam que o BMAA foi capaz de
modular a resposta inflamatoria. As células astrogliais sdo fundamentais na
modulacdo da neuroinflamacdo, uma vez que produzem e liberam mediadores
inflamatoérios como TNF-a, IL-1B, IL-6, os quais também estdo associados a
reatividade glial (Giovannoni and Quintana, 2020; Moulson et al., 2021). O TNF-a e a
IL-1B8 s&o citocinas primarias e sinalizam para que haja a produgao e secregao de
outros mediadores, como a IL-6 (Hamby and Sofroniew, 2010). As alteracdes
inflamatorias sdo eventos classicamente descritos em diversas doencas
neurodegenerativas, como AD, Parkinson e ELA (Liddelow and Barres, 2017). Nesse
sentido, a resposta inflamatéria mediada por células astrogliais pode ser um
importante mecanismo relacionado a neurotoxicidade do BMAA. No entanto, os
efeitos do resveratrol foram significativos em impedir as consequéncias do BMAA na
resposta inflamatéria, tanto em relacdo a liberacdo quanto a expressdo desses
mediadores. Esses resultados corroboram as propriedades anti-inflamatérias do
resveratrol em células astrogliais, que tém sido observadas em diferentes condicdes
experimentais, como na gliotoxicidade induzida por amoénia (Bobermin et al., 2012),
lipopolissacarideo (Bobermin et al., 2022) e peptideo beta-amiloide (Zhao et al.,
2018).

A atividade anti-inflamatoria do resveratrol também pode ser reforcada pelos
seus efeitos na expressdo de S100B e IL-10. Tanto a expressdao como niveis
extracelulares aumentados da proteina S100B tém sido associados a processos

inflamatorios e neurodegenerativos (Angelopoulou et al., 2021; de Souza et al.,
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2009). Pelo menos na concentracdo de BMAA e no tempo analisados, a expressao
génica de S100B nao foi modulada nas células astrogliais. Por outro lado, a
diminuicdo dos niveis do RNAmM de S100B causada pelo resveratrol pode estar
relacionada a seus efeitos glioprotetores. Além disso, previamente, nosso grupo de
pesquisa mostrou que o resveratrol foi capaz de conter o aumento da liberacéo de
S100B induzido por amobnia (Bobermin et al.,, 2012). Em relacdo a IL-10, o
resveratrol ndo apenas preveniu o efeito do BMAA na reducdo de sua expressao,
como a modulou positivamente em condi¢cdes basais. A IL-10 pode reprimir a
expressdo de TNF-q, IL-18 e IL-6 (Zhang and An, 2007), além de atenuar a ativacao
do NFkB.

O BMAA causou um aumento na expressao da subunidade p65 de NFkB, o
gue pode contribuir para uma maior ativacdo desse fator de transcricdo. Em um
estudo recente, foi observado um aumento dos niveis nucleares da subunidade p65
em neurdnios corticais tratados com BMAA (Silva et al., 2020). O resveratrol, por sua
vez, ndo apenas preveniu o efeito do BMAA como reduziu a expressao desse fator
de transcricdo, que é um dos principais reguladores na transcricdo de diversos
fatores relacionados a inflamagdo, como citocinas, quimiocinas, enzimas e
receptores (Giridharan and Srinivasan, 2018). Entre esses alvos transcricionais do
NFkB estdo os genes de NLRP3, COX-2 e INOS (Jung et al., 2019; Patel et al.,
2017). As enzimas COX-2 e iINOS estdo envolvidas na sintese de prostaglandinas e
de NO, os quais também atuam como importantes mediadores inflamatorios
(Ghasemi and Fatemi, 2014; Minghetti, 2004). BMAA e resveratrol modularam de
maneira oposta a expressdo génica das enzimas COX-2 e iNOS, indicando os
efeitos pro-inflamatorios e anti-inflamatoérios, respectivamente, dessas moléculas.

Apesar do NLRP3 participar da maturacdo e consequente liberacdo da IL-1
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(Heneka et al., 2018), e estar envolvido nos efeitos do BMAA em neurénios (Silva et
al.,, 2020), ndo foi observada alteracdo da sua expressdo génica em células
astrogliais.

A sinalizacdo adenosinérgica desempenha importantes funcées no SNC, e
em células gliais esta envolvida na modulacéo da resposta inflamatoria (Almeida et
al., 2017; Borea et al.,, 2016; Newell et al., 2015). Nesse sentido, Tsuitsui et al.
observou que a ativacéo do receptor Al atenuou a neuroinflamacédo em um modelo
de esclerose multipla, e que a expressédo de IL-1B e iINOS no cérebro de animais que
nao expressavam o receptor Az foi significativamente maior (Tsutsui, 2004) . Quanto
ao receptor A2, sua estimulagdo também é capaz de atenuar respostas
inflamatorias induzidas por receptores do tipo Toll na microglia (van der Putten et al.,
2009). Nosso grupo de pesquisa demonstrou recentemente o envolvimento dos
receptores de adenosina na atividade anti-inflamatoria do resveratrol em astrécitos
(Bobermin et al., 2019). Aqui, observou-se que o BMAA modulou negativamente a
expressao dos receptores de adenosina, particularmente dos subtipos A1 e Aza, €
que o resveratrol preveniu tal modulacdo causada pelo BMAA. Assim, o papel
glioprotetor do resveratrol frente ao dano inflamatério causado pelo BMAA pode
estar relacionado, pelo menos em parte, com a modulacdo dos receptores de
adenosina.

Tanto os efeitos gliotbxicos do BMAA quanto os efeitos glioprotetores do
resveratrol observados neste trabalho podem estar correlacionados com a
modulagcdo da expressdo de diversas vias de sinalizagdo que coordenam efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios e mitocondriais. O Nrf2 regula a transcricdo da
enzima HO-1 e uma série de genes que codificam proteinas antioxidantes, incluindo

SOD e GCL (Ahmed et al., 2017; Bellezza et al., 2018; Hayes and Dinkova-Kostova,
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2014). A HO-1 exerce importantes efeitos anti-inflamatoérios, ja que alguns de seus
produtos, como bilirrubina e CO, podem inibir a atividade da INOS e a ativacéo do
NFkB (Bellezza et al., 2018; Mancuso et al., 2014). Nosso grupo demonstrou o
envolvimento da atividade da HO-1 na atenuacdo da ativagdo de NFkB pelo
resveratrol (Bellaver et al., 2015b), bem como na modulacdo de outros parametros
funcionais de células astrogliais, como a captacéo de glutamato e 0 metabolismo da
GSH (Arus et al., 2017; Bellaver et al., 2015b). Embora os dados deste estudo nao
tenham mostrado um efeito do BMAA sobre a expressdo de Nrf2 e HO-1, o
resveratrol per se aumentou a expressao de ambas, corroborando o papel dessa via
nos efeitos glioprotetores do resveratrol.

O PGC-1a € o regulador chave da biogénese mitocondrial, modulando
proteinas que sdo essenciais para a transcricdo do DNA mitocondrial e que ajudam
a manter o numero de coépias mitocondriais (Chen et al., 2013). Além de ampliar a
capacidade antioxidante mitocondrial, niveis aumentados de PGC-1a diminuem a
producdo e secrecdo de IL-6 (Nijland et al., 2014). Tais efeitos anti-inflamatérios
podem ser regulados por meio da interacdo molecular do PGC-1a com a subunidade
p65 do NFkB (Rius-Pérez et al., 2020). Neste trabalho, foi observado um declinio
expressivo dos niveis de RNAmM de PGC-1a induzido pelo BMAA, apontando essa
via como um potencial mecanismo para seus efeitos mitocondriais. O resveratrol, por
outro lado, foi capaz de prevenir essa reducao, bem como aumentou a expressao de
PGC-1a em condicbes basais. Assim, a agao antioxidante do resveratrol em relagao
a expressdo de SOD1 pode estar também relacionada com a ativacdo de PGC-1a
(Qi et al., 2015).

A proteina AMPK regula diversas funcdes metabolicas e apresenta um

potencial efeito modulatorio na neuroinflamacéo (Peixoto et al., 2017), como por

63



exemplo, na inibicdo indireta da ativagcdo do NFkB através de vias a jusante, como
SIRT-1 e PGC-1a (Jeon, 2016). Além disso, a AMPK apresenta um papel na defesa
antioxidante, podendo regular positivamente genes que codificam a enzima SOD
(Greer et al., 2007). A ativacdo da desacetilase SIRT1, que também possui um papel
regulatério em processos inflamatérios (Hwang et al., 2013), tem sido apontada
como um dos principais mecanismos relacionados aos efeitos benéficos do
resveratrol (Bhullar and Hubbard, 2015). No entanto, pelo menos em relacdo a
transcricdo, ndo foram observadas alteracdes de AMPK e SIRT1 em resposta tanto
ao resveratrol quanto ao BMAA no modelo celular, concentracdes e tempo de
exposicao utilizados nesta dissertacao.

A via de sinalizacdo PI3K/AKt regula uma variedade de processos bioldgicos
e esta intimamente ligada a sobrevivéncia celular, metabolismo celular e apoptose
(Yan et al.,, 2020). Sua ativacdo pode inibir a apoptose induzida pelo estresse
oxidativo, aumentando a expressao de SOD e contribuindo para a neuroprotecao
(Jiang et al., 2015). Além disso, alteracdes da sinalizacdo mediada por PI3K e Akt
promovem um aumento na inflamacao (Merighi et al., 2006) e tém sido descritas em
processos neurodegenerativos (Gabbouj et al.,, 2019). Assim, a diminuicdo da
expressao de PI3K e Akt induzida pelo BMAA pode estar envolvida em suas acdes
gliotéxicas, enquanto a prevencédo de tais efeitos pode representar um mecanismo
adicional de protecdo pelo resveratrol, que ja tém sido associado a PI3K e Akt
(Bastianetto et al., 2015).

As células astrogliais exercem func¢des criticas no SNC, tanto em condi¢cbes
fisiologicas, quanto patolégicas. Os termos gliotoxicidade e glioprotecéo referem-se
as alteracbes dessas funcbes, que refletem impactos diretos e indiretos na

homeostase do SNC. Tais alteracbes implicam na capacidade dessas ceélulas em
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protegerem a si mesmas e a outras populacdes celulares do SNC. Assim, a
modulacdo da funcionalidade astroglial pode representar um alvo para novas
estratégias protetoras e, potencialmente, para o desenvolvimento de farmacos para
condicBes patologicas que acometam o SNC (Quincozes-Santos et al., 2021).
Assim, este trabalho demonstrou a acdo do BMAA sobre diversos parametros
gue estao envolvidos significativamente na homeostase do SNC. Até onde sabemos,
nosso trabalho mostra pela primeira vez as modulacbes ocasionadas pelo BMAA
sobre parametros glutamatérgicos, redox e inflamatorios em células astrogliais. Além
disso, avaliamos os efeitos do resveratrol e seus possiveis mecanismos frente ao
dano causado pelo BMAA, demonstrando uma potencial glioprotecdo pelo

resveratrol, particularmente em relacdo a homeostase redox e a inflamacéao.
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6 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que o BMAA modula importantes parametros
celulares e moleculares astrogliais relacionados a homeostase e metabolismo do
glutamato, ao equilibrio redox, resposta inflamatéria e vias de sinalizagédo
intracelulares, evidenciando o seu potencial gliotoxico. Os dados demonstram ainda
que a toxicidade do BMAA pode ser prevenida pelo resveratrol, através da
modulacdo e manutencdo da funcionalidade astroglial, corroborando suas acdes

glioprotetoras.
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7 PERSPECTIVAS

Caracterizar os efeitos do BMAA em cultura primaria de astrocitos
provenientes de ratos Wistar adultos;

Investigar os mecanismos de transporte do BMAA em astrécitos através da
analise da expresséao e atividade do trocador xc™ e da utilizacdo de inibidores
farmacolégicos para esse trocador, bem como para os transportadores de
glutamato (EAATS/EAAC]);

Avaliar a expressao e atividade das enzimas relacionadas ao metabolismo da
GSH, como glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa S-
transferase em cultura de astrocitos;

Avaliar o conteudo proteico e/ou ativagdo da subunidade p65 de NFkB,
NLRP3, PGC-1a, PI3K, Akt, Nrf2, HO-1, AMPK e SIRT1 em cultura de
astroécitos;

Avaliar o potencial glioprotetor do resveratrol frente a toxicidade do BMMA em
cultura de astrocitos de animais adultos, focando em diferentes
concentracfes e tempos de exposi¢cao ao resveratrol.

Avaliar respostas de células neuronais ao meio condicionado de astrécitos
expostos ao BMAA na presenca e auséncia de resveratrol, buscando
compreender os efeitos da comunicacao entre astrocitos e neurénios frente a

toxicidade do BMAA e nos mecanismos glioprotetores do resveratrol.
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10 LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica do aminoacido 3-N-metilamino-L-alanina (BMAA).

Figura 2: Estrutura quimica do resveratrol.
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