&
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

BIOQUIMICA

EFEITOS DO ACIDO METILMALONICO (MMA) SOBRE PARAMETROS

ASTROGLIAIS EM CELULAS C6

Roémulo Rodrigo de Souza Almeida
Orientador: Prof. André Quincozes dos Santos

Coorientador: Prof. Guilhian Leipnitz

Porto Alegre

2022



CIP - Catalogagao na Publicagao

Rodrigo de Sucza Almeida, Rémulo

EFEITOS DO ACIDO METILMALONICO (MMA) SOBRE
PARAMETROS ASTROGLIAIS EM CELULAS C6 / Rémulo Rodrigo
de Suoza Almeida. -- 2022.

99 f.

Orientador: André Quincozes dos Santos.

Coorientador: Guilhian Leipnipz.

Tese (Doutcrado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldégicas:
Bioquimica, Porto Alegre, BR-RS, 2022.

1. Acido metilmaldnico (MMA). 2. Células
astrogliais C6. 3. Resposta Inflamatdria. 4.
Glioprotecgdo. I. Quincozes dos Santos, André, orient.
IT. Leipnipz, Guilhian, coorient. IIT. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracao Automatica de Ficha Catalogréfica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

BIOQUIMICA

EFEITOS DO ACIDO METILMALONICO (MMA) SOBRE PARAMETROS

ASTROGLIAIS EM CELULAS C6

Rémulo Rodrigo de Souza Almeida
Orientador: Prof. André Quincozes dos Santos

Coorientador: Prof. Guilhian Leipnitz

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas:
Bioquimica, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, como requisito parcial a

obtencéao do titulo de Doutor em Bioquimica

Porto Alegre

2022
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Além de todos os familiares e pacientes com acidemia metilmalonica.



“Um cientista no seu laboratdrio ndo € apenas um técnico: &,
também, uma crianga colocada a frente de fendbmenos naturais

que impressionam como se fossem um conto de fadas”.

Marie Curie
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RESUMO

A acidemia metilmalénica € uma doenga neurometabdlica bioquimicamente
caracterizada pelo acumulo do acido metilmalénico (MMA) em diferentes tecidos,
inclusive no sistema nervoso central (SNC). Os pacientes com este erro inato do
metabolismo (EIM) apresentam, ao longo da vida, crises de descompensagao
metabdlica com altos niveis de MMA nos tecidos e liquidos biolégicos dos
pacientes, que podem chegar até 5 mM no SNC, gerando significativos prejuizos
neurologicos. As células astrogliais apresentam varias fungdes, como
manutengdo da homeostase glutamatérgica, defesa antioxidante e resposta
inflamatdria. Considerando a importancia destas células, tanto em condi¢cbes
fisiologicas, quanto em situagdes de dano, nesta tese buscamos investigar os
efeitos do MMA sobre parametros gliais, em dois tempos de exposi¢cao: 24 e 48
h. No capitulo I, observamos que o MMA (5 mM, 48 h) induziu uma redug¢ao nos
niveis de MTT, indicativo de viabilidade celular, bem como nos niveis
extracelulares de glutamato e glutamina, e um aumento na captagdo de
glutamato, na atividade da enzima glutamina sintetase (GS) e nos niveis de
RNAm do fator nuclear da cadeia k de linfécitos B (NFkB) e 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS). No segundo capitulo da tese, a exposigcdo de MMA em células
C6 por 24 h diminuiu a reducdo de MTT, os niveis de glutationa (GSH), a
atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPx), e os niveis de RNAm do coativador 1-alfa do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissomo (PGC-1a) e dos receptores de adenosina. Ainda, o
MMA aumentou a expressdo dos mediadores inflamatorios fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina-1B (IL-1p), ciclo-oxigenase 2 (COX-2), iNOS,
fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), NFkB, p21 e aquaporina 4
(AQP-4). Dessa forma, nossos resultados apontam efeitos diretos do MMA sobre
parametros astrogliais, relacionados ao metabolismo glutamatérgico, resposta
inflamatdria e homeostasia redox, apoiando a ideia de que as alteracdes nas
células astrogliais podem estar associadas a neurotoxicidade do MMA. Além
disso, no capitulo Il, demonstramos também que a melatonina e o resveratrol
foram capazes de prevenir o aumento dos niveis extracelulares de TNF-a e IL-
1B, bem como a diminuigdo nos niveis de GSH, induzidos por MMA, podendo
assim atuar como estratégias glioprotetoras frente aos danos induzidos por este
acido organico.

Palavras-chave: Acido metilmalénico, células astrogliais C6, homeostase
glutamatérgica, resposta inflamatéria, estresse oxidativo, glioprotecéo.



ABSTRACT

Methylmalonic acidemia is a neurometabolic disorder biochemically
characterized by the accumulation of methylmalonic acid (MMA) in different
tissues, including in the central nervous system (CNS). Patients with this inborn
error of metabolism (IEM) have lifelong crises of metabolic decompensation with
high levels of MMA, which can reach up to 5 mM in the CNS, causing significant
neurological damage. Astroglial cells have several functions, such as
maintenance of glutamatergic homeostasis, antioxidant defense and
inflammatory response. Considering the relevance of these cells in physiological
and pathological conditions, in this thesis we aim to investigate the effects of
MMA on astroglial parameters, at two exposure times: 24 and 48 h. In the Chapter
I, we observed that MMA (5 mM, 48 h) induced a decrease in MTT levels,
indicative of cell viability, as well as in extracellular levels of glutamate and
glutamine, and an increase in glutamate uptake, in the glutamine synthetase (GS)
activity, and in the mRNA levels of nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells (NFkB) and inducible nitric oxide synthase (iNOS). In the
Chapter Il, MMA exposure in C6 cells for 24 h decreased the levels of MTT, and
glutathione (GSH), the enzymatic activities of superoxide dismutase (SOD) and
glutathione peroxidase (GPx), as well as the mRNA levels of peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a) and
adenosine receptors. In addition, MMA increased the expression of inflammatory
markers tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-18 (IL-1B), cyclooxygenase
2 (COX-2), INOS, nuclear factor erythroid 2-related to factor 2 (Nrf2), NFkB, p21,
and aquaporin 4 (AQP-4). Therefore, our results point to direct effects of MMA on
astroglial parameters, related to glutamatergic metabolism, inflammatory
response, and redox homeostasis, supporting the idea that changes in astroglial
cells may be associated with the toxic effects of MMA on the CNS. Furthermore,
in Chapter Il, we also demonstrated that melatonin and resveratrol were able to
prevent the increase in extracellular levels of TNF-a and IL-1B, as well as the
decrease in the GSH levels, induced by MMA, indicating their potential
glioprotective effects against the damage induced by this organic acid.

Keywords: Methylmalonic acid, C6 astroglial cells, glutamatergic homeostasis,
inflammatory response, oxidative stress, glioprotection.



LISTA DE ABREVIATURAS

AQP-4 Aquaporina 4

ATP Adenosina trifosfato

BHE Barreira hematoencefalica
COX-2 Ciclo-oxigenase 2

EAACA Carreador de aminoacidos excitatorios 1
EIM Erros inatos do metabolismo
ERO Espécies reativas de oxigénio
ERN Espécies reativas de nitrogénio
GCL Glutamato cisteina ligase

GFAP Proteina acida fibrilar glial
GLAST Transportador glutamato-aspartato
GLT1 Transportador de glutamato tipo 1
GPx Glutationa peroxidase

GR Glutationa redutase

GS Glutamina sintetase

GSH Glutationa

H20:2 Peroxido de hidrogénio

HO1 Heme oxigenase 1

IL-18 Interleucina 13

IL-6 Interleucina 6

iINOS Oxido nitrico sintase induzivel
MMA Acido metilmalénico

MUT Metilmalonil-CoA mutase



NFkB Fator nuclear da cadeia k de linfocitos B

NO Oxido nitrico

Nrf2 Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2

PGC1-a Coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissomo

RNAmM Acido ribonucleico mensageiro

SNC Sistema nervoso central

SOD Superéxido dismutase

SOD1 Superéxido dismutase 1

SOD2 Superéxido dismutase 2

TNF-a Fator de necrose tumoral-a



INTRODUGAO
1. Erros inatos do metabolismo e acidemias orgénicas

Os erros inatos do metabolismo (EIM) foram descritos pela primeira vez por
um médico e quimico inglés, Sir Archibald Edward Garrod (Mak, Lee et al. 2013).
Através de seus estudos com individuos portadores da alcaptonuria, ele
descreveu a influéncia da individualidade quimica e os efeitos da
consanguinidade sobre a geragdo de fendtipos distintos observados nos EIM
(Garrod 1996). Os EIM incluem um grande grupo de disturbios hereditarios
originados por um defeito em uma proteina, geralmente uma enzima ou
transportador, ou ainda em um cofator em uma via metabdlica especifica,
resultando no acumulo de metabdlitos toxicos e a deficiéncia de produtos
importantes para a homeostase celular (Giugliani, Dutra-Filho et al. 1989,
Matalonga, Gort et al. 2017, Wajner 2019).

Individualmente os EIM sdo raros, mas coletivamente apresentam um
grupo diverso de mais de 1000 doencgas (Ferreira, van Karnebeek et al. 2019).
Existe uma discrepancia na literatura cientifica global referente a incidéncia geral
dos EIM, provavelmente devido aos diferentes métodos de triagem, dificuldade
de identificacado e regiao geografica, relativos a mudangas entre os paises. No
entanto, segundo alguns estudos, a prevaléncia é estimada entre 1 a cada 800
— 2.500 nascidos vivos (Ghosh, Schlecht et al. 2017, Ismail, Showalter et al.
2019). Os EIM incluem varias alteragées em vias bioquimicas como: defeitos no
ciclo da ureia, disturbios do metabolismo de aminoacidos, carboidratos, purinas
e pirimidinas, defeitos na oxidagédo de acidos graxos, alteracées mitocondriais,
alteracbes em neurotransmissores, bem como uma variedade de outros efeitos

biolégicos (Wajner 2019, Dimitrov, Molema et al. 2020).



Em uma das classificagbes estabelecidas para os EIM, eles sao
subdivididos em 130 grupos, dentre eles o das acidemias organicas.
Aproximadamente 65 acidemias organicas sdo descritas, sendo que a sua
incidéncia entre os EIM se aproxima de 1 em cada 3.000 nascidos vivos (Villani,
Gallo et al. 2017). As acidemias organicas sdo descritas com a presenga de
elevados niveis de acidos mono, di e/ou tri carboxilicos (acidos organicos) e
derivados ésteres de coenzima A, carnitina e/ou glicina, que sao considerados
toxicos em altas concentragbes (Ramsay, Morton et al. 2018, Tuncel, Boy et al.
2018). A origem dessas alteragdes sao mutagdes em genes que codificam
enzimas envolvidas no catabolismo de aminoacidos, carboidratos ou lipideos
(Vaidyanathan, Narayanan et al. 2011, Ramsay, Morton et al. 2018). Entretanto,
€ 0 excesso de acidos organicos em fluidos corporais que geralmente causa
desequilibrio acido-basico, que pode levar posteriormente a alteracdes celulares,
bem como uma variedade de sintomas clinicos, principalmente neuroldgicos

(Villani, Gallo et al. 2017).

1.1 Acidemia metilmaldnica e acido metilmalénico

A acidemia metilmaldnica, € uma doenca neurometabdlica autossOmica
recessiva e multissistémica, que afeta aproximadamente 1 em cada 50.000 a
100.000 recém-nascidos; entretanto, esta prevaléncia pode estar subestimada,
uma vez que, como mencionado anteriormente, existe uma propor¢cao de casos
que provavelmente permanecem nao diagnosticados (Baumgartner, Horster et
al. 2014, Almasi, Guey et al. 2019). Esta acidemia orgéanica é caracterizada pelo
acumulo do acido metilmalénico (MMA) e seus metabdlitos, causada pela

deficiéncia da enzima metilmalonil-CoA mutase (MUT) e/ou seu cofator, a



cianocobalamina (Manoli, Sloan et al. 2005). O MMA €& um &acido organico
(dicarboxilico) endogeno, que é originado a partir da degradagdo de valina,
isoleucina, treonina, metionina, colesterol e acidos graxos de cadeia impar,
sendo posteriormente convertido a succinato e requerido para producao
energética no ciclo do acido citrico, como mostrado na Figura 1 (Zhou, Cui et al.

2018, Wajner 2019).

Existem diferentes fendtipos da doenca, com inicio das manifestacdes
clinicas podendo ocorrer desde os primeiros dias de vida até a idade adulta.
Todos os pacientes apresentam fendtipos caracterizados por periodos
saudaveis e intermitentes com episddios de descompensagao metabdlica, que
podem estar relacionadas a outros sintomas como: infeccbes do trato
respiratorio superior, pneumonia e gastroenterite (Zwickler, Haege et al. 2012,
Zhou, Cui et al. 2018). Clinicamente, um episédio de descompensacao
metabdlica ocorre pela apresentacdo de alguns sintomas caracteristicos:
vomitos recorrentes, recusa alimentar e consciéncia prejudicada (Zwickler,
Haege et al. 2012). Além destes sintomas, os pacientes podem apresentar:
hiperamonemia, encefalopatia, insuficiéncias renal crénica e hepatica, letargia,
hipotonia, hipotermia, cetoacidose, trombocitopenia, desidratacdo, anorexia,
retardo mental, coma, convulsao e déficit cognitivo (Manoli, Sloan et al. 2005,
Zwickler, Haege et al. 2012, Fraser and Venditti 2016).

O diagndstico € baseado na detecgao de elevados niveis de MMA, acido 3-
hidroxipropidnico, acido metilcitrico, glicina e propionilcarnitina no sangue

(Fowler, Leonard et al. 2008). O tratamento da acidemia metilmalbnica
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atualmente € realizado de acordo com os sintomas apresentados, com
acompanhamento médico especifico. Em periodos de crise, primeiramente é
realizada a restricdo da ingesta proteica (fundamentado na restricdo dos
aminoacidos que podem gerar o MMA), administragédo intravenosa de glicose,
eliminacdo de metabdlitos por hemodialise e transfus&do exsanguinea (Jafari,
Braissant et al. 2013, Baumgartner, Horster et al. 2014). Posteriormente uma
terapia deve ser orientada com a utilizagdo de L-carnitina (50 — 300 mg/Kg/dia),
cuja importancia esta relacionada ao fato dos metabdlitos toxicos se unirem a
carnitina para serem excretados, como propionilcarnitina. A suplementacao €&
feita com complexos de vitaminas, minerais e aminoacidos livres precursores de
valina, isoleucina, treonina e metionina. Por fim, antibiéticos como neomicina e
metronidazol também podem reduzir a producdo do MMA pelas bactérias
intestinais (Manoli, Sloan et al. 2005).

O MMA pode ser produzido nos tecidos e transportado ao plasma e liquido
cefalorraquidiano onde pode atingir concentragdes entre 2.5 — 5.0 mmol/L em
crises de descompensacao metabdlicas (Fontella, Pulrolnik et al. 2000, Kolker,
Sauer et al. 2006). No entanto, as concentragdes no cérebro podem atingir niveis
mais altos, e o excesso do MMA pode ser extremamente toxico podendo levar a
disturbios no sistema nervoso central (SNC) (Melo, Kowaltowski et al. 2011).

No SNC, o excesso de MMA induz alteragdes relacionadas ao globo palido,
ganglios da base, hipodesenvolvimento cerebelar, atrofia cortical, dilatagao do
ventriculo e anormalidades na substancia branca (Wajner and Coelho 1997,
Yang, Guo et al. 2020). Também sao observadas alteragdes neuroldgicas
originadas pelo acumulo de MMA que podem ser correlacionadas

bioquimicamente com a inibigao do ciclo do acido citrico, aumento na captacgao



de dlicose, aumento de lactato e diminuicdo de adenosina trifosfato (ATP)
(Narasimhan, Sklar et al. 1996). Muitos estudos tém demonstrado os efeitos
neurotoxicos do MMA em células neuronais (Proctor, Turton et al. 2020, da
Costa, Dos Santos et al. 2021), no entanto, poucos estudos tém abordado efeitos

deste composto sobre as células gliais.

2. Células gliais

As células gliais foram descritas ha mais de um século, e inicialmente elas
eram conhecidas apenas como elementos celulares que davam suporte aos
neurénios no SNC. No entanto, ao longo dos anos, outros estudos foram
caracterizando a diversidade celular e funcional destas células, que sao
subdivididas principalmente em: astrocitos, oligodendrécitos e microglia
(Parpura, Heneka et al. 2012).

Os astrécitos sao as células gliais mais numerosas e diversificadas no
SNC. Estas células sido conhecidas por sua versatilidade e dinamica,
representando um elemento chave na homeostase cerebral, tanto em condicbes
fisiolégicas como em situagdes de dano (Verkhratsky, Nedergaard et al. 2015).
As principais fungdes desempenhadas por estas células sdo: manutengao e
homeostase de neurotransmissores, suporte metabdlico através do ciclo
glutamato-glutamina e do metabolismo da glicose, manutengdo da homeostase
de ions extracelulares, sintese e secrecdao de fatores ftroficos e
gliotransmissores, defesa antioxidante, participagcdo na resposta inflamatoéria,
através da producgéo e liberacao de citocinas (Wang and Bordey 2008, Belanger,

Allaman et al. 2011, Quincozes-Santos, Bobermin et al. 2014, Filous and Silver
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2016, Argente-Arizon, Guerra-Cantera et al. 2017, Verkhratsky and Nedergaard

2018).

2.1 Células astrogliais C6

A linhagem celular C6 foi originada na década de 60 (Benda, Lightbody et
al. 1968), a partir do isolamento de células de um glioma de rato Wistar-Furth,
apos injecdes repetitivas com o agente alquilante, N-nitrosometiluréia. Apds o
isolamento, as células derivadas do sexto clone (por isso C6) foram plaqueadas
e propagadas através de cultivo celular. Estas células tém sido empregadas para
estudos neuroquimicos e constituem um modelo alternativo confiavel para
trabalhos baseados na resposta a agentes externos, possuindo uma vasta
literatura como um modelo astroglial (Bobermin, Quincozes-Santos et al. 2012,
Galland, Seady et al. 2019). Ap6és um determinado numero de passagens
(aproximadamente 100), estas células apresentam um perfil com caracteristicas
astrogliais, como a expressao da proteina S100 B, da proteina acida fibrilar glial
(GFAP), atividade da enzima glutamina sintetase (GS) e transportadores de
glutamato (Benda, Lightbody et al. 1968, Pfeiffer, Herschman et al. 1970,
Quincozes-Santos, Bobermin et al. 2017).

Portanto, as células astrogliais C6 vém sendo utilizadas amplamente para
avaliar parametros astrogliais, como conteudo de glutationa (GSH), captacao de
glutamato, resposta a estresse oxidativo, resposta inflamatéria e vias de
sinalizagdo. Neste sentido, varios trabalhos do nosso grupo tém confirmado sua
relevancia como modelo experimental in vitro de estudo de fung¢des astrocitarias
(Bobermin, Quincozes-Santos et al. 2012, Quincozes-Santos, Bobermin et al.

2014, Quincozes-Santos, Bobermin et al. 2017, Bobermin, Weber et al. 2020).
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Por fim, ela representa uma ferramenta importante na prospeccao de
mecanismos bioquimicos, celulares e moleculares correlacionados a respostas

astrogliais, em condigdes fisiologicas e patoldgicas.

2.2 Sistema glutamatérgico

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio encontrado no SNC.
Ele desempenha um importante papel em diversas vias metabdlicas e de
sinalizac&o, que sao necessarias para homeostase neural, por isso ele tem sido
estudado extensivamente tanto em condi¢des fisioldgicas, quanto de injurias
cerebrais (Meldrum 2000, Hertz 2006, McKenna, Stridh et al. 2016).

A liberagéo do glutamato é transitoria na fenda sinaptica neuronal e os seus
niveis sao finamente regulados pelos astrécitos (Andersen, Markussen et al.
2021). E importante ressaltar, que esse neurotransmissor exerce seu efeito
excitatorio através de receptores especificos: os ionotropicos, que sdo canais
ibnicos permeaveis a cations, e os metabotropicos, que pertencem a familia dos
receptores acoplados a proteina G (Mayer and Armstrong 2004, Platt 2007,
Traynelis, Wollmuth et al. 2010).

Os astrocitos sao essenciais nas sinapses glutamatérgicas, pois
desempenham um papel-chave na regulagao da transmissao sinaptica, através
da captacado, metabolismo e liberagdo deste neurotransmissor (Anderson and
Swanson 2000, Schousboe and Waagepetersen 2005). Neste sentido, as
concentragdes extracelulares de glutamato sdo mantidas em niveis fisioldgicos,
através de dois principais transportadores astrocitarios de alta afinidade,
dependentes de soédio, conhecidos como transportador de glutamato tipo 1

(GLT1) e transportador glutamato-aspartato (GLAST) (Anderson and Swanson
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2000). No entanto, as células astrogliais C6 expressam principalmente o
transportador carreador de aminoacidos excitatorios 1 (EAAC1) (Murphy, Vines
et al. 2009, Quincozes-Santos, Bobermin et al. 2017, Parkin, Udawela et al.
2018).

A GS é uma enzima majoritariamente astrocitaria, o que a torna um
marcador deste tipo de célula, desempenhando um papel fundamental no ciclo
glutamato-glutamina, em relagcdo a conversao do glutamato a glutamina (Hertz
and Rothman 2017). A glutamina pode ser utilizada de varias formas como
precursora de proteinas, acidos nucleicos, purinas, pirimidinas, bem como fonte
de carbono para oxidagdo em algumas células. Além disso, no SNC ela
desempenha uma importante fungdo em relagéo a transmissao glutamatérgica,
atuando como precursora de glutamato e do acido gama-aminobutirico
(Newsholme, Lima et al. 2003, Newsholme, Procopio et al. 2003, Brusilow,

Koehler et al. 2010).

3. Homeostase redox

O SNC mantém uma alta taxa metabdlica, o que acarreta a geragéao de
grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO), tornando-o mais
vulneravel ao estresse oxidativo (Salim 2017). Tal condigao esta associada a um
desequilibrio entre a producao de ERO e as defesas antioxidantes, e no SNC os
astrocitos sao fundamentais na manutencédo desta homeostasia redox (Chen,
Qin et al. 2020). Assim, embora os astrocitos em certas condi¢des patoldgicas
possam ser uma das principais fontes de ERO, causando danos neurais, eles
também produzem uma resposta antioxidante efetiva e que ajuda no controle do

estresse oxidativo no SNC (Chen and Swanson 2003, Chen, Qin et al. 2020).
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A GSH, o principal antioxidante n&o-enzimatico presente nos astrécitos,
atua em varios processos celulares para manutengao redox, metabolismo de
nutrientes, proliferagdo celular e transdugéao sinal (Aquilano, Baldelli et al. 2014,
McBean 2017). A sintese da GSH ocorre a partir da reacdo catalisada pela
enzima a glutamato cisteina-ligase (GCL), que utiliza glutamato e cisteina para
formar o dipeptideo y-glutamilcisteina, que juntamente com a glicina, através de
uma reagdo catalisada pela glutationa sintetase, dara origem a GSH (Dringen
2000, Arus, Souza et al. 2017). Além disso, a glutationa peroxidase (GPx)
converte o peréxido de hidrogénio (H202) em agua, oxidando a GSH a GSSG
(Brigelius-Flohe and Maiorino 2013, Aquilano, Baldelli et al. 2014). A GSH é
entdo regenerada pela enzima glutationa redutase (GR) por intermédio da
oxidagdo do NADPH (McBean 2017).

Além do sistema antioxidante mencionado anteriormente, os astrécitos
também apresentam enzimas importantes, como a superoxido dismutase (SOD)
que dismuta o ion superéxido a peréxido de hidrogénio (H202) e a catalase que
catalisa a reducao do H202 a agua e oxigénio molecular (Pisoschi and Pop 2015,
Chen, Qin et al. 2020).

Em uma situacdo de dano oxidativo, pode ocorrer a inducdo de uma
importante proteina, a heme oxigenase 1 (HO1), que é uma enzima que participa
da defesa celular contra o estresse oxidativo e € um importante alvo terapéutico
correlacionado com neuroprotecao (Jazwa and Cuadrado 2010). A indugéo da
HO1 por ERO esta relacionada a ativagao de varios fatores de transcrigdo, como
o multifuncional fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) (Wegiel,
Nemeth et al. 2014, Loboda, Damulewicz et al. 2016). O Nrf2 é um regulador

chave em relagcdo a resposta antioxidante, pois controla a expressdo de
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importantes genes citoprotetores (Ma 2013, Buendia, Michalska et al. 2016). Em
condigbes fisiologicas, este fator de transcricdo encontra-se inativo no
citoplasma, sendo translocado ao nucleo para conter o dano redox (Giudice, Arra
et al. 2010).

Mudancgas no balango redox também estdo associadas ao coativador 1-alfa
do receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo (PGC1-a), que esta
envolvido com a biogénese mitocondrial. O PGC1-a é um coativador que possui
diversos alvos e € capaz de simultaneamente induzir a transcricdo de muitos
genes envolvidos no metabolismo energético e homeostase redox (Nijland, Witte

et al. 2014, Rius-Perez, Torres-Cuevas et al. 2020).

4. Resposta inflamatéria

Numerosos estudos suportam a relagéo interdependente entre o estresse
oxidativo e a inflamacdo, e os astrécitos sdo fundamentais em ambos os
processos (Rizor, Pajarillo et al. 2019, Sivandzade, Prasad et al. 2019). Um
importante papel dos astrdcitos € a vigilancia imunolégica, respondendo a lesdes
ou qualquer insulto, visto que eles sao fontes de mediadores que vao impactar
na resposta inflamatéria no microambiente que os circundam (Jensen, Massie et
al. 2013, Sofroniew 2014).

Durante o processo inflamatdrio ocorre a inducédo de importantes fatores de
transcrigdo, como o fator nuclear da cadeia k de linfécitos B (NFkB). A ativacéo
do NFkB, por translocagao do citoplasma para o nucleo, é essencial na regulagéo
de diversos genes, que nas células gliais abrangem processos como a resposta
a injurias, controle central do metabolismo, captagcdo do glutamato, além da

resposta imune (Dresselhaus and Meffert 2019). O NFkB na inflamagao é
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comumente ativado mediante estimulo celular apropriado, na maioria das vezes
por sinais relacionados a patdgenos ou estresse (Tak and Firestein 2001, Liu,
Zhang et al. 2017). Neste sentido, no decorrer da resposta inflamatoria, varias
citocinas sao induzidas a partir do estimulo do NFkB, como por exemplo, o fator
de necrose tumoral tumoral-a (TNF-a).

Em desordens neurolégicas, o TNF-a é liberado em grande quantidade pela
microglia e pelos astrocitos (Sawada, Kondo et al. 1989, Frankola, Greig et al.
2011). Esta citocina é o primeiro sinal para recrutar outros mediadores que atuam
na fase aguda da resposta inflamatéria, como a interleucina 1 (IL-13) (Zelova
and Hosek 2013). A IL-13 € uma outra potente citocina pro-inflamatoria, que pode
ser secretada pela microglia e pelos astrécitos e, dentre outras fungoes,
juntamente com o TNF-a, atua promovendo a ativagdo de outros mediadores,
como a interleucina 6 (IL-6) (Jensen, Massie et al. 2013, Krasnow, Knoll et al.
2017). A IL-1B e IL-6 também podem trabalhar em conjunto para induzirem uma
resposta imune sistémica, e seu aumento € comumente observado em
desordens neuroldgicas (Ng, Tam et al. 2018). Vale destacar também que a
expressao das enzimas ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS) esta diretamente associada ao processo inflamatério (Minghetti
2004, Anavi and Tirosh 2020).

Durante a resposta inflamatdria varios mecanismos celulares podem ser
ativados concomitantemente. Dentro desse contexto, podem ocorrer alteracées
em relagdo ao sistema adenosinérgico. Fisiologicamente, a adenosina esta
envolvida em diversas funcdes, desde a inibicdo da ativacao de leucécitos até
protecao tecidual, durante processos inflamatérios (Hasko, Pacher et al. 2005,

Boison, Chen et al. 2010). Os efeitos da adenosina sdo mediados, em parte por
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sua interagdo e consequente ativagdo com os receptores adenosinérgicos: A1,
Aza, A2 € As. No SNC a estimulagdo destes receptores esta envolvida em
funcdes como inibigdo de células nervosas, aumento de comunicag¢ao neuronal
e em células gliais com a redugéo do processo inflamatério (Dare, Schulte et al.

2007, Hasko, Linden et al. 2008, Chen, Lee et al. 2014).

5. Melatonina

A busca por moléculas que tenham efeito anti-inflamatoério e antioxidante
pode representar uma estratégica terapéutica para diversas doengas, como a
acidemia metilmalbnica, particularmente em relacéo as alteragdes no SNC. A
melatonina é uma indolamina, produzida principalmente pela glandula pineal e
em outros locais como: retina, plaquetas, células da medula espinhal, cerebelo,
pele e no trato gastrointestinal (Reiter, Mayo et al. 2016).

Os papéis fisiolégicos deste horménio no corpo humano sao variados. A
funcdo mais conhecida € a cronobioldgica, no entanto estudos mostram que esta
molécula tem outras propriedades importantes e benéficas (Baburina, Lomovsky
et al. 2021). Sabe-se que a melatonina possui receptores em varios outros
tecidos e por isso tem-se observado uma versatilidade funcional sobre os
sistemas cardiovascular, enddcrino, gastrointestinal, imunoldégico e neural
(Hardeland, Cardinali et al. 2011, Mahmood 2019). A ampla funcionalidade da
melatonina pode ser explicada pelas caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas, que
permitem que ela atravesse membranas bioldgicas facilmente (Tarocco,
Caroccia et al. 2019). Portanto, a melatonina tem a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE), podendo agir como um agente neuroprotetor

(Alghamdi 2018).
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A melatonina tem uma acéao eficaz como antioxidante, pois pode atuar de
varias formas, detoxificando diretamente os radicais livres, estimulando e
aumentando a eficiéncia de outras moléculas antioxidantes, como a GSH, e
ainda aumentando a fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Reiter, Tan et al. 2003,
NaveenKumar, Hemshekhar et al. 2020).

A melatonina também desempenha um papel importante na inflamacao,
provavelmente devido a interagao entre sitios de ligagdo especificos localizados
em macrofagos e linfécitos (Esposito and Cuzzocrea 2010). Estudos tém
mostrado que a producgao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-q, IL-18 e IL-
6 pode ser atenuada pela melatonina em modelos experimentais de inflamacao,
assim como a melatonina também pode inibir fatores de transcricdo que estao
envolvidos com a produgéo de citocinas pro-inflamatorias (Sanchez-Lopez, Ortiz
et al. 2018, Arioz, Tastan et al. 2019, Tarocco, Caroccia et al. 2019). Muitos
estudos também destacam o importante papel neuroprotetor da melatonina,
através da modulacdo de vias de sinalizacdo e na melhora de sintomas em
desordens neurolégicas (Lee, Woo et al. 2019). Além disso, alguns estudos
clinicos tem mostrado que ela age como uma competente e promissora
ferramenta terapéutica em doencgas neurodegenerativas (Alghamdi 2018, Chen,

Zhang et al. 2020).

6. Resveratrol

O resveratrol € um polifenol natural que esta presente em algumas plantas,
como: uvas, amendoim, mirtilo, morango, amora e ainda em grandes
guantidades no vinho tinto. O resveratrol € encontrado nas isoformas cis e trans,

sendo o isGbmero frans o principal responsavel por seus efeitos bioldgicos
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(Galiniak, Aebisher et al. 2019). Embora este polifenol apresente importantes e
diversificadas agdes, ainda nio foi descrito um receptor especifico para ele,
contudo ele modula importantes vias de sinalizagao a nivel celular e molecular
(Berman, Motechin et al. 2017).

Estudos evidenciam que o resveratrol pode prevenir ou amenizar danos em
doengas como: cancer, diabetes, doengas cardiovasculares e isquemia (Baur
and Sinclair 2006, Singh, Singh et al. 2019). Dentro deste contexto, o SNC é um
importante alvo do resveratrol, pois ele atravessa a BHE (Lange and Li 2018).
Uma ampla gama de estudos em desordens neurodegenerativas tem mostrado
que o resveratrol além de efeito neuroprotetor também apresenta um efeito
glioprotetor, sendo estes efeitos mediados por vias de sinalizagdo como Nrf2 e
HO1, bem como por efeito direto (Quincozes-Santos, Andreazza et al. 2010,
Bastianetto, Menard et al. 2015, Bobermin, Hansel et al. 2015, Quincozes-
Santos, Santos et al. 2021).

A funcao antioxidante do resveratrol é, possivelmente, a mais difundida.
Funcionalmente, esta atividade consiste no efeito “scavenger’ (sequestrador)
direto de radicais livres e metais exercida pelo resveratrol, além da inibicdo de
genes que codificam proteinas/enzimas pré-oxidantes ou pela indugdo de
sistemas antioxidantes (Bellaver, Souza et al. 2014, Grinan-Ferre, Bellver-
Sanchis et al. 2021). Neste sentido, nosso grupo vem mostrando que o
resveratrol modula a fungédo antioxidante nas células astrogliais (Quincozes-
Santos, Andreazza et al. 2007, Quincozes-Santos, Nardin et al. 2009, Arus,
Souza et al. 2017, Bobermin, Souza et al. 2018, Dias, de Souza Almeida et al.

2022).
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Outro efeito significativo do resveratrol € a sua agéao anti-inflamatéria em
desordens neurologicas (Moussa, Hebron et al. 2017, Malaguarnera 2019, Tian,
Fan et al. 2020). Nosso grupo também tem demostrado através de diferentes
modelos experimentais a eficiéncia do resveratrol em reduzir a inflamacgao,
através da modulacao de fatores de transcricdo e de citocinas pré-inflamatérias
(Bobermin, Quincozes-Santos et al. 2012, Bellaver, Souza et al. 2015, Bobermin,
Roppa et al. 2019). Desta forma, o resveratrol surge como um potencial agente
glioprotetor, frente a exposicdo das células astrogliais a agentes gliotoxicos e
representa dessa maneira uma importante estratégia terapéutica para desordens

neurologicas.
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JUSTIFICATIVA

A acidemia metilmalénica € caracterizada pelo acumulo tecidual do
metabolito MMA e disfungbes neurolégicas sdo importantes manifestagbes
clinicas encontradas nos pacientes. Embora varios estudos indiquem efeitos
toxicos do MMA sobre diferentes tecidos, os mecanismos patofisioldgicos pelos
quais o MMA exerce efeitos no SNC ainda permanecem pouco conhecidos.
Neste sentido, as células astrogliais contribuem eficientemente na manutengao
fisiolégica do SNC, pois participam de fungbes importantes como regulagdo e
metabolismo de neurotransmissores, resposta inflamatéria e defesa
antioxidante. Portanto, torna-se extremamente relevante estudar as alteragcdes
neuroquimicas induzidas pelo MMA sobre parametros astrogliais, bem como,
potenciais moléculas glioprotetoras, que podem atenuar os danos gliotoxicos

sobre o SNC.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos do MMA em células astrogliais C6, focando em

parametros glutamatérgicos, da homeostase redox, resposta inflamatéria, bem

como as vias de sinalizagdo envolvidas nestes efeitos. Potenciais estratégias

glioprotetoras foram testadas frente ao insulto com MMA.

Objetivos especificos

1.

Avaliar os efeitos do MMA na viabilidade celular, niveis de lactato
extracelular, captagcéo de glutamato, atividade da GS, niveis extracelulares
de glutamato e glutamina em células astrogliais C6;

Investigar os efeitos do MMA sobre sistemas de defesa antioxidante e os
mecanismos envolvidos nesta resposta em células astrogliais;

Estudar os efeitos do MMA sobre a liberagéo de citocinas pro-inflamataérias,
mediadores inflamatdrios, receptores adenosinérgicos, proteina p21,
proteina AQP-4 e vias de sinalizagédo relacionadas a estes eventos em
células astrogliais;

Investigar o potencial efeito glioprotetor da melatonina e do resveratrol
sobre a liberagao de citocinas pré-inflamatérias e niveis da GSH em células

astrogliais expostas ao MMA.
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Methylmalonic acid increases glutamate uptake and glutamine synthetase
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Methylmalonic acid induces inflammatory response and redox
homeostasis disruption in C6 astroglial cells: potential glioprotective

roles of melatonin and resveratrol
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DISCUSSAO

A acidemia metilmalénica € um EIM de origem genética autossémica
recessiva, causada pela deficiéncia na atividade da MUT ou por defeito na
sintese do seu cofator, a cianocobalamina, levando ao acumulo de acidos
organicos, principalmente o MMA, em fluidos bioldgicos e tecidos (Manoli, Sloan
et al. 2005, Horster, Baumgartner et al. 2007).

Os pacientes com esta acidemia organica mesmo com protocolos rigidos
de tratamento, comumente apresentam graus variados de sintomas desde
hiperamonemia a letargia, epilepsia e déficit mental/psicomotor. Individuos
acometidos pela acidemia metilmalbénica também apresentam crises de
descompensagao metabdlica, nas quais ocorre um aumento dos niveis de MMA,
contribuindo assim para as alteragdes neurolégicas. Exames de neuroimagem
de pacientes mostram anormalidades nos ganglios da base, necrose do globo
palido, dilatagédo ventricular e atrofia cerebral (Yang, Guo et al. 2020).

O MMA é considerado o principal metabdlito encontrado na acidemia
metilmalbnica e encontra-se acumulado no SNC devido a baixa permeabilidade
da BHE aos &cidos dicarboxilicos (Melo, Kowaltowski et al. 2011, Melo,
Mirandola et al. 2012). E valido relembrar que ap6és ser produzido dentro dos
tecidos, o MMA é transportado ao plasma e liquido cefalorraquidiano, onde pode
atingir altos niveis (5 mM), principalmente em periodos de crises (Fontella,
Pulrolnik et al. 2000). Neste sentido, as células astrogliais coordenam ativamente
diversas fungdes no SNC, muitas mencionadas anteriormente, que visam a
manuteng¢ao da homeostase cerebral, em condigdes fisioldgicas ou patoldgicas
(Maragakis and Rothstein 2006, Phatnani and Maniatis 2015). Portanto,

disfungdes nestas células podem contribuir para uma degeneragdo neural
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induzida pelo MMA. Levando em consideracdo os fatores mencionados,
acreditamos que a neurodegeneragao na acidemia metilmalénica pode estar
associada também com a inflamagéao, desregulacdo da homeostase redox e
alteragdes no metabolismo glutamatérgico das células astrogliais.

Frente ao exposto acima, esta tese se propds a avaliar alteragdes
neuroquimicas induzidas pelo MMA sobre parametros astrogliais em células C6.
E valido mencionar que mesmo sem termos alteragdo enzimatica da MUT,
tentamos compreender os efeitos do MMA, utilizando uma alta concentracéo
deste metabdlito (5 mM), e o correlacionando dentro dos limites dos nossos
resultados, com a acidemia metilmal6nica. Além disso, o tratamento deste EIM
se baseia no alto controle de dieta e associagdo com suplementos, com intuito
de reduzir a sintomatologia, principalmente neuroldgica, entdo buscamos ainda
moléculas com potencial de glioprotegdo, como a melatonina e o resveratrol.
Neste contexto, destacamos um recente trabalho do nosso grupo onde
revisamos o papel das células astrogliais na gliotoxicidade e glioprotecdo em
diversas desordens neurolégicas (Quincozes-Santos, Santos et al. 2021).

Desta forma, visando melhor compreender os efeitos da exposicdo do MMA
nas células astrogliais, no primeiro capitulo desta tese avaliamos os efeitos in
vitro do MMA sobre parametros glutamatérgicos e se haveria mudangas na
resposta inflamatéria.

Para tanto, as células astrogliais C6 foram expostas ao MMA (5 mM)
durante 48 h. Primeiramente, nés observamos uma redugdao do MTT, que
corrobora com dados anteriores da literatura em outros modelos experimentais
(Portela, Bianchini et al. 2019, Proctor, Turton et al. 2020). Altas concentrag¢des

de MMA podem reduzir a viabilidade celular, indicando uma possivel alteracao
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da funcdo mitocondrial. Vale ressaltar que foi feita a marcagcdo com iodeto de
propideo e ndo foi observada perda de integridade de membrana. O metabolismo
do MMA esta associado a mitocondria e ja esta descrito que o MMA induz
alteracdes nas atividades dos complexos da cadeia transportadora de elétrons,
provocando diversos danos celulares (da Costa, Dos Santos et al. 2021). Assim,
possivelmente, a redugcdo do MTT observada neste estudo, pode ser originada
a partir de disfungdo mitocondrial. Contrariamente, ndo observamos alteracdes
nos niveis de lactato, e este mesmo resultado foi encontrado por outro estudo
em condigdes semelhantes ao nosso modelo experimental (Costa, Santos et al.
2022). Este resultado dos niveis do lactato indica que o MMA em 48 h nao
interferiu no metabolismo energético das células astrogliais C6 e pode ser
explicado pela capacidade deste acido organico de inibir a atividade da lactato
desidrogenase, fato este ja descrito anteriormente (Saad, Mirandola et al. 2006).

Tendo em vista que o glutamato é o principal neurotransmissor excitatério
do SNC e os astrécitos sao pegas-chave na comunicagao glutamatérgica, pois
sdo as células responsaveis pela remogao do glutamato da fenda sinaptica e
posterior metabolizacio, decidimos avaliar o efeito do MMA sobre o metabolismo
do glutamato. Interessantemente, a exposi¢gao ao MMA aumentou a captagao de
glutamato, e este aumento pode refletir uma resposta patofisioldgica das células
astrogliais ao MMA, uma vez que estas células podem evitar danos neuronais
excitotoxicos, mantendo a homeostase glutamatérgica (Satarker, Bojja et al.
2022). Além disso, este resultado esta de acordo com estudos prévios onde é
reportado um aumento da captagao de glutamato em astrécitos e cortex cerebral
expostos a outros acidos organicos, como 2-hidroxiglutarico e 3-hidroxiglutarico

(Junqueira, Brusque et al. 2003, Frizzo, Schwarzbold et al. 2004). No entanto,
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este resultado sobre a captagéo de glutamato n&o esta relacionado a alteragbes
da expressdao do RNAm do EAAC1, o principal transportador de glutamato
presente nas células C6 (Palos, Ramachandran et al. 1996). Tais dados sugerem
um efeito direto do MMA sobre a atividade de transporte de glutamato, e ndo
sobre a expressao do transportador.

Vale destacar que a atividade da GS também aumentou, acompanhando o
efeito do MMA sobre a captagdo do glutamato. A GS € a principal enzima
envolvida no metabolismo astrocitario do glutamato, permitindo assim uma
depuragéo eficiente do glutamato pelas células astrogliais (Trabelsi, Amri et al.
2017). Este aumento da atividade da GS segue a ideia de que a célula astroglial
esta respondendo através de um mecanismo compensatério a uma potencial
injuria provocada pela exposicdo ao MMA por 48 h.

Os niveis extracelulares do glutamato e da glutamina foram reduzidos.
Esse resultado pode indicar um maior consumo de glutamato e glutamina pelas
células astrogliais em resposta ao MMA. Os resultados com estes aminoacidos
estdo de acordo com um estudo de outra acidemia organica, a acidemia
propibnica, onde foi demonstrado que em pacientes no periodo de
descompensacdo metabdlica pode ocorrer uma redugdo de glutamato e
glutamina nos nucleos da base (Davison, Davies et al. 2011). Vale ressaltar que
o acumulo e excesso de MMA podem levar a redu¢gao e um comprometimento
do ciclo do &cido citrico, além da falta de alfa-cetoglutarato, que esta envolvido
tanto com a sintese quanto com a degradagao do glutamato e da glutamina
(Melo, Mirandola et al. 2012, Wongkittichote, Cunningham et al. 2019). Assim, o
glutamato e a glutamina captados pelas células astrogliais poderiam ser usados

para fornecer intermediarios para o ciclo do acido citrico e/ou para producao de
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ATP. Nossos achados sao corroborados também por outros estudos que
anteriormente descreveram a interferéncia do MMA no metabolismo de
aminoacidos (Toyoshima, Watanabe et al. 1996, Wajner and Coelho 1997, Okun,
Horster et al. 2002). Portanto, multiplos mecanismos podem atuar
simultaneamente para explicar os resultados relacionados aos parametros
glutamatérgicos desta tese, mostrando o papel das células astrogliais nos efeitos
do MMA sobre o sistema glutamatérgico.

Alteragbes no metabolismo do glutamato estdo correlacionadas a outros
eventos celulares como a inflamacéo. A inflamacao pode ser definida como uma
resposta adaptativa complexa de defesa do organismo, que é desencadeada por
estimulos adversos, estando sujeita a uma variedade de processos desde
fisiologicos a patolégicos. Independente da causa, a inflamagé&o busca restaurar
a homeostase do organismo (Medzhitov 2008). No SNC, a resposta inflamatéria
pode ser causada por lesdo tecidual ou neurodegeneracéo e envolve diversas
de vias de sinalizagcdo, com pontos-chave que podem estar ativos ou inibidos.
Dentre estes se destaca-se o fator de transcricdo NFkB, que medeia respostas
celulares em varios processos biolégicos e participa ativamente na patofisiologia
de diversas doencas (Liu, Zhang et al. 2017).

O MMA induziu aumento da expressao da subunidade p65 do NFkB, em
acordo com um estudo prévio onde foi reportado um aumento dos niveis de
NFKkB em cultura de astrécitos de camundongos knockout para acidemia
glutarica (Rodrigues, Seminotti et al. 2017). Esta ativacao do NFkB é um evento
celular importante, pois induz um conjunto de mediadores que resultam em uma
condicao pro-inflamatéria. Uma das principais citocinas envolvidas na inflamacéao

€ o TNF-q, logo decidimos verificar se a exposi¢gao ao MMA levaria a mudangas
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nesta citocina. Contrariamente a nossa hipotese, ndo foram encontradas
diferengas significativas na expresséo génica e nem no conteudo extracelular de
TNF-a. Esta citocina tem sido encontrada expressa em altos niveis em
desordens neuroinflamatérias e é definida como um agente iniciador da resposta
imune frente a um dano (Olmos and Llado 2014). No entanto, uma vez que ela
possui uma expressao rapida, um longo periodo de exposigdo ao MMA, como o
utilizado neste trabalho, pode estar associado a este resultado.

O NFkB também regula uma rede de sinalizagdo durante a resposta
inflamatdria, incluindo a expresséo da iINOS, que catalisa a sintese de NO a partir
da L-arginina. Acompanhando o resultado que obtivemos na expresséo do
NFkB, o MMA também induziu um aumento da expressdo da iINOS. Nosso
achado é corroborado por outro trabalho prévio, que descreveu um aumento da
iINOS no cortex de ratos apos a administragao in vivo de MMA (Ribeiro, Della-
Pace et al. 2013). O aumento da iINOS em modelos de acidemia metilmalénica
pode levar a superproducdo de NO, que pode mediar efeitos neurotdxicos
(Ribeiro, Fighera et al. 2009), principalmente quando reage com o radical
superoxido e forma peroxinitrito. Neste contexto, a regulagdo de NFkB e iNOS
pode representar um mecanismo importante pelo qual o MMA induz resposta
astroglial.

Os resultados do capitulo | desta tese demonstram os efeitos de uma
exposic¢ao prolongada ao MMA nas células astrogliais, apontando que mudancas
na funcionalidade destas células podem estar associadas a patogénese da
acidemia metilmalénica. Portanto, considerando os resultados do capitulo | desta
tese e os poucos estudos na literatura sobre a inflamagao, no capitulo Il

investigamos os efeitos do MMA principalmente sobre o processo inflamatério e
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a homeostase redox, assim como nos possiveis mediadores destes eventos nas
células C6, durante um tempo menor em relagdo ao capitulo | (24 horas de
exposicao) e, por fim, potenciais moléculas com capacidade de protegao frente
ao dano associado ao MMA.

O SNC possui uma resposta inflamatoria particular em relacdo aos demais
tecidos, pois a BHE limita o acesso de algumas moléculas ao cérebro (DiSabato,
Quan et al. 2016). Portanto, a duragdo, o microambiente e o os tipos celulares
envolvidos em uma resposta inflamatoéria, sdo aspectos criticos para progresséo
da inflamagdo em uma desordem neuroldgica. Apesar dos poucos dados sobre
acidemia metilmalénica e inflamagdo, muitos estudos sugerem uma relagao
extremamente importante entre os EIM e o processo inflamatorio (Olsen,
Cornelius et al. 2015, Montanari, Parolisi et al. 2021).

Dentre as células do SNC, a microglia e os astrécitos sdo as principais
células envolvidas na resposta inflamatdria, e consequentemente, podem gerar
mediadores inflamatérios como citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, 6xido
nitrico, fatores de crescimento e espécies reativas, que modulam a resposta
entre anti e/ou pré-inflamatéria (Stephenson, Nutma et al. 2018, Kwon and Koh
2020). Comegando pelo fator de transcricdo NFkB p65, demonstramos no
capitulo Il o mesmo perfil de resultados do capitulo | com a mesma concentracéo
de MMA (5 mM), embora com menor tempo de exposicado (24 h). O NFkB é
considerado o principal regulador inflamatério do SNC, portanto é ativado em
consonancia a uma resposta inflamatoria. Este fator de transcricdo encontra-se
no citoplasma onde permanece inativo, € quando estimulado, transloca-se para
0 nucleo, induzindo genes comumente expressos em uma situagdo pro-

inflamatadria (Zhang, Lenardo et al. 2017). Classicamente, tem sido demonstrado
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que as citocinas, que sdo os principais agentes da cascata neuroinflamatoria,
podem ser reguladas através do NFkB.

Ao contrario do observado em 48 h, um periodo de 24 h de exposi¢caéo ao
MMA levou a um aumento na secregédo e expressao de TNF-a. Vale destacar
que ja havia sido demonstrado que o MMA aumenta os niveis de TNF-a no cortex
cerebral de ratos (Ribeiro, Della-Pace et al. 2013), assim como, em um outro
estudo com amostras de soro de pacientes com acidemia metilmalbnica (Li, Jin
et al. 2021). O TNF-a tem acgao pleiotropica, associada a importantes fungdes
para manutengdo da homeostase, mas principalmente em condicbes
patologicas. Esta citocina induz inflamacgao, ativa o endotélio vascular, recruta
células do sistema imune e promove danos teciduais (Kalliolias and Ivashkiv
2016). A IL-1B € uma outra potente citocina pré-inflamatéria, que também foi
induzida pela exposicdo ao MMA. O nosso resultado corrobora com outros
estudos que tém demonstrado que este acido orgéanico leva ao aumento da IL-
1B (Goyenechea, Andrade et al. 2012, Li, Song et al. 2017, Gabbi, Nogueira et
al. 2018). Esta citocina também tem varias funcbes, como: ativar a resposta
imune inata, induzir a expressao de varias outras citocinas e quimiocinas,
aumentar a atividade fagocitica das células imunes, bem como facilitar a ativagao
das respostas imunes adaptativas. Portanto, tem sido implicada na perpetuacéao
da resposta inflamatéria em desordens neurodegenerativas (Eder 2009,
Mendiola and Cardona 2018).

No nosso segundo trabalho foi observado que o MMA também levou a um
aumento da expressao da iNOS em 24 h. Concomitantemente, o MMA aumentou
a expressao génica da COX-2. Esta enzima é mais um elemento da cascata da

inflamacao fortemente associada a fungdo astroglial (Minghetti 2004). O
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aumento da COX-2 pode ter ocorrido tanto pela agdo do NFkB como em resposta
a um aumento da produc¢ao de NO (através da expressao da iNOS), que por sua
vez ativa a COX-2. Assim, o MMA pode estar relacionado a producdo de
prostaglandinas em células astrogliais, as quais podem agravar o processo
inflamatdrio. Vale destacar ainda que o aumento dos mediadores inflamataorios,
TNF-a e IL-1B, pode estar diretamente associado ao aumento da COX-2.

Tendo em vista alteragdes em diversos mediadores da resposta
inflamatoria, ainda avaliamos a proteina p21, cuja expressao pode também ser
estimulada por citocinas pro-inflamatérias (Scatizzi, Mavers et al. 2009, Zonis,
Pechnick et al. 2015). Além de ser um importante regulador do ciclo celular, a
p21 também pode ser alterada em uma condi¢do inflamatdria, e o MMA induziu
um aumento da sua expressao, possivelmente pela ativacdo de NFkB e indugao
das citocinas relatas anteriormente. Outros trabalhos recentes do nosso grupo
tem mostrado alteragdes e destacado esta proteina em astrdcitos (Bellaver, Dos
Santos et al. 2018, Bobermin, Roppa et al. 2020). A partir dos efeitos
inflamatorios do MMA observados em células astrogliais, avaliamos a expressao
da aquaporina 4 (AQP4), a qual também foi aumentada pelo MMA. A AQP-4 é
uma proteina de membrana que regula a permeabilidade de agua, sendo
encontrada abundantemente no SNC. A AQP-4 é importante tanto no contexto
fisiolégico, como por exemplo na transmissdo sinaptica, assim como em
situagbes de injurias, apresentando um perfil inflamatério em desordens
neuroldgicas (Li, Zhang et al. 2011, Ikeshima-Kataoka 2016).

De maneira interessante, observamos também neste capitulo que o MMA
diminuiu os niveis de expressao dos receptores adenosinérgicos A1 e Aza, que

apresentam fung¢des imunomoduladoras em células gliais (Gessi, Merighi et al.
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2013, Bobermin, Roppa et al. 2019). A ativagao do receptor A1induz um efeito
neuroprotetor e o receptor A2a é capaz de bloquear a neuroinflamagéao (Marti
Navia, Dal Ben et al. 2020). A ativacdo destes receptores poderia inibir a
resposta imune, suprimindo a produgédo de mediadores pré-inflamatérios (Nakav,
Chaimovitz et al. 2008), Assim, a redugéo dos niveis de expressdo do RNAm
dos receptores A1 e A2a vai ao encontro a uma condigdo neuroinflamatoria
induzida pelo MMA.

Tomados em conjuntos os resultados da resposta inflamatéria no capitulo
Il, observamos que as células astrogliais apresentam um perfil pré-inflamataério,
com aumento da expresséo génica de importantes mediadores envolvidos com
este processo, tais como: IL-1B, TNF-q, iINOS, COX-2, AQP-4, p21, além da
reducdo da expressdo génica dos receptores adenosinérgicos A1 e Aoza.
Paralelamente, observamos um aumento da expressao génica do fator de
transcricdo NFkB. Até onde sabemos, este € um dos primeiros trabalhos a
demonstrar que o MMA ¢é capaz de modular a expressdao de genes
extremamente relacionados ao processo inflamatorio nas células astrogliais.

E valido lembrar que o aumento da produgdo de citocinas pré-inflamatérias
leva a superproducgéo de ERO e de espécies reativas de nitrogénio (ERN). Neste
sentido, destaca-se o0 papel da neuroinfamacdo e do estresse
oxidativo/nitrosativo como importantes fatores de risco para neuroprogressao de
muitos EIM. Com a finalidade de investigar os efeitos do MMA no sistema de
defesa antioxidante, avaliamos os niveis da GSH e as atividades das enzimas
GPx, GST, GR e SOD.

Primeiramente, observamos o efeito do MMA nos niveis da GSH, que é o

principal antioxidante nao-enzimatico de defesa das células astrogliais. Este
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acido organico reduziu os niveis da GSH, corroborando com resultados
encontrados em outros estudos com MMA e defesas antioxidantes (Viegas,
Zanatta et al. 2014, Li, Jin et al. 2021). A GSH é crucial para a eliminagéo de
ERO, portanto possivelmente a capacidade das células astrogliais de prevenir
danos oxidativos foi comprometida pela exposicdo ao MMA. A GSH também esta
envolvida em multiplos processos celulares, entdo é esperado que disturbios no
metabolismo da GSH estejam implicadas nas alteragdes neuroldgicas
relacionadas ao MMA e outros EIM (Dringen, Brandmann et al. 2015, Goncalves,
Rodrigues et al. 2018). Ainda, destacamos que a deple¢cao da GSH em células
astrogliais pode estar correlacionada a citotoxicidade e neuroinflamagéao (Lee,
Cho et al. 2010, Arus, Souza et al. 2017).

A partir dos resultados de GSH, avaliamos a GCL e observamos que o
MMA também foi capaz de induzir uma redugdo da expressao génica desta
enzima. A GCL é uma enzima limitante da taxa de sintese da GSH, pois ela é
responsavel pela formagao de y-glutamilcisteina a partir do glutamato e da
cisteina (Lu 2013). Portanto, possivelmente alguns intermediarios essenciais
para a formacéo da GSH como a y-glutamilcisteina e o glutamato, podem estar
depletados frente ao estresse oxidativo induzido pelo MMA.

O MMA também diminuiu a atividade da GPx, e este resultado esta de
acordo com outro trabalho sobre EIM (Fernandes, Borges et al. 2011). A relagéo
entre GSH e GPx desempenha um importante papel na eliminacado de ERO e
ERN, onde a GPx catalisa a redugcao de muitas espécies reativas utilizando a
GSH como um substrato (Panday, Talreja et al. 2020). Diante disso, a redugao
da atividade da GPx pode estar associada ao comprometimento dos niveis da

GSH causados pelo MMA. Cabe ressaltar ainda que a GPx é uma enzima
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envolvida na prevengao do acumulo prejudicial de H202 intracelular, e uma
diminuigdo em sua atividade pode contribuir para uma maior suscetibilidade a
dano oxidativo, e consequentemente, neuropatologias (Lubos, Loscalzo et al.
2011). Por outro lado, as atividades da GR, outra enzima antioxidante importante
para restabelecer os niveis de GSH, e da GST, enzima que pode reduzir os
hidroperdxidos a alcool usando GSH, nao foram alteradas pelo MMA.

Em relagdo a SOD, defesa enzimatica crucial das células astrogliais,
verificou-se que o MMA diminuiu sua atividade, assim como diminuiu a
expressao génica da superoxido dismutase 1 (SOD1) e superéxido dismutase 2
(SOD2). Este resultado de redugéo da atividade da SOD ja havia sido descrito
em outros trabalhos (Schuck, Alves et al. 2013, Li, Song et al. 2017, Portela,
Bianchini et al. 2019), inclusive em um estudo realizado com pacientes com
acidemia metilmaldnica (Li, Jin et al. 2021). No entanto, até onde sabemos, este
€ um dos primeiros trabalhos a mostrar esta alteragdo na expressao génica de
isoformas da SOD relacionadas ao MMA. A SOD catalisa a dismutacdo do
radical superdéxido em H202 e oxigénio molecular, atuando junto a outras
enzimas antioxidantes na preveng¢ao de danos do radical superoxido e seus
derivados (Miao and St Clair 2009). A SOD1 é encontrada em varios locais: no
citosol, no nucleo, no espago intermembranas mitocondrial, no reticulo
endoplasmatico e no lisossomo. Ja a SOD2 é encontrada principalmente na
matriz mitocondrial. O nosso resultado de redugao da atividade da SOD esta
diretamente associado a regulagado negativa de SOD1 e SOD2, cujos genes
estdo envolvidos na protecdo contra o superdoxido gerado pela cadeia
transportadora de elétrons e outras reagdes metabdlicas. Desta forma, o MMA

pode induzir um aumento de espécies reativas através de uma reducgao critica
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do sistema de defesa antioxidante, promovendo assim um desequilibrio redox
nas ceélulas astrogliais, contribuindo para os danos neuroldgicos observados em
pacientes afetados pela acidemia metilmaldnica.

Alteragbes na homeostase redox s&o também associadas com o PGC-1q,
assim observamos que a sua expressao génica foi diminuida pela exposi¢gao ao
MMA. A reducao do PGC-1a também foi encontrada em outros modelos de EIM
(Grings, Moura et al. 2017, da Rosa-Junior, Parmeggiani et al. 2019). O PGC-1a
€ um coativador transcricional que se liga a varios fatores de transcrigéo,
possuindo um conjunto de efeitos biolégicos em diversos tecidos e
desempenhando um papel fundamental na regulagdo do metabolismo oxidativo
(Puigserver and Spiegelman 2003). Desta forma, o PGC-1a é capaz de modular
a biogénese mitocondrial, a resposta inflamatéria e a produgdo de espécies
reativas (Rius-Perez, Torres-Cuevas et al. 2020).

Além disso, o MMA aumentou a expressao do RNAm do fator de transcricéo
Nrf2. Este fator de transcricdo € um regulador da expressao de uma rede de
genes antioxidantes envolvidos na citoprotecao (Lim, Wilhelmus et al. 2014).
Hipoteticamente, o nosso resultado pode estar associado a mecanismos
compensatorios celulares para evitar a gliotoxicidade induzida por MMA, em uma
tentativa de conter o estresse oxidativo através do aumento da transcricao
génica do Nrf2. No entanto, esse mecanismo poderia se tornar saturado ou ainda
insuficiente para induzir a expressao de antioxidantes, visto que a GSH, GPx e
SOD foram comprometidas pela exposi¢cao ao MMA. Curiosamente, ndao foram
observadas mudangas na expressao génica da enzima HO1, que apresenta
propriedades antioxidante e anti-inflamatéria (Wegiel, Nemeth et al. 2014). Cabe

ressaltar que as células astrogliais podem ser o tipo de célula predominante para

67



a ativacao do sistema Nrf2/HO1 no SNC (Liddell 2017), e diversos trabalhos vém
mostrando a estrita relacéo entre ambos nas células astrogliais (Chen-Roetling
and Regan 2017, Chen, Xi et al. 2019, Bobermin, Weber et al. 2020).

Tendo em vista todas as altera¢des induzidas pelo MMA verificadas neste
trabalho, torna-se extremamente relevante a busca por moléculas que possuam
uma acdo no SNC e sejam capazes de levar a uma prote¢do contra danos em
células astrogliais. Nos ultimos anos diversas moléculas neuroprotetoras tém
sido estudadas, e baseado nestas informagdes, a melatonina e o resveratrol
poderiam ter um efeito protetor frente ao MMA, por estarem relacionadas ao
controle do estresse oxidativo e da resposta inflamatoria.

O resveratrol apresenta inumeros efeitos bioldégicos destacando-se os
efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, cardioprotetores, antienvelhecimento,
neuroprotetores e glioprotetores (Xia, Daiber et al. 2017, Ramirez-Garza,
Laveriano-Santos et al. 2018, Galiniak, Aebisher et al. 2019, Quincozes-Santos,
Santos et al. 2021). Esta molécula tem se mostrado eficaz em prevenir danos
em diversos modelos experimentais, bem como em estudos clinicos, de
desordens que acometem o SNC, como a doenca de Alzheimer, isquemia,
esclerose lateral amiotrofica e diabetes (Foti Cuzzola, Ciurleo et al. 2011,
Tellone, Galtieri et al. 2015, Hou, Tain et al. 2019). Embora o resveratrol ndo
tenha um receptor especifico, ele pode exercer seus efeitos benéficos sobre a
resposta celular através da modulagcdo de vias de sinalizacdo e enzimas
envolvidas na resposta ao estresse. Portanto, apesar de ja existirem estudos
abordando as desordens mencionadas anteriormente, poucos estudos tém

investigado o seu efeito protetor em modelos experimentais de EIM.
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Primeiramente investigamos o efeito do resveratrol na resposta inflamatoria
induzida pelo MMA. O pré-tratamento com resveratrol preveniu o aumento da
liberacdo de TNF-a e IL-1B causado pelo MMA, mas nenhuma mudanga nos
niveis da IL-6 foi observada. Em seguida avaliamos se a influéncia do resveratrol
nos niveis da GSH, e novamente o pré-tratamento com resveratrol restaurou os
niveis da GSH que haviam sido reduzidos pelo MMA.

A hiperamonemia € uma das principais alteracdes bioquimicas encontradas
em pacientes com acidemia metilmalénica, além disso € uma das principais
causas da neurotoxicidade nestes pacientes. O nosso grupo vem trabalhando
com o resveratrol e células astrogliais ha alguns anos em diversos estudos,
buscando compreender os seus efeitos, inclusive frente a toxicidade da amdnia
nas células astrogliais (Quincozes-Santos, Nardin et al. 2009, Quincozes-
Santos, Bobermin et al. 2013, Bobermin, Hansel et al. 2015, Bobermin, Souza et
al. 2018). Nesse sentido, um trabalho prévio do nosso grupo observou que a
exposi¢cao a amdnia induziu um aumento de TNF-a e IL-1B em células astrogliais,
e o resveratrol preveniu a liberagao das mesmas (Bobermin, Quincozes-Santos
et al. 2012), similarmente ao nosso resultado onde o resveratrol reduziu a
secrecgao das citocinas TNF-a e IL-1[3 induzidas pelo MMA. Extrapolando nossos
resultados, possivelmente o resveratrol tenha um efeito inibitério sobre a
ativacdo do NFkB frente ao insulto do MMA, desta maneira diminuindo a
inflamacgao nas células astrogliais. Quanto a GSH, o resveratrol foi capaz de
aumentar seus niveis em comparacdo ao MMA, tendo esse efeito sido
encontrado também frente a exposicdo com amodnia (Bobermin, Hansel et al.
2015). Tal efeito do resveratrol possivelmente pode ter ocorrido de varias

maneiras: por modular a sintese da GSH, por diminuir a oxidacdo da GSH, ou
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ainda pelo resveratrol controlar vias de sinalizagdo antioxidantes, contribuindo
assim para diminuir os danos oxidativos induzidos pelo MMA.

Outra molécula que tem recebido atencao € a melatonina, que além da sua
conhecida fungdo de regulagédo do ciclo circadiano, apresenta outras fungdes
como: antiapoptotica, anticancer, antioxidante e anti-inflamatoria (Chen, Zhang
et al. 2020). Estas propriedades da melatonina associadas com a neuroprote¢ao
podem desempenhar um importante papel na reducdo de sintomas de
desordens neuroldgicas (Gunata, Parlakpinar et al. 2020). A melatonina
apresenta um curto tempo de meia-vida e por ser uma molécula com
potencialidade terapéutica, sistemas de liberacdo controlados tém sido
desenvolvidos (Gooneratne, Edwards et al. 2012).

Considerando o exposto acima, verificamos se a melatonina também teria
efeito protetor nas células astrogliais frente a exposicdo ao MMA. Na resposta
inflamatdria induzida pelo MMA, o pré-tratamento com a melatonina também
atenuou o aumento de TNF-a e IL-1B, porém nao teve efeito sobre a IL-6. O
resultado sobre estas duas citocinas corrobora com um estudo onde foi utilizado
o H202 como um indutor de inflamagdo em uma linhagem neuronal, e a
melatonina preveniu estes efeitos (Nopparat, Chantadul et al. 2017). O aumento
destas citocinas pode ter mais de uma resposta envolvida, como mostramos nos
dois trabalhos desta tese e a melatonina provavelmente pode inibir a atividade
transcricional do NFkB ou modular os efeitos do Nrf2 promovendo um aumento
das defesas antioxidantes, inclusive da GSH, restaurando assim a sua fungao e
promovendo protecdo. Esse mecanismo de agédo da melatonina ja foi observado
em outro estudo utilizando as células C6 (Jumnongprakhon, Govitrapong et al.

2015). Outro trabalho também mostrou que a melatonina € capaz de aumentar
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a expressao da GCL, o que levaria a sintese da GSH (Limon-Pacheco and
Gonsebatt 2010).

Considerando que existe uma resposta astroglial induzida por MMA, tanto
o resveratrol quanto a melatonina apresentaram um potencial glioprotetor, sendo
capazes de prevenir a resposta inflamatoria e a diminuigdo dos niveis da GSH
induzidas pelo MMA. A melatonina e o resveratrol ttm demonstrado varios
efeitos biolégicos em modelos experimentais in vivo e in vitro, incluindo
propriedades antioxidantes/eliminadoras de espécies reativas, anti-inflamatérias
e ainda com capacidade de glioprotetoras.

Considerando a interagdo entre os processos inflamatorios e oxidativos e
que os desfechos dos pacientes com acidemia metilmalénica envolvem esses
eventos, moléculas com capacidade de modular e proteger as células astrogliais
poderiam contribuir para preservar a integridade funcional do SNC, atenuando a
neurotoxicidade induzida pelo MMA. E tentador especular que esses compostos
tém potencial e poderiam, apés um aprofundamento de suas propriedades
terapéuticas até chegarem a estudos clinicos, como uma terapia adjuvante para
prevenir ou atenuar os danos oxidativos e a neuroinflamagao em pacientes com
acidemia metilmalonica.

Por fim, as células gliais desempenham papéis cruciais na manutengao da
homeostase do cérebro e na organizagao do desenvolvimento neural, eventos
criticos que muitas vezes sao alterados com a progressao da acidemia
metilmalbnica. Assim, os resultados da presente tese mostraram que as defesas
antioxidantes, resposta inflamatoria e parametros glutamatérgicos das células

astrogliais foram afetadas pela exposicao ao MMA, apoiando a ideia de que as
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alteragdes nas ceélulas astrogliais estdo associadas a patogénese da disfuncao

induzida pelo MMA.
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CONCLUSOES

Os dados apresentados nesta tese sugerem que o MMA provoca
alteragdes no metabolismo do glutamato, na homeostase redox e no processo
inflamatdrio. Além disso, o MMA alterou vias de sinalizagdo como NFkB, Nrf2 e
PGC-1a, que podem estar mediando os efeitos gliotoxicos deste acido organico.
No entanto, a melatonina e o resveratrol foram capazes de prevenir alteragdes
induzidas pelo MMA. Assim, acreditamos que os resultados deste trabalho
contribuam para o melhor entendimento da fisiopatologia da acidemia
metilmalbnica, particularmente em relagdo a funcionalidade glial. Por fim, as
estratégias glioprotetoras testadas podem representar potenciais agentes
adjuvantes terapéuticos ou preventivos para reduzir danos em pacientes com

este EIM.
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PERSPECTIVAS

Investigar os efeitos do MMA sobre o processo inflamatorio em 48 h;

e Investigar vias de sinalizagdo que possam ser alteradas pelo MMA em 48
h, como do PGC1-a, HO1 e p38 MAPK;

e Avaliar os efeitos da melatonina e resveratrol frente as alteragdes
induzidas pelo MMA em 48 h;

o Verificar os efeitos do MMA em fatias e em cultura primaria de astrécitos.
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