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1. INTRODUCAO

A hipermetioninemia € uma aminoacidopatia que ocorre quando ha um
aumento tecidual e plasmatico do aminoacido metionina (Met) e de seus
metabolitos como a metionina sulfoxido (MetO) (MUDD, 2011). As principais
alteracdes encontradas nos pacientes afetam principalmente os tecidos hepaticos
e cerebrais (MUDD, 2011). O tratamento disponibilizado atualmente para
hipermetioninemia é bastante limitado, e se resume a uma restricio dietética de
Met em conjunto com suplementagdo de S-adenosilmetionina (FURUJO et al,
2012). Sendo assim, a busca por alternativas terapéuticas para essa doencga é de
grande relevancia.

Nos ultimos anos, o nosso grupo de pesquisa tém demonstrado diversas
alteragbes que podem estar envolvidas nos mecanismos fisiopatoldgicos da
hipermetioninemia. Dentre os principais achados destaca-se o estresse oxidativo
e o processo inflamatdrio tanto nos tecidos periféricos quanto no sistema nervoso
central (STEFANELLO et al, 2005; SOARES et al, 2018).

Frente ao exposto, compostos isolados de produtos naturais que possuem
comprovada atividade antioxidante e anti-inflamatéria sdo alvos terapéuticos
promissores para o tratamento de pacientes hipermetioninémicos. Nesse
contexto, ressalta-se o acido tanico (AT), um polifenol hidrolisado derivado da uva,
chas e café, que possui sua atividade extensamente descrita na literatura, como
atividade neuroprotetora (GERZSON et al, 2020; LUDUVICO et al, 2020),
antioxidante (MEINE et al, 2020) e anti-inflamatéria (WU et al, 2019).

Nesse contexto, o propdsito deste estudo consistiu em avaliar a capacidade
de modulacdo genética do AT em relacdo aos genes associados ao estresse
oxidativo e a neuroinflamagdo em hipocampo e estriado de ratos jovens
submetidos a um protocolo experimental de hipermetioninemia crdénica.

2. METODOLOGIA
2.1 Animais
Foram utilizados ratos Wistar de 6 dias obtidos do Biotério Central da UFPel,
os quais foram mantidos em ambiente com temperatura (20-24°C) e umidade
(40-60%) controladas, agua e alimento ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 h.
Todos os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pela Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA 38255-2019).
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2.2 Modelo experimental de hipermetioninemia e tratamento com AT

Os ratos receberam a associagao de Met (0,1 g/Kg-0,4 g/Kg) + MetO (0,025
9/Kg-0,1 g/Kg) (Mix) ou salina duas vezes ao dia por via subcutanea do 6° ao 28°
dia de vida. Apds esse periodo, os animais foram divididos em 4 grupos: grupo 1
(controle), grupo 2 (salina + AT 30 mg/kg), grupo 3 (Met 0,4 g/Kg e MetO 0,1 g/Kg
+ agua) e grupo 4 (Met 0,4 g/Kg e MetO 0,1 g/Kg + AT 30 mg/kg). Os animais dos
grupos 2 e 4 receberam AT, por via intragastrica, aos 28 dias de idade durante 7
dias, e no dia seguinte foram submetidos a eutanasia e as estruturas cerebrais
foram dissecadas para a analise da expressdo da enzima catalase (CAT) e do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF).

2.3 Extracdo de RNA, sintese de cDNA e reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real

Inicialmente, o RNA mensageiro (mMRNA) total foi extraido de tecido do
hipocampo e estriado usando o reagente TRIzol, seguido de tratamento com
DNase para minimizar a contaminacdo de DNA. O RNA isolado foi quantificado e
sua pureza foi verificada. Em seguida, a sintese de cDNA foi realizada usando um
kit de transcrigdo reversa, utilizando 1000 ng de RNA total. A amplificagao foi feita
com o uso de GoTag qPCR Master Mix e um termociclador QuantStudio 3
Real-Time PCR. Os valores Ct foram determinados para cada amostra baseado
na Tabela 1 e a normalizagdo das expressdes génicas foi feita pelo método
2-AACT, usando B-actina como gene de referéncia.

Nome do Primer Sequéncia Referéncia

CAT Forward 5’AGAGAGCGGATTCCTGAGAGA 3’ | D'AVILA et al., 2018
CAT Reverse 5’ACCTTTCCCTTGGAGTATCTG 3 D’AVILA et al., 2018
BDNF Forward 5’AAGGACGCGGACTTGTACAC 3 FUKUCHI et al., 2017
BDNF Reverse 5’CGCTAATACTGTCACACACGC 3' | FUKUCHI et al., 2017
Bactin Forward 5AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 3’ GIONGO et al., 2017
Bactin Reverse 5 CAATAGTGATGACCTGGCCGT & GIONGO et al., 2017

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados para reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel observar na Figura 1 que tanto em hipocampo quanto em
estriado houve uma redugdo na expressdo génica tanto do gene da CAT
(p<0,001), quanto do gene do BDNF (p<0,05 e p<0,01 respectivamente). No
entanto, os animais do grupo Mix + AT conseguiram reverter a maior parte dessas
reducdes na expressao (p<0,001).

A reducao na expressao de CAT pode ser relacionada ao aumento de
estresse oxidativo presente na regido cerebral de modelos hipermetioninémicos
previamente descritos (STEFANELLO et al, 2007; SOARES et al, 2017), uma vez
que esta enzima é responsavel pela detoxificagdo do perdxido de hidrogénio.
Além disso, a reducdo na expressdo de BDNF também tem associacdo com o
déficit de memdria de curto prazo demonstrado em outros estudos que utilizaram
modelos similares (STEFANELLO et al, 2007; SOARES et al, 2020).
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Figura 1 Efeitos terapéuticos do acido tanico (AT) (30mg/kg) nos niveis de expressao de CAT e
BDNF no hipocampo e corpo estriado de ratos Wistar jovens submetidos ao protocolo de
hipermetioninemia crénica (Mix). Os niveis de CAT e BDNF sdo expressos como indugéo de
dobramento de mRNA. Os dados sdo relatados como média + SEM. #p<0,05; ##p<0,01; ###
p<0,001, comparado ao grupo controle e ***p<0,001 comparado ao grupo Mix (n=5 por grupo).

No entanto, o AT foi capaz de reverter a maioria das alteragbes causadas
pelo Mix. A capacidade de reverter a reducado de expressao tanto da CAT quanto
do BDNF nao foi descrita na literatura, porém o AT é conhecido por sua extensa
capacidade antioxidante e neuroprotetora (BASU et al., 2018; GERZSON et al.,
2020). Ademais, um estudo demonstrou que um extrato rico em taninos e tendo
como principal composto ativo o AT foi capaz de prevenir o déficit cognitivo de
animais causados por um tratamento de escopolamina, e os autores associaram
isso @ modulacao e ao aumento na expressao de BDNF (PARK et al., 2019).

4. CONCLUSOES
Com base no que foi apresentado, € possivel concluir que o AT apresentou
um efeito modulador de genes responsaveis por estresse oxidativo e
neuroprotecdo. Dessa forma, esse polifenol demonstrou ser um alvo promissor
para o0 manejo clinico de pacientes hipermetioninémicos.
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