UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
CENTRO DE CIENCIAS QUIMICAS, FARMACEUTICAS E DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOQUIMICA E
BIOPROSPECGAO MESTRADO EM BIOQUIMICA E BIOPROSPECGAO

"EEDER
» 2,

Dissertacao

Papel protetor do acido tanico sobre alteragcoes oxidativas observadas na
hipermetioninemia aguda em ratos

Bernardo de Moraes Meine

Pelotas, 2021



Bernardo de Moraes Meine

Papel protetor do acido tanico sobre alteragdes oxidativas observadas na
hipermetioninemia aguda em ratos

Dissertacao de mestrado apresentada
ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Bioquimica e Bioprospecgao da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias (Bioquimica e
Bioprospecgao).

Orientadora: Prof®. Dre. Francieli Moro Stefanello

Co-orientadora: Dr®. Mayara Sandrielly Pereira Soares

Pelotas, 2021



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

M514p Meine, Bernardo de Moraes

Papel protetor do &cido tanico sobre alteracées
oxidativas observadas na hipermetioninemia aguda em
ratos / Bernardo de Moraes Meine : Francieli Moro
Stefanello, orientadora ; Mayara Sandrielly Pereira Soares,
coorientadora. — Pelotas, 2021.

64 f. il

Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacao
em Bioguimica e Bioprospeccao, Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade
Federal de Pelotas, 2021.

1. Produtos naturais. 2. Hipermetioninemia aguda. 3.
Prevencao. 4. Antioxidante. . Stefanello, Francieli Moro,
orient. Il. Soares, Mayara Sandrielly Pereira, coorient. llI.
Titulo.

CDD :574.192

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842




Bernardo de Moraes Meine

Papel protetor do acido tanico sobre alteragoes oxidativas observadas na
hipermetioninemia aguda em ratos

Dissertacao apresentada, como requisito parcial, para obtencédo do grau
de Mestre em Bioquimica e Bioprospecgao, Programa de Pds-Graduagdo em
Bioquimica e Bioprospec¢ao, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e
de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 03 de margo de 2021

Banca examinadora:

fw«wa e MW\SﬁJf\ e U

Prof? Dr? Francieli Moro Stefanello (Orientadora) - Doutora em Ciéncias
Biologicas - Bioquimica pela Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

7 m” - )

Prof? Dr? Roselia Maria Spanevello - Doutora em Ciéncias Bioldgicas -
Bioquimica pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

A “\7\\,\,5 AL \\ - (-
v

Dr® Fernanda Cardoso Teixeira - Doutora em Bioquimica
e Bioprospeccéao pela Universidade Federal de Pelotas.



Dedico este trabalho aos meus pais
Daniela e Ben-Hur, a minha irma Paola e a

minha namorada Fernanda.



Agradecimentos

Comecgo agradecendo a minha familia mais proxima, que sdo meus pais
Ben-Hur e Daniela e minha irma Paola, pois sem eles ao meu lado, sempre me
incentivando, apoiando, ensinando, as vezes criticando (com razao), enfim, me
guiando, eu provavelmente nao estaria aqui. Eles s&do a minha rocha e pessoas
que eu sigo como exemplo, entdo essa conquista também € de vocés, e eu
agradeco a Deus todos os dias pelo privilégio de viver minha vida com pessoas
maravilhosas, muito obrigado por tudo familia.

A minha namorada Fernanda, porque além de encher minha vida de
amor e alegria, sempre me incentiva a ser melhor, e por puxar minha orelha
quando a “preguica” batia, mas acima de tudo, por sempre acreditar e confiar
em mim, na minha capacidade, inteligéncia, e por sempre acreditar que eu
podia mais do que eu mesmo acreditava, muito obrigado por tudo meu amor.

A minha familia mais distante, que sao meus dindos, tios, avés e primos,
por serem exemplos para mim e me encher de orgulho e determinacéo de ser
tdo bom quanto, e por sempre me ajudarem quando foi preciso.

Aos meus amigos-irmaos, que sempre me acompanharam em toda a
minha vida, desde o inicio do colégio até o término dessa dissertacéo, e que
mesmo nessa pandemia se fizeram presentes na minha vida, me animando e
me mostrando que no final do dia, o que importa é ter pessoas boas que a
gente possa chamar de irmé&os, muito obrigado por tudo gurizada.

Aos meus amigos do grupo Efésios IV e ao meu adulto Lucio, a
presenca de vocés durante esses 2 anos de mestrado foi fundamental na
minha vida, com todas a risadas, choros, confissdes, mas acima de tudo muita
fé em Deus e Jesus Cristo, que sao a nossa base, e sem pessoas como VOcés
nessa caminhada eu teria facilmente me perdido, muito obrigado por tudo meus
irmaos na fé.

As minhas colegas e colega (tu mesmo Fernandin) e professora Rose
dos laboratérios Neurocan/Biomarcadores, pois com certeza sem vocés nada
disso seria possivel, por me ajudarem sempre que eu precisava ou nao sabia o
que fazer, por me ensinarem com toda a paciéncia do mundo, e por sempre me

tratarem da melhor maneira possivel, se todos tivessem a possibilidade de ter



pessoas tdo boas como vocés na caminhada académica tenho certeza que
haveriam muito mais pessoas fazendo mestrado.

A minha orientadora Fran e minha co-orientadora May, eu nao tenho
palavras pra descrever toda a minha gratidao, por ter sido abengoado com
duas pessoas excepcionais e exemplares na orientacdo da minha caminhada
académica, vocés sdo o maior exemplo de como professoras/orientadoras
deveriam ser, e seu conseguir ser 30% das profissionais que vocés duas sao,
eu ja vou ter conquistado meu objetivo, muito obrigado por tudo que vocés
fizeram e fazem por mim.

Agradecer a UFPel pela formagdo académica.

Agradecer a CAPES pela bolsa concedida.

E por fim, mas de maneira nenhuma menos importante, agradecer a
Deus por todas as gragas concedidas durante esse tempo, por ter colocado
cada uma dessas pessoas incriveis ha minha vida e tantas outras béncaos que
eu simplesmente ndo consigo colocar em palavras, muito obrigado por tudo

iSsO.



“1 O amor é paciente, o amor é bondoso. Ndo inveja,
néo se vangloria, néo se orgulha

5 Nao maltrata, ndo procura seus interesses, ndo se irrita
facilmente, ndo guarda rancor.

6 O amor ndo se alegra com a injustica, mas se alegra
com a verdade.

7 Tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo suporta. ”

1 Corintios 13, 4-7



Resumo

MEINE, Bernardo de Moraes. Papel protetor do acido tanico sobre
alteragoes oxidativas observadas na hipermetioninemia aguda em ratos.
2021. 65f. Dissertagdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagdo em
Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A hipermetioninemia é caracterizada por elevadas concentracdes plasmaticas
de metionina (Met) e de metabdlitos como a metionina sulfoxido (MetO).
Pacientes hipermetioninémicos podem apresentar sintomas neurolégicos e
hepaticos, cujo tratamento €& baseado em uma dieta isenta de Met e
suplementacdo de S-adenosilmetionina. Nesse contexto, compostos naturais
podem ser alvos promissores no manejo clinico e prevengao das alteragoes
encontradas nessa patologia, dentre esses destaca-se o acido tanico (AT),
conhecido por possuir acdao antioxidante e neuroprotetora. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade do AT em prevenir danos
oxidativos e nitrosativos no cérebro, figado, rim e soro de ratos jovens
submetidos ao modelo de hipermetioninemia aguda. Ratos Wistar machos de
23 dias foram divididos em quatro grupos: | — controle, Il — AT (30 mg/kg), Il —
Met (0,4 g/kg) + MetO (0,1 g/kg) e IV — AT + Met + MetO. Os animais dos
grupos Il e IV receberam AT pela via intragastrica durante sete dias, e os ratos
dos grupos | e lll receberam igual volume de agua. Apds o pré-tratamento com
AT, os ratos dos grupos Il e IV receberam uma unica injecdo subcutanea de
Met + MetO e foram eutanasiados 3 horas depois. Nas estruturas cerebrais
(cortex cerebral, hipocampo e estriado) e nos rins, observou-se que a
associacdo de Met + MetO aumentou os niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROS), de nitrito e causou lipoperoxidagéo, seguida por uma redugéo
no conteudo total de tiois e na atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
S-transferase (GST). Por outro lado, o pré-tratamento com AT preveniu os
danos oxidativos e nitrosativos nas trés estruturas cerebrais e nos rins. Em
figado houve uma redugao nos niveis de EROS e um aumento no conteudo
tidlico total, que foi acompanhado por uma reducéo nas atividades da CAT e
GPx no grupo Met + MetO, no entanto o pré-tratamento com AT foi capaz de
prevenir a redugdo na atividade da CAT. No soro, Met + MetO aumentou os
niveis de EROS e diminuiu a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT,
porém o pré-tratamento com AT foi capaz de prevenir essa redu¢do. Nossos
resultados demonstraram que a administragdo de Met + MetO provocou danos
oxidativos e nitrosativos no modelo de hipermetioninemia aguda, no entanto, o
AT foi capaz de prevenir a maior parte dessas alteragdes, o que o torna uma
possivel alternativa terapéutica adjuvante no tratamento da hipermetioninemia.

Palavras-chave: produtos naturais, hipermetioninemia aguda, prevengao,
antioxidante.



Abstract

MEINE, Bernardo de Moraes. Protective role of tannic acid on oxidative
changes observed in rats acute hypermethioninemia. 2021. 65f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Poés-Graduagdo em Bioquimica e
Bioprospecgao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Hypermethioninemia is characterized by high plasma concentrations of
methionine (Met) and its metabolites such as methionine sulfoxide (MetO).
Hypermethioninemic patients may present neurological and hepatic symptoms,
which the treatment is based on a Met-free diet and supplementation with
S-adenosylmethionine. In this context, natural compounds can be promising
targets in clinical management and prevention of changes found in this
pathology, such as tannic acid (TA), known to have antioxidant and
neuroprotective action. Thus, the aim of this work was to investigate the ability
of TA to prevent oxidative and nitrosative damage in the brain, liver, kidney and
serum from rats submitted to an acute hypermethioninemia model. Male Wistar
rats (23 days old) were divided into four groups: | - control, 1l - TA (30 mg/kg), Il
- Met (0.4 g/kg) + MetO (0.1 g/kg) and IV - TA + Met + MetO. The rats of
groups Il and IV received TA orally for seven days, and the rats of groups | and
lIl received an equal volume of water. After pretreatment with TA, rats of groups
Il and IV received a single subcutaneous injection of Met + MetO and were
euthanized 3 hours later. In brain structures (cerebral cortex, hippocampus and
striatum) and in kidney, Met + MetO increased the levels of reactive oxygen
species (ROS), nitrite and induced lipid peroxidation, followed by a reduction in
the thiol content and in the activity of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione S-transferase (GST). On the other hand, pretreatment with TA
prevented oxidative and nitrosative damage found in brain structures and
kidney. In liver, there was a reduction in the levels of ROS and an increase in
the total thiol content, which was accompanied by a reduction in the activities of
CAT and GPx in the Met + MetO group, however pretreatment with TA was able
to prevent the reduction in CAT activity. In serum, Met + MetO increased ROS
levels and decreased the activity of antioxidant enzymes SOD and CAT, but the
pretreatment with TA was able to prevent this reduction. Our results
demonstrated that the administration of Met + MetO caused oxidative and
nitrosative damage in the acute hypermethioninemia model; however, TA was
able to prevent most of these changes, which makes it a possible adjunctive
therapeutic alternative in the treatment of hypermethioninemia.

Keywords: natural products, acute hypermethioninemia, prevention,
antioxidant.
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1. Introdugao

Os erros inatos do metabolismo (EIM) s&o disturbios de natureza
genética que geralmente se manifestam através de um defeito enzimatico, o
qual pode acarretar a interrupgao de uma via metabodlica (KOLODNY & CABLE,
1982; SCATURRO et al., 2013). Essa alteragdo gera consequéncias graves,
havendo a possibilidade de levar tanto a falta de produtos metabdlicos
essenciais quanto a produgao de metabdlitos secundarios téxicos, ambos com
doencgas subsequentes (SCATURRO et al., 2013). Muitos EIM nao apresentam
um tratamento especifico, assim como as alternativas terapéuticas geralmente
visam minimizar os sintomas, nao alcangcando a cura. No entanto, sabe-se que
a maioria dessas desordens pode se beneficiar de um tratamento especifico,
que sera melhor quanto mais precoce for o diagnostico (EL-HATTAB et al.,
2015; SAUDUBRAY e GARCIA-CARZOLA, 2018)

Dentre os EIM mais frequentes na populacao estdo as aminoacidopatias,
como a hipermetioninemia, a qual € caracterizada por elevadas concentragdes
plasmaticas do aminoacido metionina (Met). Existem diversos estudos
demonstrando que a Met e/ou seus metabdlitos, como a metionina sulféxido
(MetO), podem ser extremamente toxicos quando encontrados em altas
concentragbes nos tecidos (MUDD et al., 2000; GARLICK et al., 2006). A
hipermetioninemia ocorre em varias desordens metabdlicas, dentre elas, na
deficiéncia da enzima metionina adenosiltransferase (MAT). Nessa condigao, a
concentragdo plasmatica de Met pode atingir até 2500 umol/L, sendo que os
valores normais estdo em torno de 30 pmol/L. Elevadas concentragcbes de
metabdlitos, como a MetO, o metanotiol e o sulfeto de hidrogénio, também
podem ser observadas no plasma e na urina dos pacientes afetados por essa
doenga (MUDD, 2011). Alguns dos sintomas encontrados em pacientes com
hipermetioninemia estdo relacionados principalmente com o sistema nervoso
central, onde ja foram relatadas formacdo de edema cerebral, disfuncao
neurolégica e deméncia (MUDD, 2011).

Stefanello et al. (2005) demonstraram que a administracdo aguda e
crbnica de Met inibe a atividade da Na*/K*-ATPase e aumenta a peroxidagao
lipidica em hipocampo de ratos. Posteriormente, esses pesquisadores

demonstraram que a hipermetioninemia crénica provoca déficit de memaéria em
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ratos, aumenta a atividade da enzima acetilcolinesterase e reduz o conteudo de
lipidios de membrana em cérebro de ratos (STEFANELLO et al., 20073,
2007b). Recentemente, foi demonstrado que a administragdo aguda e/ou
cronica de Met e da MetO induziu estresse oxidativo em soro, plaquetas, figado
e rim de ratos jovens (SOARES et al., 2016, 2018). Ademais, em cérebro foi
demonstrado que a Met e/ou MetO causa estresse nitrosativo e oxidativo, inibe
a atividade da enzima Na'/K-ATPase, aumenta a atividade da
acetilcolinesterase, reduz os niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro,
reduz o numero de neurbnios, induz morte celular por apoptose, além de
causar déficit de memoria em ratos jovens (SOARES et al., 2017, 2020).

Apesar de ja serem observadas algumas alteracbes cerebrais e
metabdlicas em pacientes com hipermetioninemia, a abordagem terapéutica
para essa patologia ainda € extremamente limitada, restringindo-se a dieta
isenta de Met e suplementacado de S-adenosilmetionina (COUCE et al., 2013).
Sendo assim, € de extrema importancia a busca por novas terapias para a
hipermetioninemia com o intuito de minimizar os sintomas e melhorar a
qualidade de vida dos seus portadores. Nesse contexto, o acido tanico (AT),
um composto fendlico de origem vegetal pertencente ao grupo dos taninos
hidrolisaveis (CHUNG et al., 1998), se torna um promissor alvo de estudos,
devido as diversas propriedades bioldgicas ja relatadas na literatura.

O AT pode ser encontrado em diversos alimentos, como uva, banana e
lentilha, e em diversas bebidas como cha preto, cha verde, cerveja e vinho tinto
(KING et al.,, 1999). Esse tanino possui caracteristicas que fazem dele um
composto com um grande potencial terapéutico, como: atividade antioxidante
(GULCIN et al., 2010; MUCCILLI et al, 2017; BASU et al., 2018),
antimicrobiana (DONG et al., 2018; HANCOCK et al., 2010), anti-inflamatdria
(SONG et al., 2018; WU et al., 2019), antitumoral (NAUS et al., 2007; DARVIN
et al.,, 2017; BONA et al., 2019) e neuroprotetora (LU e HOLMGREN, 2006;
GERZSON et al., 2019, 2020; LUDUVICO et al., 2020). Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a capacidade protetora do AT frente a parametros de
estresse oxidativo em ratos jovens submetidos ao protocolo experimental de

hipermetioninemia aguda.

15



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito antioxidante do pré-tratamento com AT em ratos
Wistar jovens submetidos ao protocolo experimental de hipermetioninemia

aguda.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito do pré-tratamento com AT sobre a produgao de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e sobre os niveis de nitritos em figado, rim, soro e
cérebro de ratos jovens submetidos ao modelo experimental de
hipermetioninemia aguda;

- Verificar o efeito do pré-tratamento com AT sobre o conteudo tidlico total
(SH) e os niveis de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em
figado, rim, soro e cérebro de ratos jovens submetidos ao modelo experimental
de hipermetioninemia aguda;

- Avaliar o efeito do pré-tratamento com AT sobre a atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa S-transferase (GST) em figado, rim, soro e cérebro de ratos jovens

submetidos ao modelo experimental de hipermetioninemia aguda.
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3. Revisao da literatura

3.1 Erros inatos do metabolismo (EIM)

Os EIM sao disturbios de natureza genética que geralmente
desencadeiam um defeito enzimatico capaz de acarretar na interrupgao de uma
via metabdlica (KOLODNY e CABLE, 1982; SCATURRO et al., 2013). Como
os EIM s&o compostos por uma variedade de doengas, esses sdo agrupados
com base em sua patologia subjacente, localizagcdo do defeito celular ou no tipo
de moléculas biolégicas envolvidas. Os EIM sdo associados a complicagdes
multisistémicas, podendo causar morte prematura, desordens neuroldgicas
severas, retardo mental e baixa qualidade de vida (BERRIO et al., 2013). No
entanto, os tratamentos disponiveis para os EIM s&o muito escassos, e
normalmente se baseiam em um controle dietético e manejo dos sintomas
(FERREIRA et al., 2019).

O termo “erro inato do metabolismo” foi introduzido em 1908 pelo médico
britanico Sir Archibald Garrod, que postulou que disturbios hereditarios, como
alcaptonuria e albinismo, resultam da redugdo da atividade ou da auséncia
completa de enzimas envolvidas em certas vias bioquimicas (SCRIVER et al.,
2001). Os EIM sédo doengas raras quando analisadas individualmente, mas
coletivamente sdo bastante frequentes em diferentes populacbes, com uma
prevaléncia global média de 1 a cada 2.000 nascidos vivos, onde cerca de 25%
desses disturbios se desenvolvem ainda no periodo neonatal (WATER et al.,
2018).

Até o momento quinhentos EIM s&o conhecidos, e dentre os mais
incidentes estdo as desordens envolvendo o metabolismo de aminoacidos. No
Brasil, cerca de 16% dos EIM sdo aminoacidopatias e os sinais e sintomas
dessas desordens iniciam ainda no periodo neonatal, apés a exposicdo a
alimentagdo com proteinas formadas por determinados aminoacidos
(EL-HATTAB et al., 2015; GIUGLIANI et al., 2016). Algumas das
aminoacidopatias conhecidas incluem a fenilcetonuria, doenga da urina do

xarope de bordo, homocistinuria e hipermetioninemia (WASIM et al., 2018).
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3.2 Metionina (Met) e Metionina sulféxido (MetO)

A Met é um aminoacido essencial sulfurado, obtido através da dieta ou
da degradacéao de proteinas enddgenas, sendo necessario para o crescimento
saudavel normal (CHIANG et al., 1996). A metabolizacdo da Met (via da
demetilagdo) ocorre principalmente no figado, onde a enzima metionina
adenosiltransferase  (MAT) catalisa a primeira reagdo, formando
S-adenosilmetionina (SAM) a partir de Met e uma molécula de adenosina
trifosfato (ATP). Apds isso, a SAM é convertida em S-adenosil-homocisteina
(SAH) em reacao catalisada pela glicina-N-metiltransferase (GNMT). Depois de
formada, a SAH € hidrolisada em adenosina e homocisteina, pela enzima
S-adenosil-homocisteina hidrolase (SAHH) (MUDD et al., 2000; MARKHAM et
al., 2009; MATO et al., 2013) (Figura 1).

A metabolizacdo da homocisteina pode ocorrer pela via de remetilagao,
na qual a homocisteina recebera um grupamento metila da betaina ou do
5-metiltetrahidrofolato (5-Me-THF) e assim formara novamente a Met, ou pela
via de transulfuragao, em que a enzima cistationina 3-sintase (CBS) convertera
a homocisteina em cistationina, a qual sera subsequentemente hidrolisada pela
cistationina y-liase (CGL) formando cisteina. E importante ressaltar que a
transulfuracdo € basicamente a uUnica via de catabolismo da Met (SELHUB et
al., 1999; MUDD et al., 2000; KUMAR et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1: Metabolismo da Met. MAT - metionina adenosiltransferase; SAM
S-adenosilmetionina; GNMT  dlicina N-metiltransferase; SAH - S
adenosil-homocisteina; SAHH - S adenosil-homocisteina hidrolase - CBS -
cistationina B-sintase; CGL - cistationina y-liase; BHMT — betaina homocisteina
metiltransferase; MS - metionina sintase; 5-Me-THF - 5-metil tetrahidrofolato;
(Adaptado de MUDD et al., 2011).

A Met participa da metilagédo de outras biomoléculas, como o DNA e
algumas proteinas, além de estar relacionada a formagdo de moléculas
antioxidantes como a glutationa (CAMPBELL et al., 2013). Vale ressaltar que uma
das mais importantes funcbes da Met é a protecdo da célula dos ataques de
espécies reativas, visto que esta posicionada de maneira estratégica na
membrana celular (STADTMAN, 2004). Quando isso ocorre, a Met pode ser
oxidada, ocorrendo a formacgao de MetO, a qual pode ser novamente convertida a
Met através da atividade da metionina sulféxido redutase, reduzindo a MetO e
permitindo que a Met possa exercer seu papel antioxidante (Figura 2) (LIM et al.,

2018). No entanto, a metionina sulféxido redutase nao € muito expressa em
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recém-nascidos, o que contribui para uma maior concentragdo de MetO em
neonatos (STADTMAN, 2004).

0 EROS (I:I) A
HG™ OH ¢ 2 HSC’S\/\T)LOH
NH, Msr NH-»
metionina metionina sulféxido

Figura 2: Via de oxidagao/reducdo da metionina. EROS - espécies reativas de
oxigénio; Msr - metionina sulféxido redutase (Adaptado de MARTINEZ et al.,
2017).

Dados da literatura vém demonstrando o envolvimento da Met em
algumas doengas. Na diabetes, por exemplo, a restricdo de Met levou a uma
maior sensibilidade a insulina e uma melhor homeostase glicidica (YIN et al.,
2018). Em trabalhos relacionados ao cancer, modelos animais que tiveram uma
restricio de Met na dieta obtiveram uma melhora quanto a progressdo dos
tumores, pois muitas células tumorais dependem da Met para o seu metabolismo
(CHATURVEDI et al., 2018). A Met também esta associada ao envelhecimento.
Nesse sentido, estudos com moscas-da-fruta e camundongos demonstraram que
a restricito de Met na dieta resulta em aumento na expectativa de vida
(GRANDISON et al., 2009; LEE et al., 2016).

Ainda, alguns estudos relacionam a Met e seu metabdlito MetO a
inducao do estresse oxidativo em diferentes tecidos. Inicialmente, Stefanello et al.
(2005) demonstraram que a administracdo aguda e crénica de Met inibe a
atividade da Na'/K*-ATPase e aumenta a peroxidacao lipidica no hipocampo de
ratos. A seguir, esses pesquisadores relataram que a hipermetioninemia crénica
provoca déficit de memoédria em ratos, aumenta a atividade da enzima
acetilcolinesterase e reduz o conteudo de lipidios de membrana em cérebro de
ratos (STEFANELLO et al., 2007a, 2007b). Recentemente, observou-se que a
administragdo aguda e/ou crénica de Met e MetO foi responsavel por induzir
estresse oxidativo em soro, plaquetas, figado e rim de ratos jovens (SOARES et

al., 2016, 2018). Ademais, em cérebro foi evidenciado que a Met e/ou MetO causa



estresse nitrosativo e oxidativo, inibe a atividade da enzima Na*/K*-ATPase,
aumenta a atividade da acetilcolinesterase, reduz os niveis do fator neurotrofico
derivado do cérebro, reduz o numero de neurdnios, induz morte celular por
apoptose, além de causar déficit de memdria em ratos jovens (SOARES et al.,
2017, 2020). Dessa forma, é possivel observar que a presenga de elevadas
concentracbes de Met e MetO pode estar relacionada a diversas alteragdes,
principalmente em se tratando de aumento de marcadores de estresse oxidativo e

disfungdes neuroldgicas.

3.3 Hipermetioninemia

A hipermetioninemia € caracterizada pelo acumulo tecidual e plasmatico
de Met e seus metabdlitos, como MetO, além de deficiéncia de SAM. Essa
doenca pode ter origem genética como na deficiéncia da enzima MAT,
indispensavel no metabolismo da Met, e ndo genética, relacionada ao baixo peso
ao nascer, disturbios hepaticos, prematuridade e alimentagao rica em Met (MUDD
et al., 2000; 2011)

Atualmente, seis doengas genéticas que ocasionam elevagdes anormais
nos niveis de Met sdo conhecidas sendo elas: a deficiéncia da enzima MAT I/llI;
Homocistindria devido a deficiéncia de CBS; deficiéncia da glicina
N-metiltransferase (GNMT); deficiéncia de S-adenosil-homocisteina hidrolase
(AHCY); deficiéncia de citrina e deficiéncia de fumarilacetoacetato hidrolase (FAH)
- Tirosinemia tipo | (MUDD, 2011). Dentre as alteragbes genéticas descritas acima,
a mais comum € a deficiéncia de MAT, doenca autossémica recessiva, ocasionada
principalmente por um defeito no gene MATA1 (que codifica a MAT) que pode
levar a diminuigdo ou até mesmo auséncia da atividade dessa enzima, gerando
acumulo de Met e deficiéncia na produ¢ado de SAM (MUDD, 2011). Nessa doencga,
os niveis de Met podem chegar a 2500 ymol/L, sendo que os valores normais
estdo em torno de 30 umol/L (MUDD, 2011).

Embora o diagnéstico da hipermetioninemia seja dificil e extremamente
inespecifico, alguns sinais como niveis de Met superiores a 48 umol/L podem
servir como alerta para a presenca de deficiéncia de MAT. Além disso, outros

fatores como diminuigdo nos niveis de homocisteina e tirosina, no caso de
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deficiéncia de MAT, podem servir como indicativo para hipermetioninemia
(SCHWEINBERGER et al., 2016)

A hipermetioninemia € uma doenga subdiagnosticada mundialmente,
tornando muito dificil o calculo de sua prevaléncia mundial. No entanto, algumas
cidades que possuem programas de triagem neonatal bem desenvolvidos foram
capazes de estimar dados de prevaléncia. Em Taiwan por exemplo, a prevaléncia
média de deficiéncia de MAT foi de aproximadamente 1 a cada 100.000 nascidos
vivos (CHIEN et al., 2005). Em Portugal, na regiao de Douro (pertencente a
peninsula ibérica), a prevaléncia foi estimada em 1 a cada 26.000 nascidos vivos
(MARTINS et al., 2012). Em Sucheu, na China, o programa de triagem neonatal
local estimou uma prevaléncia média de 1 a cada 30.000 nascidos vivos (WANG
et al., 2019).

Muitos pacientes hipermetioninémicos sao assintomaticos, no entanto,
na presenca de sintomas, esses podem apresentar-se como problemas
neuroldgicos, deficiéncia no desenvolvimento psicomotor e inteligéncia, tremor,
dor de cabecga, nistagmo (movimento involuntario dos olhos), disdiadococinesia
(dificuldade em realizar movimentos rapidos em sequéncia), desmielinizagcao
cerebral, dificuldades de fala e atrasos de aprendizagem (SURTEES et al., 1991;
MUDD et al., 1995; BANNICK et al., 2020). Sintomas que vao além do sistema
nervoso central podem incluir hepatomegalia, deficiéncia de zinco e ferro, além de
odores anormais no corpo e na respiragao, que se assemelham ao odor de couve
cozida, devido a presencga de dimetilsulfitos (GAHL et al., 1987; NASHABAT et al.,
2018).

O tratamento conhecido para hipermetioninemia consiste basicamente
em uma restricdo alimentar de Met. No entanto, a baixa ingestdo de proteinas
esta associada a falhas no desenvolvimento, além de diminuir ainda mais os
niveis de SAM do individuo (COUCE et al., 2013). Outro tratamento utilizado se
baseia na suplementagdo de SAM, nas doses de 400 a 800 mg duas vezes ao
dia. Essa alternativa terapéutica promove melhora de alguns sintomas, como
reducao do déficit cognitivo, porém formulagdes de SAM possuem um custo
consideravel, além de existir a necessidade de se manter o controle dietético
(FURUJO et al., 2012; BANNICK et al., 2020).

Ainda que a fisiopatologia exata da hipermetioninemia ndo seja

completamente elucidada, alguns estudos vém sendo realizados com o objetivo
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de melhor compreender a origem das modificagdes que ocorrem em alguns
orgaos e células de pacientes acometidos por essa doenca. Nesse sentido,
modelos experimentais de hipermetioninemia aguda e crénica encontraram
diversas alteracdes relacionadas ao cérebro, como na atividade das enzimas
Na’/K*-ATPase e acetilcolinesterase, reducdo do nivel de lipidios, aumento do
estresse oxidativo e indugdo de déficit de memdria (STEFANELLO et al., 2005,
2007a, 2007b, 2011; SOARES et al., 2017b, 2020). Em figado e rim foi possivel
observar alteracbes na morfologia de células hepaticas, peroxidagao lipidica e
diminuicdo de defesas antioxidantes, bem como diminuicdo na atividade da
enzima acido delta-aminolevulinico desidratase em figado (STEFANELLO et al.,
2009; COSTA et al., 2013; SOARES et al., 2016).

Ademais, alteragdes em soro, plaquetas e linfocitos foram observadas
tanto no modelo agudo quanto no crénico de hipermetioninemia. Nesse sentido,
elevadas concentracdes de Met e/ou MetO foram capazes de aumentar o nivel de
interleucinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
IL-6, além de reduzir citocinas anti-inflamatérias como a IL-10, aumentar os niveis
de proteina C-reativa, alterar componentes do sistema purinérgico e colinérgico,
induzir estresse oxidativo e disfungao plaquetaria (SOARES et al., 2017a, 2018).

Em macréfagos, o tratamento in vitro com Met e/ou MetO induziu
fendtipo de ativagcdo classica M1/pro-inflamatorio, mudangas em marcadores
purinérgicos e na homeostase redox. Nos astrocitos houve uma hipertrofia e
também inducao de estresse oxidativo (DOS SANTOS et al., 2016; SOARES et
al., 2019; FRANCESCHI et al., 2020).

Dessa forma, considerando que o estresse oxidativo é uma das
principais manifestagbes de hipermetioninemia em modelos experimentais
(STEFANELLO et al., 2011; SOARES et al., 2017a, 2018), é importante investigar
agentes com potencial antioxidante, uma vez que abordagens terapéuticas
alternativas para o tratamento da hipermetioninemia sdo amplamente ausentes ou
estdo restritas a uma dieta livre de Met e suplementagdo de SAM (FURUJO et al.,
2012).

3.4 Estresse oxidativo

3.4.1 Espécies reativas de oxigénio (EROS)
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O oxigénio € um dos elementos quimicos mais abundantes na terra,
ficando atras apenas do hélio e do hidrogénio (SOSA TORRES et al., 2015). O
oxigénio esta presente na férmula quimica de diferentes compostos, nos tecidos
organicos, e na forma gasosa (O2) € um dos gases mais abundantes na
atmosfera (SOSA TORRES et al.,, 2015). Além disso, todos os seres vivos
aerobios utilizam o oxigénio como aceptor final de elétrons na fosforilagdo
oxidativa, permitindo que ocorra a geragao de energia e também mantendo o
metabolismo e a homeostase adequados (SOSA TORRES et al., 2015).

A principal via de metabolismo do oxigénio no organismo envolve a sua
completa redugdo em agua, incorporando quatro elétrons ao final da cadeia de
transporte de elétrons no interior da mitocdndria, permitindo a sintese de ATP
através da fosforilagcdo oxidativa. No entanto, uma pequena quantidade do
oxigénio consumido (2 a 5%) é reduzido na mitocdndria, originando uma
variedade de substancias quimicas altamente reativas, que por possuirem um
elétron desemparelhado na sua camada de valéncia, sdo denominadas EROS
(FERREIRA et al., 1997; BARBOSA et al., 2010).

E importante ressaltar que uma pequena concentracdo de EROS pode
ser benéfica, participando da diferenciagéo celular, apoptose, fagocitose, além de
modular a resposta inflamatéria (HALLIWELL, 2006). No entanto, essas espécies
podem provocar injuria tecidual e, em altas concentragdes, danificar organelas
celulares, acidos nucléicos, lipidios e proteinas (DA SILVA e CALDERON, 2010).

Alguns exemplos de EROS sdo o anion superéxido, espécie pouco
reativa, porém capaz de gerar outras EROS mais reativas e danosas e de reagir
com metais de transicdo como o ferro idnico, ocasionando entao efeitos deletérios
em outras estruturas (HALLIWELL, 2007). O peroxido de hidrogénio, que também
€ pouco reativo, possui uma meia vida mais longa e consegue atravessar
membranas celulares com maior facilidade. A geragao de peréxido de hidrogénio
em si ndo € considerada perigosa, mas ele é capaz de participar da reagao de
Fenton e Haber-Weiss, formando o radical hidroxila. Esse radical € o mais reativo
dentre as EROS, possuindo uma meia-vida curta e podendo reagir com diversas
moléculas, como proteinas (alterando sua estrutura), lipidios (danificando
membranas celulares) e até mesmo acidos nucleicos (causando mutagdes). O
fato de n&o existir um sistema antioxidante capaz de lidar diretamente com o
radical hidroxila, o torna ainda mais danoso, havendo assim a necessidade de

prevenir a formagao desse composto (HALLIWELL, 2007).
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3.4.2 Enzimas antioxidantes

O organismo estaria em grande risco devido a geracdo de espécies
reativas de maneira constante na respiracao celular, porém existe um sistema de
defesa antioxidante que controla os niveis dessas espécies. A definicdo de
antioxidante pode ser explicada por Halliwell e Gutteridge (2007) como “qualquer
substancia que retarde, previna ou remova o dano oxidativo de uma molécula
alvo”. Nesse sistema fazem parte enzimas e outros compostos antioxidantes, que
tém a capacidade de prevenir a formagao de espécies reativas, convertendo os
radicais formados em moléculas menos reativas e menos prejudiciais. Como parte
do sistema antioxidante enzimatico tem-se as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (MATES et al., 1999;
HALLIWELL et al., 2007; LEI et al., 2016).

A SOD é a enzima antioxidante responsavel por catalisar a reacdo que
converte o anion superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio (Figura 3).
Existem trés tipos diferentes de SOD: Cu-Zn-SOD, que utiliza cobre e zinco como
cofatores na reagcao de dismutagdo; Mn-SOD, onde o magnésio é o cofator
presente na reacao de dismutacdo; e SOD extracelular, que utiliza cobre e zinco
como cofatores, mas atua no espaco extracelular (MATES et al., 1999; VEAL et
al., 2018).

A CAT é uma enzima tetramérica que apresenta quatro subunidades
tetraédricas idénticas de 60 kDa, contendo um unico grupo ferriprotoporfirina por
subunidade (MATES et al., 1999). E uma das enzimas que reage com o peréxido
de hidrogénio, convertendo-o em oxigénio e agua (Figura 3). Embora a CAT nao
seja essencial para alguns tipos de células em condi¢gdes normais, ela
desempenha um papel importante na aquisicdo de tolerancia ao estresse
oxidativo na resposta adaptativa das células (CHAE et al., 1999; DAI et al., 2009;
VEAL et al., 2018).

A GPx é uma peroxidase que contém um Unico residuo de
selenocisteina em cada uma das quatro subunidades idénticas, sendo esse um
composto indispensavel para o funcionamento da enzima (MATES et al., 1999). A
GPx também ¢é responsavel por metabolizar o perdxido de hidrogénio, porém
utiliza a glutationa reduzida na reagao, convertendo perdxido de hidrogénio em
agua e glutationa reduzida em glutationa oxidada (Figura 3). Essa enzima é
essencial na protegcdo de lipideos contra ataques oxidativos (LU HOLMGREN
2014; LOWE, 2014).
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Além das enzimas antioxidantes mencionadas acima, existem também
outras enzimas que auxiliam no manejo do estresse oxidativo e remogao de
elementos toxicos e xenobidticos, que é o caso da glutationa S-transferase (GST)
(ATKINSON e BABBIT, 2009). A GST compreende uma familia de isoenzimas
presentes em eucariotos e procariotos que catalisam a reagcédo de conjugacgao da
forma reduzida da glutationa a substratos xenobidticos, toxinas e lipideos
peroxidados com o objetivo de neutraliza-los. Ao conjugar a glutationa reduzida a
centros eletrofilicos desses substratos ela os torna mais soluveis em agua, assim
facilitando sua remogé&o do corpo (MUKANGANYAMA et al., 2011).

IC OH*
H:0 0:
Reacgio de =
Fenton/ o I
Haber-Weiss 4

SOD

glutationa glutationa
reduzida oxidada

Figura 3: Geracdo de espécies reativas de oxigénio/prevencédo através da
atividade catalitica de enzimas antioxidantes. O: - oxigénio; O* - &anion
superoxido; OH* - radical hidroxila; H:0: - peroxido de hidrogénio; H:O - agua;
CAT - catalase; GPx - glutationa peroxidase (Adaptado de MATES et al., 1999).

3.4.3 Dano oxidativo

Mesmo que exista um sistema de defesa eficaz na retirada de espécies

reativas que sao constantemente formadas no organismo, existem situacdes onde
ha um desequilibrio na geragdo de compostos oxidantes e antioxidantes, em favor
da producéio excessiva de espécies reativas e/ou no detrimento da velocidade de
remogao dessas, 0 que caracteriza um quadro de estresse oxidativo (SIES, 1985).
O dano oxidativo pode ocorrer diretamente através da formacao de

radicais hidroxila, as quais podem ocasionar a peroxidagdo de lipideos de
membrana, levando a perda da seletividade na troca idnica e a liberacido do

conteudo de organelas (enzimas lisossémicas), além da formagao de produtos

26



citotdxicos, resultando em morte celular. De forma indireta, o radical hidroxila
pode danificar enzimas importantes no metabolismo energético, como a
Na*/K*-ATPase (DAMASCENO et al., 2002; LIU et al., 2012).

O estresse oxidativo esta associado a um numero consideravel de
doencas, tais como: cancer, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer,
aterosclerose, diabetes e depressdo (HALLIWELL, 2007; HWANG, 2013; CHEN
et al., 2014; JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2015; KATOOR et al., 2017; LUC et
al., 2019). Em decorréncia do estresse oxidativo, o dano oxidativo também foi
demonstrado em modelos de hipermetioninemia em diferentes 6rgéos e células
como: o cérebro (STEFANELLO et al., 2005, 2011; SOARES et al., 2017b, 2020),
o figado (STEFANELLO et al., 2009; COSTA et al., 2013; SOARES et al., 2016), o
rim (SOARES et al., 2016), o soro,as plaquetas (SOARES et al., 2018), os
astrocitos (SOARES et al.,, 2019) e os macrofagos (DOS SANTOS et al., 2016;
FRANCESCHI et al., 2020). Sendo assim, a busca por compostos com
capacidade antioxidante torna-se importante como possivel alternativa

terapéutica para o manejo clinico da hipermetioninemia.

3.5 Taninos

Os taninos sdo uma classe de biomoléculas polifendlicas adstringentes
que se ligam e precipitam proteinas e varios outros compostos organicos,
incluindo aminoacidos e alcaldides. Sdo metabdlitos secundarios de plantas com
pesos moleculares que variam de 300 a 5000 kDa (ésteres de acido galico) e até
20.000 kDa (proantocianidinas) (SIENIAWSKA e BAJ, 2017).

Essa classe é dividida em dois grupos principais com base na sua
resisténcia ou ndo a hidrolise na presenga de agua quente ou das enzimas
tanases: taninos hidrolisaveis e condensados (Figura 4). Os hidrolisaveis
englobam os poliésteres do acido galico e hexaidroxidifénico (galotaninos e
elagitaninos, respectivamente), enquanto os taninos condensados incluem os
oligbmeros e polimeros compostos por nucleos de flavan-3-ol (proantocianidinas)
(OKUDA e ITO, 2011; RAUF et al., 2019).

Taninos hidrolisaveis sao poliésteres que apresentam uma porg¢ao de
agucar e uma porgao composta por acidos organicos (acidos galico e elagico). Os
galotaninos e os elagitaninos sao as duas categorias presentes nos taninos

hidrolisaveis, em que a hidrdlise dos galotaninos produz agucar e acidos galicos,
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enquanto a dos elagitaninos produz acidos hexaidroxifénicos e acido elagico
(PLAZA et al., 2016). Um exemplo de tanino hidrolisavel e galotanino € o AT.

Taninos condensados, também conhecidos como proantocianidinas, sdo
oligbmeros ou polimeros formados pela condensagao de unidades de flavanos
(flavan-3-ol) ligadas por ligacdes acido-labeis 4 — 6 ou 4 — 8, e ndao contém
residuos de glicose. Os polimeros sédo polidispersos e as cadeias sao irregulares,
podendo ser ramificadas e geralmente contém mais de um tipo de unidade de
base configuracional (TAMOKOU et al., 2017).

Figura 4: (Esquerda) Castalagina, um tipo de tanino hidrolisavel (Direita)
Prodelfinidina B9, um tipo de tanino condensado (Adaptado de OKUDA et al.,
2011).

Um dos principais efeitos adversos relacionados aos taninos esta
relacionado a sua capacidade de formar complexos ndo absorviveis com
proteinas (especialmente aquelas que sao ricas em prolina) (GONCALVES et al.,
2011a), enzimas (GONCALVES et al.,, 2011b), acucares (MANSOORI e
MORDIRSANEI, 2012) e ions metalicos, o que pode diminuir o valor nutricional de
alguns alimentos contendo esses compostos (GILANI et al., 2012). Porém, no
caso dos taninos hidrolisaveis, sua agao pode nao ser tdo prejudicial na digestao
das proteinas, uma vez que os taninos dessa classe serdo hidrolisados no
estbmago em ambiente acido, liberando as proteinas conjugadas (SERRANO et
al., 2009).
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E importante salientar que os taninos vém sendo usados na medicina
oriental a muito tempo, em funcdo da sua presengca em vegetais considerados
‘medicinais”, e que a administragdo desses alimentos ricos em taninos
apresentaram efeitos benéficos para a saude, tratando lesbes cuténeas e
inflamatoérias e com capacidade de prevenir doengas crénicas (LILA, 2007;
KUMARI e JAIN, 2012). Ainda, uma pesquisa recente, utilizando docking
molecular, identificou taninos condensados capazes de inibir a atividade da
principal protease do SARS-CoV-2 (ZHU e XIE, 2020).

3.6 Acido tanico (AT)

O AT é um composto polifendlico de origem vegetal, fazendo parte do
grupo dos taninos hidrolisaveis e caracterizado como um galotanino, além de
possuir um alto peso molecular (500-3000 kDa). Estruturalmente, o AT possui
uma porcdo de glicose como nucleo e os grupos hidroxila da glicose sao
esterificados por 5 acidos digalicos (Figura 5) (CHUNG, 1998).
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Figura 5: Estrutura quimica do acido tanico (SERRANO et al., 2019).

A biossintese do AT esta relacionada com a dos taninos hidrolisaveis,
uma ligagdo éster € formada entre o acido galico e a glicose pela agdo da
UDP-glucosiltransferase (UGT) resultando em [B-glucogalina. A enzima
B-glucogalina O-galoiltransferase transfere um grupo galoil de uma unidade de
B-glucogalina para outra molécula de [-glucogalina, ocorrendo de maneira
sucessiva até gerar a pentagaloilglicose, que é posteriormente transformada em

galotaninos ou elagitaninos (Figura 6) (ONO et al., 2016).
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Figura 6: Biossintese do AT. UGT - UDP-glucosiltransferase; BGT -

B-glucogalina O-galoil transferase (SIENIAWSKA., 2017).

O AT pode ser encontrado em diversos alimentos, como uva, banana e
lentilha, e em diversas bebidas como cha preto, cha verde, cerveja, café e vinho
tinto (KING et al., 1999). No entanto, sua forma comercial provém normalmente
de 3 fontes vegetais: Falso pau-Brasil (Caesalpinia spinosa), Galha chinesa (Rhus
chinensis) e Sumagre (Rhus coriaria) (MONTEIRO et al., 2005).

3.6.1 Atividade antioxidante do AT

A atividade bioldgica mais documentada e relatada do AT é o seu efeito
antioxidante, que pode ser exercido principalmente através da eliminacdo de
radicais livres, quelacdo de metais de transicdo e modulagcdo da atividade de
enzimas pro e antioxidantes (OLEJAR et al., 2015; TIAN et al., 2012). A atividade
de eliminacdo de radicais livres € baseada na capacidade de um antioxidante
doar elétrons para um radical livre, tornando esse radical mais estavel e menos
prejudicial. O AT, in vitro, foi capaz de eliminar os radicais DPPH e ABTS com
mais eficiéncia que antioxidantes padrao (GULCIN et al., 2010). Além disso,

extratos contendo grandes concentragdes de AT também foram
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capazes de eliminar esses radicais com capacidade semelhante ao AT puro
(QA'DAN et al., 2011; ZHAO et al., 2011).

A quelacdo de metais de transicdo € outro aspecto da atividade
antioxidante dos taninos, pois, por meio dessa acdo, esses compostos sao
capazes de prevenir a reagcao de Fenton, conjugando-se com ions metalicos (por
exemplo, Fe* e Cu?'). Dessa forma ele evite que esses ions reajam com o
peréxido de hidrogénio e interrompendo a geracao do radical hidroxila, que é
extremamente prejudicial a membrana celular e outras biomoléculas (PHIWCHAI
et al., 2018; BASU et al., 2018).

Por fim, é relatado na literatura que os taninos, especialmente o AT, tém
a capacidade de interferir na atividade de enzimas pro e antioxidantes. Um estudo
realizado com AT demonstrou que esse composto inibiu de forma eficaz a
atividade da NADPH oxidase, uma enzima pré-oxidante que gera o anion
superoxido (YU, 2018), enquanto outro estudo associou o aumento da ingestao
de AT na dieta de animais com melhora na atividade das enzimas antioxidantes
GPx e CAT (YE et al., 2016).

3.6.2 Atividade neuroprotetora do AT

O AT também exibe atividade neuroprotetora frente a varios modelos
experimentais de doengas neurodegenerativas e neuro debilitantes (TEJADA et
al., 2017). Estudos demonstraram que essa atividade ocorre por meio de seu
efeito antioxidante e da capacidade de alguns taninos hidrolisaveis de serem
metabolizados em taninos absorviveis de peso molecular muito inferior, que
podem atravessar a barreira sangue-cérebro, exercendo sua atividade bioldgica
no cérebro (MEDIC-SARIC et al., 2009; MORI et al., 2012).

Estudos utilizando o AT como ferramenta preventiva em modelos
experimentais de doenca de Alzheimer elucidaram a capacidade desse tanino em
reduzir a atividade de colinesterases, enzimas cuja atividade encontra-se elevada
nessa patologia (TURKAN et al.,, 2019; GERZSON et al.,, 2019). Além disso,
Gerzson e colaboradores demonstraram que o AT foi capaz de prevenir a
neuroinflamacdo e de restabelecer a expressao da Akt em modelo animal de
deméncia esporadica do tipo Alzheimer (GERZSON et al., 2020).

A capacidade neuroprotetora e antidepressiva do AT foi observada em

um modelo animal de depressao induzida pelo lipopolissacarideo. Nesse estudo o
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AT reduziu os niveis de TNF-a, e mostrou acio tipo-antidepressiva nesses
animais (LUDUVICO et al., 2020). Ademais, extratos vegetais contendo altas
concentracdes de AT também exerceram efeitos tipo-antidepressivos, os quais
foram associados ao fato desse composto ser um inibidor ndo seletivo da
monoamina oxidase, e, portanto, aumentar indiretamente o0s niveis de
neurotransmissores monoaminérgicos no cérebro (CHANDRASEKHAR et al.,
2017).

Adicionalmente, Bona e colaboradores (2019) relataram o efeito
antiproliferativo do AT em modelos de glioblastoma in vitro e in vivo, sendo esse
composto capaz de causar morte celular por apoptose, parada no ciclo celular e
reducdo na formagéo de coldnias, além de apresentar efeito antioxidante (BONA
et al., 2019). Dessa forma, considerando a atividade antioxidante e neuroprotetora
do AT relatadas na literatura, e que o estresse oxidativo e dano neuroldgico estao
presentes em quadros de hipermetioninemia, se torna relevante avaliar o papel

protetor do AT frente as alteragdes observadas na hipermetioninemia.
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4. ARTIGO

A metodologia e resultados serao apresentados na forma de um artigo

publicado no periédico Amino Acids.
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Abstract

We investigated the ability of tannic acid (TA) to prevent oxidative and nitrosative damage in the brain, liver, kidney, and
serum of a rat model of acute hypermethioninemia. Young Wistar rats were divided into four groups: I (control), IT (TA
30 mg/kg), II (methionine (Met) 0.4 g/kg +methionine sulfoxide (MetQ) 0.1 g/ke), and IV (TA/Met +MetO). Rats in groups
IT and IV received TA orally for seven days, and rats of groups I and IIT received an equal volume of water. After pretreat-
ment with TA, rats from groups II and I'V received a single subcutaneous injection of Met + MetO, and were euthanized
3 h afterwards. In specific brain structures and the kidneys, we observed that Met+MetO led to increased reactive oxygen
species (ROS), nitrite, and lipid peroxidation levels, followed by a reduction in thicl content and antioxidant enzyme activ-
ity. On the other hand, pretreatment with TA prevented both oxidative and nitrosative damage. In the serum, Met + MetO
caused a decrease in the activity of antioxidant enzymes, which was again prevented by TA pretreatment. In contrast, in
the liver, there was a reduction in ROS levels and an increase in total thiol content, which was accompanied by a reduction
in catalase and superoxide dismutase activities in the Met+MetO group, and pretreatment with TA was able to prevent
only the reduction in catalase activity. Conclusively, pretreatment with TA has proven effective in preventing oxidative and
nitrosative changes caused by the administration of Met + MetO, and may thus represent an adjunctive therapeutic approach
for treatment of hypermethioninemia.

Keywords Redox status - Prevention - Natural product - Tissue damage - Acute hypermethioninemia

Introduction

Methionine (Met) is an essential sulfur-containing amino
acid necessary for normal healthy growth (Chiang et al.
1996). However, elevation of Met body levels due to the
accumulation of Met and/or methionine sulfoxide (MetO),
<] Mayara Sandrielly Pereira Soares which is caused mainly by methionine adenosyltransferase
mspercirasoares @gmail.com (MAT) deficiency, leads to a condition known as hyperme-
thioninemia (Mudd et al. 2011; Martinez et al. 2017).
Clinical manifestations of hypermethioninemia include
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de Ciéncias Quimicas, Farmac€uticas ¢ de Alimentos, variable degrees of hepatic and neurological alterations
Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario s/n, (Schweinberger et al. 2016, 2018). Although the patho-
Pelotas, RS, Brazil physiology has not been completely elucidated, it has
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de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Campus ance in redox status could lead to hepatic (Stefanello et al.
Universitrio s/n. Pelotas, RS 96010-900, Brazil 2009; Costa et al. 2013), renal (Soares et al. 2017a), and
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neurological dysfunctions (Stefanello et al. 2007a, b; Ste-
fanello et al. 2011; Soares et al. 2018), as well as to bio-
chemical alterations in cell blood as lymphocytes and plate-
lets (Soares et al. 2017b, 2019).

Considering that oxidative stress, which is caused by
an imbalance between reactive oxygen species (ROS) lev-
els and antioxidant defense systems (Gonsette et al. 2008;
Ljubisavljevic et al. 2016). is one of the main manifestations
of hypermethioninemia in experimental models (Soares
et al. 2017a, 2018; Stefanello et al. 2011), it is important
to investigate agents with antioxidant potential, especially
since alternative therapeutic approaches for treating hyper-
methioninemia are largely lacking, or are restricted to a
Met-free diet and supplementation of S-adenosylmethionine
(SAM: Furujo et al. 2012). In addition, the therapy used is
generally based on treatment of a clinical condition already
present (Baric et al. 2017). However, adopting a preventive
strategy can prove extremely valuable in avoiding the poten-
tial damage caused by species reactive to biomolecules,
cells, and tissues, especially by preventing their production
in the first place.

In this sense, compounds isolated from natural products
have promising therapeutic potential, and are of great inter-
est for treatment of hypermethioninemia, since they can act
in the prevention of biochemical changes found in this con-
dition. In recent years, polyphenols have surfaced in the sci-
entific world owing to their various important bioactivities
(Fraga et al. 2019). In this regard, tannic acid (TA), a natu-
rally occurring large polyphenol, which is found in several
herbaceous and woody plants, wines, and a broad selection
of teas (Serrano et al. 2009), was found to exert various bio-
logical effects, ranging from antioxidant (Basu et al. 2018),
to neuroprotective (Ashafaq et al. 2017; Gerszon et al. 2019,
2020; Luduvico et al. 2020), and antitumoral effects (Bona
et al. 2020). TA possesses powerful antioxidant potential and
free radical scavenging properties, along with iron chelation
capacity (Gulgin et al. 2010), making it an excellent thera-
peutic agent. In addition, in other experimental models of
aminoacidopathies, promising effects could be achieved by
making use of phenolic compounds (Malinowska et al. 2013;
Malinowska and Olas 2010, 2011; Noll et al. 2011).

Therefore, the aim of this study was to investigate the pro-
tective effects of TA against oxidative and nitrosative stress
in the brain, liver, kidney, and serum of an acute hyperme-
thioninemia model in young Wistar rats.

@ Springer

Materials and methods
Drugs and reagents

MetO and TA were purchased from Sigma (St. Louis, MO,
USA). All other reagents used in the experiments were of
analytical grade and had the highest purity.

Animals

Wistar rats (23 days old) were obtained from the Central
Animal House of the Federal University of Pelotas (Pelo-
tas, RS, Brazil). Animals were housed in an air-condi-
tioned constant temperature colony room (22 + 1 °C) with
12 h light/dark cycles. Rats had free access to a 20% (w/w)
protein commercial chow and water. All animal procedures
were approved by the Ethics Committee of Animal Experi-
mentation from the Federal University of Pelotas under the
protocol number CEEA 38255-2019.

Invivo studies

Twenty Wistar rats were divided into four groups: group
I (control); group II (treated with TA at 30 mg/kg of body
weight): group 111 (treated with Met at 0.4 g/kg + MetO at
0.1 g/kg of body weight), and group IV (treated with TA
at 30 mg/kg of body weight, and Met at 0.4 g/kg + MetO
at 0.1 g/kg of body weight). Rats in groups IT and IV
received TA orally for seven days, and rats of groups I and
III received an equal volume of water. On the eighth day,
the animals of groups IIT and I'V received a single subcuta-
neous injection of Met and MetO dissolved in saline. The
animals in groups I and II received an equivalent volume
of saline. The animals were euthanized 3 h after injec-
tion. The protocol used and the doses of Met and MetO
administered were based on previous studies performed by
Stefanello et al. (2007a) and Costa et al. (2013). The dose
of TA that was chosen in this study was based on previ-
ous data from our research group (Gerzson et al. 2020;
Luduvico et al. 2020).

Sample preparation

After euthanasia, the hippocampus, striatum, cerebral cortex,
kidney, liver, and blood were collected for further analyses.

Serum preparation

Blood samples were collected in tubes without anticoagu-
lant, and subsequently centrifuged at 2500xg for 15 min at
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room temperature. The clot was removed, and the resulting
serum was used for biochemical analyses.

Tissue and homogenate preparation

Brain regions of interest, livers, and kidneys were dissected
and homogenized in 10 volumes (1:10 w/v) of 20 mM
sodium phosphate bufter, pH 7.4, containing 140 mM KCL
Homogenates were centrifuged at 800xg for 10 min at4 °C,
the pellet was discarded. and the supernatant was immedi-
ately separated and used for subsequent measurements.

Biochemical analyses
ROS detection

ROS formation was determined according to the method of
Ali et al. (1992), with minor modifications. Oxidation of
2" 7'-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) to fluorescent
2" 7'-dichlorofluorescein (DCF) was measured to determine
ROS production. DCF fluorescence emission was recorded
at excitation wavelengths of 525 and 488 nm at 30 min after
adding DCFH-DA to the medium containing 5 pL of the
sample. ROS production is shown as pmol DCF per mg of
protein.

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

TBARS, a measure of lipid peroxidation, was determined
according to Esterbauer and Cheeseman (1990). For this,
homogenates were mixed with 10% trichloroacetic acid and
0.67% thiobarbituric acid, and heated in a boiling water
bath for 25 min. TBARS was determined by measuring
the absorbance at 535 nm. Results are reported as nmol of
TBARS per mg of protein.

Total sulfhydryl content

This assay was performed as described by Aksenov and
Markesbery (2001), which is based on the reduction of 5,
5’-dithiobis-(2-nitrobenzoate) (DTNB) by thiols, which in
turn become oxidized (disulfide production), generating
a yellow derivative (TNB) whose absorption is measured
spectrophotometrically at 412 nm. Briefly, homogenates
were added to PBS buffer, pH 7.4, containing EDTA. The
reaction was initiated by addition of DTNB. Results are
reported as nmol TNB per mg of protein.

Nitrite level quantification
Nitrite levels were measured using the Griess reaction,

following the method of Stuehr and Nathan (1989). In
brief, 50 pL of serum were incubated with 50 uL of 1%

sulfanilamide and 50 pL of 0.3% N-1-naphthylethylen-
ediamine dihydrochloride at room temperature for 10 min,
Nitrite was quantified by spectrophotometry at 540 nm using
sodium nitrite as a standard. Results are expressed as pM
nitrite per mg of protein.

Superoxide dismutase (SOD) assay

SOD activity was measured using the method described by
Misra and Fridovich (1972). It is based on the inhibition of
superoxide-dependent adrenaline auto-oxidation in a spec-
trophotometer adjusted to 480 nm. The specific activity of
SOD is reported as units per mg of protein.

Catalase (CAT) assay

Catalase (CAT) activity was assayed using the method of
Aebi (1984). Depletion of hydrogen peroxide was continu-
ously monitored on a spectrophotometer at 240 nm over 90 s.
One unit of the enzyme was defined as 1 pmol of hydrogen
peroxide consumed per minute. and the specific activity is
reported as units per mg of protein.

Glutathione peroxidase (GPx) assay

Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured using
a commercial kit (Randox Lab, Antrim, United Kingdom).
GPx catalyzes glutathione oxidation by cumene hydroper-
oxide. In the presence of glutathione reductase (GR) and
NADPH, oxidized glutathione (GSSG) is immediately con-
verted to its reduced form with concomitant oxidation of
NADPH to NADP™. The decrease in absorption was meas-
ured at 340 nm. The specific activity of GPx is shown as
units per mg of protein.

Glutathione S-transferase (GST) activity assay

Glutathione S-transferase (GST) activity was measured
using 1-chloro-2 4-dinitrobenzene (CDNB) as substrate
according to the method of Habig et al. (1974). The assay
mixture contained 1 mM CDNB (in ethanol), 10 mM glu-
tathione, 20 mM potassium phosphate buffer (pH 6.5), and
20 pL of serum. The activity is expressed as pmol GS-DNB
min per mg of protein.

Protein determination

Protein levels were measured by the method of Lowry et al.
(1951). using bovine serum albumin as a standard.
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Statistical analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance fol-
lowed by Tukey’s post hoc test for mean comparison using
GraphPad Prism version 5.0 software (Intuitive Software for
Science, Sio Diego, CA). A P value of less than or equal
to 0.05 was considered statistically significant. All data are
expressed as mean + standard error of mean (SEM). The F
is the ratio of two mean square values, which means that if
the value is close to 1.00 the null hypothesis is true, and a
larger F ratio means the variation between groups is more
than you would see by chance.

Results

Effect of TA on oxidative and nitrosative stress
during acute hypermethioninemia in rat cerebral
cortex tissue

Initially, we investigated the protective capacity of TA
against exposure of the cerebral cortex to Met and MetO
under oxidative stress conditions. As shown in Fig. 1, com-
bination treatment increased ROS (F3_;5,=9.42, P<0.001),
nitrite (Fi3 5,=6.64, P<0.01), and TBARS (F 5 ;5,=7.1,
P <0.05) levels in the cerebral cortex, whereas pretreat-
ment with TA prevented the increase in ROS (F(3_15}= 942,
P <0.01) and nitrite (F 5 ,5,=6.64, P<0.05) levels. The SH
content was similar to that of the control in all of the experi-
mental groups (F5_i5,=0.74, P>0.05) (Fig. 1).

Regarding the activity of antioxidant enzymes, the com-
bination treatment resulted in reduced CAT (F;_y5,=4.74.
P<0.05) and GPx (F“_m: 6.87, P<0.01) activities,
and TA was able to prevent this decrease in enzymatic
aclivities (P <0.05). No changes were observed for SOD
(Fi3_16=0.68, P>0.05) and GST (Fj;_5,=0.57, P>0.05)
in all groups when compared to the control (Fig. ).

Effect of TA on oxidative and nitrosative stress
during acute hypermethioninemiain therat
hippocampus

Figure 2 shows that ROS (F5_;,,=5.50, P <0.05) and
TBARS (F(3.1,,=7.69, P <0.01) levels were increased by
the combination treatment, while SH levels (F;_;3,=14.49,
P <0.01) were reduced in the hippocampus; however,
TA pretreatment was able to prevent the increase in
ROS (F3 ;;;=550, P<0.05) and the decrease in thiol
(Fi3.13y=14.49, P<0.001) levels. The nitrite level did not
change in any of the groups when compared to the control
(F3.13=0.64, P>0.05) (Fig. 2).

Furthermore, SOD (F (3 15,=9.76, P<0.01), CAT
(Fi3.13y=6.82, P<0.05), and GPx (F 3 14,=9.84, P<0.05)
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activities were decreased in the combination treatment
group, and TA administration was capable of prevent-
ing this change in both CAT (F5_;,=6.82, P<0.05) and
GPx (F3_14=9.84. P<0.05) activities. In contrast, G§T
activity remained unchanged in all groups (F3_ 4, =0.82,
P>0.05) (Fig. 2).

Effect of TA on oxidative and nitrosative stress
during acute hypermethioninemia in the rat
striatum

We then evaluated the same parameters in the rat striatum,
as shown in Fig. 3. The combination treatment increased
the levels of ROS (F3_y3,=8.73, P <0.05), nitrites
(Fi315=17.08, P<0.001), and TBARS (F3 74,=6.45,
P <0.05), and pretreatment with TA prevented the
increase in both ROS (F 3 j3,=8.73, P <0.05) and nitrite
(Fi3.15y=17.08, P<0.001) levels. The SH content did not
change between the different groups when compared to the
control (F3 14=0.19, P>0.05) (Fig. 3).

Regarding the activity of the antioxidant enzymes, the
combination treatment was able to decrease the activity of
both CAT (F5_43,=6.62, P<0.01) and GPx (F(5_14,=5.89,
P <0.01); however, pretreatment with TA did not prevent
this alteration (P > 0.05). The activities of both SOD
(Fi315=0.13, P>0.05) and GST (F 5 ;5=1.32, P>0.05)
remained unchanged between the groups when compared
to the control (Fig. 3).

Effect of TA on oxidative and nitrosative stress
during acute hypermethioninemia in the rat liver

Then, as shown in Fig. 4, we analyzed the same parameters
with respect to the protective capacity of TA on the liver.
In the course of this, we observed a reduction in ROS
levels (F3_14=4.33, P<0.05), and an increase in the SH
content (F5_5,= 12.50, P<0.05) induced by the combina-
tion treatment, but pretreatment with TA did not change
this increase (P> 0.05). The levels of nitrite (Fi316=3.10,
P> 0.05) and TBARS (Fﬁ_%} =1.42, P>0.05) were not
affected in any of the groups when compared to the control
(Fig. 4).

Regarding antioxidant enzymes, a decrease was
observed in the activity of both CAT (F3_;3,=8.83,
P <0.05) and GPx (["(3_|6)=4.22, P <0.05) in the com-
bination treatment group, and pretreatment with TA was
able to restore CAT activity (F;_j;,=8.83, P<0.05). The
activities of both SOD (F(3—|53= 1.51, P>0.05) and GST
(Fi5.15,= 1.23, P>0.05) were not altered in any of the
groups when compared to the control (Fig. 4).
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Effect of TA on oxidative and nitrosative stress
during acute hypermethioninemiain rat kidneys

The aforementioned parameters were also analyzed in rat
kidneys, as shown in Fig. 5. In the combination treatment
group, we observed an increase in ROS (F5 j3,=14.33,
P <0.001) and TBARS (F(; 13,=4.08, P<0.05) levels,
as well as a reduction in the SH content (F;_;,=7.45.

P <0.05). However, pretreatment with TA prevented the
increase in ROS levels (P <0.01), and at the same time
resulted in a decrease in the SH content (P <0.01). Nitrite
levels remained unchanged in all groups when compared to
the control (Fi5_j5=1.06, P>0.05) (Fig. 5).

Concerning the antioxidant enzymes, the combination
treatment group featured reductions in the activities of SOD
(F347y=16.09, P<0.01), CAT (F 5 15, =6.84, P <0.05),
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GPx (F(3.45,=8.32, P<0.01), and GST (F5_14,=10.39,
P <0.001). However, treatment with TA was capable of pre-
venting these reductions in the activities of SOD (P < 0.05).
CAT (P<0.05), GPx (P<0.01), and GST (P <0.01) (Fig. 5).

Effect of TA on oxidative and nitrosative stress
during acute hypermethioninemia in rat serum

Finally, we investigated the preventive capacity of TA in the
serum of rats, as shown in Fig. 6. It was observed that the
combination treatment increased ROS levels (F, 312)= 527,
P <0.05), and pretreatment with TA could not prevent this
increase (P> 0.05). The levels of nitrite (F3 4 =2.56,

@ Springer

P>0.05)and the SH content (Fj3_;5,=1.29, P>0.05) were not
changed in any of the groups when compared to the control.

The combination treatment decreased both SOD
(Fis-15=6.83, P<0.05) and CAT (F3_14,=10.66, P<0.001)
activities, and pretreatment with TA was able to prevent this
decrease in SOD (P<0.01) and CAT (P <0.05) activities
(Fig. 6).
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Discussion

Hypermethioninemia can be of genetic and non-genetic ori-
gin, and the Met and MetO plasma levels can reach up to
2,500 pmol/L and 460 pM, respectively (Chamberlin et al.
1996). The worldwide incidence of this disorder has not yet
been determined; however, some researchers have reported
an estimated frequency of 1 in 27,000 live births in Portugal,
and 1 in 28,000 in Galicia (Marcéo et al. 2015). Although
this is a rare condition, it can present with severe clinical
signs and symptoms, which can be aggravated by the limited
therapeutic arsenal.

B3 Mix +Tannic acid (30 mg/kg)

Previous studies by our research group highlighted that
the administration of Met or MetO alters several impor-
tant biological systems for maintaining cellular and tissue
homeostasis, especially those associated with the redox sta-
tus of the brain, liver, kidneys, serum, platelets, and astro-
cytes (Soares et al. 2017a, 2017b, 2018, 2019; Stefanello
et al. 2005, 2011). Therefore, here we aimed to deecpen our
research by testing whether treatment with TA could prevent
or reduce oxidative and nitrosative damage found in hyper-
methioninemic rats. We adopted a well-established model
of acute hypermethioninemia (Stefanello et al. 2007b; Costa
et al. 2013; Soares et al. 2019). Additionally, TA was used
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as a preventive agent, since it is a polyphenol with extensive
antioxidant and neuroprotective capacities, as evidenced by
published literature (Gerzson et al. 2019, 2020; Bona et al.
2020; Luduvico et al. 2020).

One of the primary ways of the body to defend itself

against oxidative damage is through antioxidant enzyme
activities, SOD in particular, which protects against super-
oxide anions, and CAT and GPx that degrade hydrogen
peroxide, preventing the damage generated by the differ-
ent types of reactive species (Lowe et al. 2014). However,
previous studies showed a decrease in the levels of these
two enzymes under experimental conditions of acute and
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chronic hypermethioninemia (Stefanello et al. 2009; Soares
et al. 2017b, 2018, 2020).

Herein, we investigated the effects of pretreatment with
TA on the alteration of antioxidant enzyme activities induced
by administration of Met + MetO as an alternative treatment
strategy for reducing mediators of oxidative damage, such
as ROS, nitrites, and TBARS, in three brain structures (cer-
ebral cortex, hippocampus, and striatum). As demonstrated
in this study, in the combination treatment group there was
an increase in ROS and TBARS, followed by a decrease in
CAT and GPx activities in all structures analyzed, besides
a decrease in sulfhydryl content and SOD activity in the

41



Ameliorative effect of tannic acid on hypermethioninemia-induced oxidative and nitrosative...

Fig.5 Preventive effects of K|dney
Tannic acid (TA) (30 mg/kg) on A
oxidative and nitrosative stress =40 B
s Lok e s i =4
parameters in the kidney from T d
; : 8 2
young rats submitted to acute 30 P
hypermethioninemia protocol s ° .g' — —_
(Mix). a Reactive oxygen spe- 8 ggg e o,
cies (ROS) expressed as umol = g 5 %
DCF/mg of protein; b nitrites a1o E
s = 1
expressed as pM nitrite/mg of 9 =
protein; ¢ thiobarbituric acid .g [} ; P e 230
reactive substances (TBARS) G TA Mix TA+MI>< " c il TA Mie : TA + Mlx
were reported as nmol TBARS/
mg of protein; d total sulfhydryl c D
content (SH) reported as nmol % 3 =150 o
TNB/mg of protein: € superox- s e
ide dismutase (SOD), f catalase i E e ec2
(CAT). g glutathione peroxidase wo? § 5100 #
(GPx) actlivitics were expressed 5 E - Eo g
- e ] >
as units/mg of protein and h i z E 50
glutathione S-transferase (GST) @ =
activity reported as pmol GS- < -g
DNB min/mg of protein. Data £o " I} L 1} 4} | } |
are reported as mean +SEM. c TA Mix TA + M|>< c TA Mix  TA + Mix
#P<0.05; P <0.01 compared
to control group and * P<0.05: F
#% P<0.01 compared to Mix 20 E 0.6
group (n =3 animals per group) = ‘g -TI- *
T
g™t == 3 0.4 i
g3 — g8
o0
E ;10 Fo 4
SE <£02
0% s o8
5 3
ol | () all | i} } b |} |
"o T T Mis TA ¥ M|>< G TA Mix  TA + Mix
E H
20 G £ 150
- =
Tf" 18 z-“a -
e
g g 2 %’wo s
5% 10 ®E
o )
E o=E 50
ok 2
o £ 5 g
5 o
Tl =d E O
P ' h ‘T‘A+Mlx s c TA Mix  TA + Mix
3 Control 3 TA (30mg /kg) Bl Mix B3 Mix+ TA (30 mgkg)

hippocampus. These results highlight the potential damage
that Met and MetO could generate in the brain by decreas-
ing antioxidant defenses and increasing harmful reactive
species. Additionally, it was shown that these amino acid
species could increase DNA damage and lipid peroxidation
in the brain, and initiate apoptosis by activation of caspases
3 and 9 (Soares et al. 2017b).

This increase in reactive species may be partially related
to the production of homocysteine, as it is part of the Met
metabolism, and further capable of undergoing self-oxi-
dation catalyzed by transition metal ions, promoting the

generation of hydrogen peroxide and superoxide (Hogg et al.
1999). Another explanation may be the fact that MetO is
free in blood plasma, and the enzyme methionine sulfoxide
reductase has a much lower specificity for free MetO than
protein-bound MetO, making it more difficult to reduce it
to Met, thus possibly increasing the generation of reactive
species (Boschi-Muller et al. 2005; Lee et al. 2009).

On the other hand, pretreatment with TA was effective
against oxidative damage in brain structures caused by the
administration of Met + MetO. When analyzing the oxida-
tive parameters in the TA + combination treatment group. it
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Fig.6 Preventive effects of tannic acid (TA) (30 mg/ke) on oxidative
and nitrosative stress parameters in the serum from young rats sub-
mitted to acute hypermethioninemia protocol (Mix). a Reactive oxy-
gen species (ROS) expressed as pmol DCF/mg of protein: b nitrites
expressed as pM nitrite/mg of protein; ¢ total sulfhydryl content (SH)

was possible to verify that TA prevented both the increase in
ROS and nitrites, as well as the decrease in SOD, CAT, and
GPx activities. It is important to recognize that TA is able
to prevent the Fenton reaction by conjugation with metal
ions (for instance, Fe**), hence preventing them from react-
ing with hydrogen peroxide. This in turn prevents the gen-
eration of hydroxyl radicals, which are extremely harmful
to the cell membrane and other biomolecules (Basu et al.
2018). Another interesting fact about TA is that it can be
metabolized into bioactive molecules of much lower molec-
ular weight, i.e., absorbable tannins, such as gallic acid. that
can cross the blood—brain barrier. exerting their biological
activities in the brain (Mori et al. 2012). Also, a variety
of studies have shown the beneficial effects of TA towards
the brain. In this context, TA elicits antitumor activity and
inhibits the growth of tumor cells in a preclinical model of
glioblastoma multiforme (Bona et al. 2020). Another study
carried out by Gerzson and colleagues (2019) demonstrated
that TA can prevent learning and memory impairment in a
model of streptozotocin-induced sporadic Alzheimer's dis-
ease. Furthermore, TA was shown to minimize the neuro-
toxicity of aluminum and lead, and to prevent the inhibition
of NMDA receptors in the brains of Wistar rats (Tuzmen
et al. 2015). More recently, Luduvico and colleagues (2020)
demonstrated the antidepressant effect of TA in an animal
model of depressive-like behavior induced by lipopolysac-
charide (Luduvico et al. 2020).
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We also analyzed the effect of Met + MetO on the liver
and kidney tissue. Previous studies from our laboratory
showed that after administration of Met and/or MetO the
liver and the kidney underwent oxidative and morphological
changes (Costa et al. 2013; Soares et al. 2017a; Stefanello
et al. 2009).

In the liver, administration of Met+ MetO decreased
ROS levels in the combination treatment group, which also
corroborates with the reduction in CAT and GPx activities.
In addition, there was an increase in total SH levels in the
combination treatment group, which could have contributed
to the reduction in ROS levels observed for that group, since
SH groups have important antioxidant capacity. It should
be noted that these results are in accordance with the study
by Costa et al. (2013), which also analyzed the oxidative
effects of exposure to Met and/or MetO both in vitro and
in vivo (acute protocol, Costa et al. 2013). It is important to
emphasize that methionine metabolism occurs primarily in
the liver, and this tissue is known to have a high concentra-
tion of antioxidant compounds and enzymes, which explains,
at least in part, the results for ROS and SH levels found in
the liver (Mato et al. 2008),

On the other hand, it has been shown that long-term
administration of Met and/or MetO alters the morphology
of liver cells in addition to causing oxidative damage in
the liver of young rats (Stefanello et al. 2009; Soares et al.
2017a, b). In addition, an important factor to be considered
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is that Met is metabolized in the liver, where MAT con-
verts Met to SAM. Conclusively, high concentrations of this
amino acid can cause liver damage, especially through toxic
metabolites, such as MetO and homocysteic acid (Martinov
etal. 2010).

Regarding the pretreatment with TA, only CAT activ-
ity could be restored. However, some studies have already
demonstrated its beneficial effects on the liver, protecting
it against carbon tetrachloride-induced liver fibrosis (Chu
et al. 2016), preventing it from non-alcoholic cirrhosis in
in vivo and in vitro models (Chung et al. 2019), and show-
ing increased expression of liver genes linked to better iron
absorption, and decreased expression of genes linked to
increased liver cholesterol in animal models (Ye et al. 2016),
together pointing towards possible benefits of ingesting this
polyphenol.

In the kidney, we observed an increase in the levels of
ROS and TBARS, followed by a decrease in total sulthydryl
content, SOD, CAT, and GST activities. Both the increase
in TBARS levels and the decrease in total sulfhydryl con-
tent could be associated with increased levels of ROS, since
changes related to TBARS can lead to the peroxidation of
the lipid membranes of renal cells, and the changes in total
sulfhydryl content might be related to oxidation of the SH
groups, which can cause an impairment in protein activity
(Davies et al. 2005; Yin et al. 201 1). Concomitantly, there
was a reduction in SOD, CAT, and GST activities. SOD
has the ability to convert the superoxide radical to hydrogen
peroxide and oxygen. CAT transforms hydrogen peroxide
into oxygen and water, and GST has the ability to neutralize
xenobiotic agents through nucleophilic attacks (Veal et al.
2018). These alterations might lead to a rise in ROS pro-
duction, such as radical superoxide and hydroxyl radicals,
resulting in a diversity of disorders, such as endothelial
dysfunction and atherosclerosis, which are consequences of
severe oxidative stress in the kidney (Daenen et al. 2019).
Therefore, the group that were administered TA +Met and
MetO was protected from most of the changes caused by
the amino acids by preventing the increase in ROS levels,
the reduction of total sulfhydryl content, and the decrease
in SOD, CAT, and GST activities. Thus, it can be assumed
that this effect was related to the hydrogen-donating and
metal-chelating capacities of TA (Gulgin et al. 2010). It is
also possible to relate this effect in the kidney to a study
carried out by Akomolafe et al. (2014), showing that TA
protected the kidneys from nephrotoxicity and histological
damage induced by cisplatin, a potent anticarcinogenic drug.
the adverse effects of which are primarily caused by oxida-
tive stress (Akomolafe et al. 2014).

Results obtained for the serum demonstrated that admin-
istration of the amino acids Met/MetO led to an increase
in ROS levels without modifying the nitrite levels or the
sulfhydryl content, and were further able to decrease CAT

and SOD activities. These changes in serum oxidative sta-
tus can lead to platelet dysfunction and thromboregulatory
alterations (Soares et al. 2018). Additionally, other studies
have reported the following observations in response to
administration of Met and/or MetO: purinergic and inflam-
matory alterations in lymphocytes from Wistar rats ( Soares
et al. 2018); changes in the purinergic system, inflammatory
and oxidative profile of macrophages in vitro (dos Santos
etal. 2017); and modification of the phenotypic, purinergic,
and redox profiles of macrophages from Swiss mice (Franc-
eschi et al. 2020). Pretreatment with TA did not prevent
the increase in ROS, but it was effective in preventing the
decrease in both SOD and CAT activities. Besides, TA has
been portrayed in the literature as a potent anti-inflammatory
agent, especially by regulating the exacerbated activity of
macrophages by blocking the transcription factor NF-kB
(Song etal. 2018; Wuetal. 2019).

It is important to emphasize that this is the first study to
assess the potential protective effect of TA, a polyphenol
compound, against oxidative and nitrosative damage caused
by hypermethioninemia. Based on the results obtained. it can
be concluded that TA has become a promising therapeutic
alternative for treatment of hypermethioninemia, since it
could prevent important changes characteristic of this patho-
logical condition in several organs of the organism tested. In
addition, with data from already published literature point-
ing towards anti-inflammatory effects of TA, combined with
the fact that inflammation is involved in the pathophysiology
of hypermethioninemia, our results support future studies
aimed at investigating the mechanisms involved in the pro-
tective effects of TA against hypermethioninemia.
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5. DISCUSSAO

Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa mostraram que a
administragdo de Met e/ou MetO altera varios sistemas biologicos importantes
para a manutencao da homeostase celular e tecidual, especialmente associados
ao estado redox no cérebro, figado, rim, soro, plaquetas e astrocitos
(STEFANELLO et al., 2005, 2011SOARES et al, 2016, 2017a, 2017b, 2018,
2019;). Dessa
forma, no presente estudo avaliou-se o efeito do tratamento com AT na protegao
contra o dano oxidativo e nitrosativo em animais submetidos ao modelo agudo de
hipermetioninemia descrito previamente (STEFANELLO et al., 2007b; COSTA et
al., 2013; SOARES et al., 2019). O AT foi utilizado como agente preventivo por
ser um polifenol com extensa capacidade antioxidante e neuroprotetora
evidenciada na literatura (GERZSON et al, 2019, 2020; BONA et al., 2019;
LUDUVICO et al., 2020).

Nossos resultados demonstraram que no grupo que recebeu a
associacao de Met + MetO, houve um aumento nos niveis de EROS, TBARS e
nitrito, além da diminuicdo nas atividades das enzimas CAT e GPx em todas as
estruturas cerebrais testadas (cortex cerebral, hipocampo e estriado), bem como
diminuicdo no conteudo de sulfidrila e na atividade da SOD em hipocampo. Esses
achados confirmam o dano potencial que a Met e a MetO pode ocasionar no
cérebro, diminuindo as defesas antioxidantes e aumentando as espécies reativas,
caracterizando um quadro de estresse oxidativo. Ademais, Soares e
colaboradores demonstraram previamente que esses aminoacidos causam dano
ao DNA, peroxidacéo lipidica no cérebro e iniciam a apoptose pela ativagao das
caspases 3 e 9 (SOARES et al., 2017b). Uma explicagdo para o estresse
oxidativo na hipermetioninemia se deve ao fato de que a MetO se encontra livre
no plasma sanguineo, e a enzima metionina sulféxido redutase tem uma
especificidade muito menor para MetO livre em comparagdo a MetO ligada a
proteina, o que tornaria mais dificil sua reducdo a Met, possivelmente
aumentando a formagéo de espécies reativas (LEE et al., 2009). Por outro lado, o
pré-tratamento com AT foi eficaz na protecdo contra o dano oxidativo nas
estruturas cerebrais causado pela administracdo de Met + MetO. Ao analisar os
parametros oxidativos no grupo AT + Met+MetO, foi possivel verificar que o AT

evitou o aumento de EROS e nitritos, bem como a diminui¢cédo da atividade da
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SOD, CAT e GPx. E importante mencionar que o AT é capaz de impedir a reagéo
de Fenton, conjugando-se com ions metalicos e evitando que esses reajam com o
peréxido de hidrogénio, interrompendo a geragcdo do radical hidroxila que é
extremamente prejudicial a membrana celular e outras biomoléculas (BASU et al,
2018).

Outro ponto interessante de ser comentado é o fato do AT ser
metabolizado em taninos absorviveis de peso molecular muito inferior, como o
acido galico, os quais podem atravessar a barreira hematoencefalica, exercendo
sua atividade biolégica no cérebro (MORI et al., 2012). Além disso, varios estudos
mostraram os efeitos benéficos do AT nesse érgéo. Ja foi demonstrado que o AT
apresenta atividade antitumoral e inibi o crescimento de células tumorais em um
modelo pré-clinico de glioblastoma multiforme (BONA et al, 2019). Outra pesquisa
realizada por GERZSON et al. (2019) demonstrou que o AT preveniu o estresse
oxidativo cerebral e também o comprometimento da memdria em um modelo de
deméncia esporadica do tipo Alzheimer induzida por estreptozotocina. Mais
recentemente, LUDUVICO et al. (2020) demonstraram que o AT exerceu efeito
tipo-antidepressivo em um modelo animal de depressdo induzido por
lipopolissacarideo (LUDUVICO et al, 2020).

Também analisamos o efeito de Met + MetO no figado e rim. Estudos
anteriores de nosso laboratério mostraram que apds a administragéo de Met e/ou
MetO ocorrem alteragbes oxidativas e morfolégicas nesses 0Orgaos
(STEFANELLO et al., 2009; COSTA et al., 2013; SOARES et al., 2016;). Quanto
aos resultados observados no figado, a administragdo concomitante de Met +
MetO diminuiu os niveis de EROS, o que pode estar associado com a redugéo da
atividade da CAT e GPx. Além disso, houve um aumento nos niveis totais de tidis
no grupo Met+MetO, contribuindo, possivelmente, para uma redugao nos niveis
de EROS observados nesse mesmo grupo, uma vez que os grupamentos tidis
possuem uma importante capacidade antioxidante, e ainda a diminuigdo desses
grupos esta relacionada com a alteragdo da estrutura tridimensional de proteinas
(AGAN et al., 2019).

Ressalta-se que esses resultados estdo de acordo com o estudo de
COSTA et al. (2013), no qual foram analisados os efeitos oxidativos, in vitro e in
vivo, da exposicdo de Met e/ou MetO em um protocolo de hipermetioninemia

aguda (COSTA et al., 2013). Por outro lado, a administracdo cronica de Met e/ou
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MetO alterou a morfologia das células hepaticas, além de induzir dano oxidativo
no figado de ratos jovens (STEFANELLO et al., 2009; SOARES et al., 2016).

Em relacdo ao pré-tratamento do AT, esse composto foi capaz de
prevenir apenas a reducdo da atividade da CAT. No entanto, alguns estudos ja
demonstraram seus efeitos benéficos no figado, protegendo esse 6rgao contra a
fibrose induzida por tetracloreto de carbono (CHU et al., 2016), protegendo da
cirrose nao alcodlica em modelos in vivo e in vitro (CHUNG et al., 2019) e também
aumentando a expressao de genes hepaticos ligados a melhor absorgao de ferro
e diminuindo a expresséo de genes ligados ao aumento do colesterol em modelo
animal (YE et al., 2016).

No rim observou-se um aumento dos niveis de EROS e TBARS,
acompanhado da reducgao do conteudo total de sulfidrilas apds a administragao de
Met e MetO. O aumento de EROS pode estar relacionado com a peroxidagao
lipidica, além de haver a possibilidade de danos aos tecidos renais. Ja a redugao
do conteudo de sulfidrilas pode ser associada com a oxidagao de grupamentos
-SH, resultando na alteracdo conformacional de proteinas de membrana
(DAVIES, 2005; YIN et al., 2011). Concomitantemente a isso, houve redugao na
atividade das enzimas SOD, CAT e GST. A SOD tem a capacidade de converter o
radical superoxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio, a CAT transforma o
peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua e, finalmente a GST tem a capacidade
de neutralizar agentes xenobidticos por meio de ataques nucleofilicos (VEAL et
al., 2018). As modificacbes descritas acimas podem levar a um aumento na
producao de EROS, como o radical superoxido e o radical hidroxila, causando
uma diversidade de disturbios, como disfuncdo endotelial e aterosclerose, além
de doenca crénica renal, que sdo consequéncias de estresse oxidativo severo nos
rins (OKAMURA et al., 2015). No entanto, o grupo que recebeu a administragao
de AT + Met + MetO ficou protegido da maioria das alteragdes causadas pelos
aminoacidos, evitando o aumento dos niveis de EROS, a redugao do teor de
sulfidrila total e a diminuigdo da SOD, CAT e GST. Assim, é possivel inferir que
esse efeito esteja relacionado a capacidade doadora de hidrogénio e quelante de
metais do AT (GULCIN et al., 2010).

Os resultados relacionados ao soro demonstraram que a administracéao

dos aminoacidos aumentou os niveis de EROS, sem modificar os niveis de nitrito
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ou o conteudo de sulfidrila, e foram capazes de diminuir as atividades da CAT e
SOD. Essas mudancas no estado oxidativo sérico podem levar a disfuncéo
plaquetéaria e alteragbes tromborregulatérias (SOARES et al., 2018). Além disso,
outros estudos relataram que apdés a administracdo de Met e/ou MetO os
seguintes efeitos foram observados: alteragbes purinérgicas e inflamatérias em
linfécitos de ratos Wistar (SOARES et al., 2017a); alteragdes no sistema
purinérgico, perfil inflamatdrio e oxidativo de macréfagos in vitro (DOS SANTOS et
al., 2016); e modificagcado in vivo do perfil fenotipico, purinérgico e redox de
macrofagos de camundongos Swiss (FRANCESCHI et al., 2020). Mesmo que o
pré-tratamento com AT ndo tenha sido capaz de prevenir o aumento de EROS, foi

eficaz em prevenir a diminui¢cao da atividade tanto da SOD quanto da CAT.

Além disso, o AT tem sido relatado na literatura como um potente
agente anti-inflamatdrio, regulando especialmente a atividade exacerbada de
macrofagos por meio do bloqueio do fator de transcricdo NF-kB (SONG et al.,
2018; WU et al., 2019).
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6. PERSPECTIVAS

Nosso grupo tem como objetivo realizar estudos visando a utilizacao de
um modelo animal de hipermetioninemia crénica, onde o0s animais seréo
previamente tratados com Met + MetO por 21 dias, e apds esse periodo
receberdao AT. Subsequentemente, serdo quantificados os niveis de Met e
homocisteina, avaliados parametros comportamentais, analisados os sistemas
purinérgico e colinérgico, e assim, espera-se ter uma visdo mais ampla dos

efeitos desse polifenol na hipermetioninemia.
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7. CONCLUSAO

Através do presente estudo foi possivel observar as alteracdes no status
redox em animais apds a administracdo aguda de Met e MetO. Por outro lado, o
pré-tratamento com AT foi capaz de prevenir a maior parte dessas alteragdes.

E importante enfatizar que este é o primeiro estudo que avaliou o
potencial efeito protetor do AT contra danos oxidativos e nitrosativos causados
pela hipermetioninemia. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o AT
pode ser uma promissora alternativa terapéutica para o manejo clinico de
pacientes hipermetioninémicos, uma vez que foi capaz de prevenir alteracbes
caracteristicas dessa condigao patolégica em varios 6rgaos.

Além disso, com dados da literatura ja publicados apontando para os
efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes do AT, combinado ao fato de que a
inflamagédo e o estresse oxidativo estdo envolvidos na fisiopatologia de
hipermetioninemia, nossos resultados servem de suporte para que sejam
realizados futuros estudos com o objetivo de investigar os mecanismos envolvidos

nos efeitos protetores do AT na hipermetioninemia.
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9. ANEXOS
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Universidade Federal de Pelotas
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PARECER N° 130/2019/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.038255/2019-11
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Papel protetor de compostos fendlicos sobre alteracoes
bioquimicas observadas na hipermetioninemia: estudos in vive”, registrada com o n°
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Codigo para cadastro n®° CEEA 38255-2019

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

https:/isei ufpel.edu br/sei/controlador php ?acac=documento_imprimir_web&acao_ongem=arvore_visualizar&id_documento=844267&infra_siste...  1/2
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‘I 2 Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX, Médico
Sel' E Veterinario, em 08/10/2019, as 15:09, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art.

assinatura

eletrbnica 69, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

* acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o c6digo verificador 0733076 e
[ o codigo CRC 2452FE44,

Referéncia: Processo n? 23110.038255/2019-11 SEl n2 0733076

https://sei.ufpel.edu br/sei/controlador. php?acao=documento_imprimir_web&acac_origem=arvore_visualizar&id_documento=844267&infra_siste... 2/2
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