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RESUMO

Os compostos fendlicos sdo metabolitos naturalmente presentes em alimentos
vegetais, tendo sido relacionados com efeitos benéficos a saude. Durante a
metabolizagdo colbnica destes compostos, metabdlitos ativos diferentes do composto
fendlico original, como a urolitina A (URO-A), podem ser gerados. A URO-A tem ganho
atencdo em virtude do seu potencial antioxidante. A microcistina-LR (MIC-LR) € uma
hepatotoxinas cujo mecanismo de intoxicagdo envolve o estresse oxidativo. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial protetor da URO-A contra a
neurotoxicidade causada por MIC-LR em células gliais (C6). Células C6 foram
incubadas com MIC-LR (1 e 10 uM) e/ou URO-A (3, 30, 60 e 100 uM) por 24h. Apés
esse periodo, os tratamentos foram removidos e as células foram lavadas e utilizadas
para analises do estresse oxidativo. A MIC-LR, nas concentracdes de 1 e 10 uM,
aumentou a geragao de espécies reativas e a morte celular. Além disso, 10 uM de
MIC-LR causou inibicdo da enzima antioxidante catalase. Altas concentragdes de
URO-A (60 e 100 yM) causaram inibicdo na atividade da catalase e apresentaram
uma tendéncia em aumentar a geragdo de espécies reativas. Em um segundo
momento, as células C6 foram pré-tratadas com 3 uM de URO-A por 24 h e entéo
foram expostas a 10 yM de MIC-LR por 24 h. A URO atenuou completamente a
geracéo de espécies reativas, embora nenhum efeito tenha sido observado contra a
morte celular e inibicdo da atividade da catalase causada pela MIC-LR. Os resultados
do presente trabalho demonstram que a URO-A pode oferecer efeito protetor contra a

toxicidade causada pela MIC-LR ao restaurar os niveis de espécies reativas geradas.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; fermentacdo colbnica; células C6; compostos

fenodlicos.



ABSTRACT

Phenolic compounds are metabolites naturally present in plant foods and have
been associated with beneficial health effects. During the colonic metabolism of these
compounds, active metabolites other than the original phenolic compounds, such as
urolithin A, can be generated. Urolithin A has gained attention because of its
antioxidant potential. Microcystin-LR is a hepatotoxin whose intoxication mechanism
involves oxidative stress. The present work aimed to evaluate the protective potential
of urolithin A against the neurotoxicity caused by microcystin-LR in glial cells type C6.
C6 cells were incubated with microcystin-LR (1 and 10 yM) and/or Urolithin A (3, 30,
60 and 100 uM) for 24h. After this period, the treatments were removed, and the cells
were washed and used for oxidative stress analyses. microcystin-LR, at concentrations
of 1 and 10 yM, increased the generation of reactive species and cell death. In addition,
10 uM of microcystin-LR causing the antioxidant enzyme catalase High concentrations
of urolithin A (60 and 100 uM) caused an increase in catalase activity and showed a
tendency to increase reative species generation. In a second moment, C6 cells were
pretreated with 3 uM of urolithin A for 24 h and then exposed to 10 uM of microcystin-
LR for 24 h. Urolithin A completely attenuated reative especies generation, although
no effect was observed against cell death and following catalase activity caused by
microcystin-LR. The results of the present work demonstrate that urolithin A may offer
a protective effect against the toxicity caused by microcystin-LR by restoring the
generated reative species levels.

Keywords: Oxidative stress; colonic fermentation; C6 cells, phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos (CF) s&o compostos naturais comumente presentes
em alimentos vegetais (Zeb 2020). Nessa grande classe dos CF, os elagitaninos (ET)
e o acido elagico (AE) pertencem ao grupo dos taninos e tém sido muito estudados
devido a sua acao antioxidante, antiproliferativa e anti-inflamatoria (Zafrilla et al. 2001).

O AE é encontrado em frutas como morango, framboesa, roma e uva e em
oleaginosas como nozes, pistache e castanha de caju. Durante o processo de
digestéo, o AE é metabolizado por enzimas bacterianas na fase Il no intestino grosso,
gerando metabolitos chamados Urolitinas (URO) (Anderson et al. 2001; Kang et al.
2016; Murota et al. 2018). O grupo das URO ¢é vasto e pode ser dividido em isorulitinas
e urolitinas (URO), que podem ser do tipo A, B, C ou D (Garcia-Villalba et al. 2013).
Estes compostos ja tiveram bioatividades descritas, entre elas a melhora da fungéo
mitocondrial, além do alto potencial anti-inflamatério e antioxidante (Toney et al. 2021).

O estresse oxidativo (EO) pode ser definido como o desequilibrio entre a
geracdo de espécies reativas (ER) e a capacidade do metabolismo antioxidante
enzimatico ou ndo enzimatico de interagirem com essas moléculas. Na
impossibilidade de reacdo por auséncia ou supressdao da quantidade enzimas
endogenas enzimaticos ou antioxidantes exdgenos ndo enzimaticos, o ambiente se
transforma através de sucessivas captura de elétrons de moléculas estaveis por
moléculas que estdo com um elétron faltante em sua ultima camada (Sies 2015;
Pisoschi and Pop 2015; Murota et al. 2018).

Dentre os eventos associados ao EO, encontra-se a intoxicagdo por
cianotoxinas. As cianotoxinas sdo geradas por cianobactérias presentes em corpos
d’agua através de um fenbmeno chamado eutrofizagdo. Estas cianotoxinas podem ser
classificadas em diferentes grupos como dermatotoxinas, neurotoxinas e
hepatotoxinas. As hepatotoxinas mais conhecidas sao as do grupo das microcistinas,
grupo de toxinas de alto peso molecular e que conta com mais de 200 variantes.

Entre as variantes, a microcistina-LR (MIC-LR) é a mais conhecida devido sua
ubiquidade e toxicidade (Wei et al. 2023). Apesar de ser classificada como
hepatotoxica, diversos autores tém demonstrado efeitos neurotoxicos. Independente

do o6rgao atingido, o mecanismo dos danos causados pela MIC-LR envolve a
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ocorréncia de EO (Lichtenberg and Pinchuk 2015). Atualmente, ndo existem terapias
efetivas para as intoxicagdes por MIC-LR (Lane et al. 2018) e, uma vez que o EO esta
envolvido nas intoxicagdes, substancias com potencial antioxidante, como os CF e

seus metabdlitos, poderiam ser particularmente eficientes.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito da URO-A sobre os danos oxidativos causados por MIC-LR em
linhagem de células nervosas (C6).

2.2, Objetivos especificos
e Avaliar, in vitro, o efeito de diferentes concentracdes de MIC-LR sobre
parametros de EO em células C6;
e Avaliar o perfil de seguranca de diferentes concentragées de URO A;
e Avaliar o efeito de uma concentragado néo toxica de UROA sobre os
danos oxidativos causados por uma concentragao téxica de MIC-LR.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CIANOTOXINAS EM AGUAS

A agua é um recurso vital para a saude, sendo importante n&o apenas para o
consumo humano, mas também para diversas atividades como navegagao, pesca,
turismo, lazer, termoeletricidade e irrigagdo (BRASIL 2019). De acordo com dados
recentes, 60,5% dos municipios brasileiros tem acesso a rede coletora de esgotos
(IBGE- Instituto Brasileiro de Geografi a e Estatistica 2020). Mesmo com a melhora
da oferta de esgotamento sanitario a populagcédo, a Fundagdo Nacional de Saude
(FUNASA) identificou que os gastos hospitalares com internagdes por doengas
relacionadas ao saneamento ambiental chegaram a R$140 milhdes de reais no ano
de 2011, notificando 396.048 mil internagdes por diarreia no Sistema unico de Saude
(SUS) (Brasil. Fundagao Nacional de Saude. 2013).

Ao comparar os dados populacionais do ano de 2009 com os dados do ano de
2019 disponibilizados pelo IBGE, é possivel verificar um aumento no processo de
urbanizagdo de aproximadamente 10% (IBGE 2019), uma vez que o aumento
populacional vem acompanhado do aumento das atividades urbanas e industriais (Liu
et al. 2017; Luo et al. 2020). Estes fatores combinados tém como resultado um efeito
denominado de eutrofizagdo, caracterizado por um aumento da concentragdo de
nutrientes em corpos hidricos, como nitrogénio e fosforo, e crescimento excessivo de
microrganismos aquaticos. (Brzezinski 2004; Yang et al. 2008; Gou et al. 2017,
Nguyen et al. 2019).

O processo de eutrofizagdo gera uma maior proliferacdo de microrganismos
denominados cianobactérias em mananciais de abastecimento. Tais microrganismos
podem gerar além sabor e odor desagradaveis na agua de consumo humano,
metabdlitos secundarios potencialmente toxicos (Nguyen et al. 2019). Estes
compostos toxicos recebem o nome de cianotoxinas e podem ser classificadas em
neurotoxinas, hepatotoxinas ou dermatotoxinas, de acordo com o tipo de dano

associado a sua presenca, conforme identificado na tabela 1.



Tabela 1. Estrutura quimica das principais classes de cianotoxinas.
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Lyngbyatoxina-b \1/

Lyngbyatoxina-c I

Fonte: (van Apeldoorn et al. 2007); (BRASIL 2016).

Apesar da existéncia de grande variedade de cianotoxinas, apenas duas possuem
um acompanhamento obrigatério no Brasil. Desta maneira, o Ministério da saude,
através da Portaria 2.914/2011, estabelece a obrigatoriedade na identificacdo e
quantificacdo de algumas MICs e Saxitoxinas em aguas para consumo humano,
sendo o valor maximo permitido de 1,0 ug/L para MIC (referente ao somatoério de todas
as variantes) e de 3 ug/L em equivalentes de STX, respectivamente (Chen and Zhong
2014).

3.2 MICROCISTINAS

Dentre todas as cianotoxinas, as mais comumente encontradas s&o as
microcistinas (MIC), hepatotoxinas mais conhecidas e que possuem um mecanismo
de hepatotoxicidade aguda ja identificado. Através da inibigdo das fosfatases PP1 e
2A, ocorre uma excessiva fosforilagdo proteica gerando uma alteracdo do
citoesqueleto, perda de arquitetura celular, lise de hepatdcitos, podendo resultar em
hemorragia intra-hepatica (van Apeldoorn et al. 2007; Liu and Sun 2015).

Sao conhecidas em torno de 246 variantes de MIC, tendo como caracteristica
apenas a modificacdo da constituicdo dos seus L-aminoacidos nas porgdes “2” e “4”,
o que modifica a toxicocinética e toxicodindmica destes compostos (Spoof and
Catherine 2017). Entre as MIC, 3 analogos mais toxicos e com maior frequéncia de
aparicado foram identificados: MIC-LR (com os aminoacidos leucina e arginina), MIC-
RR (duas argininas) e MIC-YR (aminoacidos tirosina e arginina) (de Figueiredo et al.
2004). Suas diferengas estruturais podem ser observadas na tabela 2.
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No Brasil, trés grandes episddios de intoxicagdo humana por MIC foram
registrados. Nos meses de marco e abril de 1988, houve uma epidemia de casos de
diarreia vinculados a ingestdo de agua contaminada por cianotoxinas, com
aproximadamente 2000 casos de gastroenterite e 88 mortes relatadas no municipio
de Paulo Afonso, na Bahia. Em 1996, a agua de uma clinica de hemodialise em
Caruaru, Pernambuco, foi contaminada por MIC, resultando na intoxicagcdo de 131
pacientes que relataram sintomas de hepatotoxicidade neurotoxicidade, resultando
em um total de 76 mortes. Apos a analise de soro e amostras de tecido hepatico
destes pacientes, foram constatadas a presenga das variantes LR (MIC-LR), YR (MIC-
YR) e AR (MIC-AR) (Carmichael et al. 2001; Azevedo et al. 2002). O ultimo caso de
intoxicagdo por MIC ocorreu em 2001 na cidade do Rio de Janeiro, também
envolvendo agua de dialise. Neste caso, quatro clinicas de dialise tiveram sua agua
contaminada com MIC-LR e, dos 44 pacientes em hemodialise, 90% apresentaram

uma alta dosagem sanguinea de MIC-LR (Soares et al. 20006).

Tabela 2. Estrutura quimica das principais classes de microcistinas.

Microcistinas Estrutura

COOH

Microcistina-LR BN

Microcistina-RR

Microcistina-YR

Fonte: SPOOF; CATHERINE, 2017; VAN APELDOORN et al., 2007.

Apesar da hepatotoxicidade ja conhecida da MIC-LR, efeitos neurologicos tém sido

observados como dor de cabecga, confusdo mental em humanos e processos
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neurodegenerativos, com expressdo da metaloproteinase-8, relacionada com o
rompimento da barreira hematoencefalica em ratos (Wang et al. 2019). Esses efeitos
agudos tém sido observados na regido do hipocampo e sugerem uma correlagdo com
doengas neurodegenerativas (Peixoto et al. 2016; Qian et al. 2018; Hinojosa,
Gutiérrez-Praena, et al. 2019; Zhang et al. 2020). A exposi¢do crbnica de
camundongos a MIC-LR gerou déficit de aprendizagem, perda de memoria e também
alteragdes histopatologicas com dano ao DNA mitocondrial, sendo o hipocampo mais
susceptivel ao dano do que o cortex cerebral (Zhang et al. 2020).

De modo a elucidar mais os efeitos neurologicos in vitro da MIC-LR, Hinojosa et
al. (2019) testaram diferentes concentracées de MIC-LR e de outra cianotoxina
chamada Cilindrospermopsina em células SH-SY5Y e observaram a alteracdo dos
niveis de glutationa (GSH) e um aumento significativo na atividade da
acetilcolinesterase combinado a alteragbes morfolégicas, gerando ao fim um processo

apoptaotico.

Por sua vez, em mecanismos in vivo, expondo ratos ou camundongos a MIC-LR
foi possivel observar comprometimento cognitivo, aumento dos niveis de
malonaldeido e atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase em filhotes de
ratos expostos a MIC-LR (X. Li et al. 2015). Outro grupo verificou que a exposi¢cao
cronica a MIC-LR, além de ultrapassar a barreira hematoencefalica, pode gerar efeitos
similares a doenca de Parkinson. Nesse estudo, a MIC-LR causou o aumento de
células gliais, liberagao de fatores inflamatérios como as interleucinas e ainda induziu
perda e/ou dano em neurbénios dopaminérgicos e consequentemente nas enzimas,

proteinas e transportadores envolvidos no processo dopaminérgico (Yan et al. 2022).

3.3. ESTRESSE OXIDATIVO E MIC-LR

O EO é o desequilibrio do estado redox da célula e acontece devido a um
aumento na produgdo de ER ou a uma reducéo na agao dos sistemas antioxidantes,
o0 que gera ao fim um desequilibrio entre geragdo ER e a efetividade das defesas
antioxidantes (Lichtenberg and Pinchuk 2015; Pisoschi and Pop 2015). A geracéo de
ER é um mecanismo fisiolégico e continuo e comumente ocorre nas mitocondrias,
citoplasma e membranas celulares. Sdo ER: radical hidroxil (OH-), anion superoéxido
(O2), radical peroxil (ROO:), radical alcoxil (RO-), H202 e 6xido nitrico (NO-). O acumulo
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de H2O2 possibilita, através das reagdes de Fenton e Haber-Weiss, a geragdo do
radical hidroxil (OH"), unica ER de oxigénio (ERO) que ndo possui uma defesa
enzimatica eficiente para realizagdo de sua catalise (Figura 1). Estas ER possuem a
capacidade de interagir com diferentes organelas celulares, o que pode gerar dano a
proteinas, lipidios, e até mesmo, ao DNA (Sies 2015; Lichtenberg and Pinchuk 2015).
As ER podem ser removidas por sistemas de enzimas antioxidantes como a glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (ambas removem H2032), além da superdxido
dismutase (SOD), que catalisa a dismutagdo do radical superédxido (O2°) em H202
(Barbosa et al. 2010).

Figura 1. Integracao dos sistemas de defesa antioxidante enzimaticos frente a EROs.
SOD: Superoxido dismutase; CAT: Catalase; GPx: Glutationa peroxidase; Grd:
Glutationa redutase; GSH: Glutationa.
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Fonte: (Vincent et al. 2007; Barbosa et al. 2010).

O envolvimento do EO nas intoxicagdes por MIC-LR ocorre através do aumento
significativo da geracao de ER e/ou reducao na atividade das enzimas antioxidantes
GPx e SOD (Wang et al. 2014; Tonnies and Trushina 2017; Qian et al. 2018; Zhang
et al. 2020). Outros autores também indicaram que a MIC-LR pode realizar a redugéo
da expressao da enzima CAT, e através da destruicdo das defesas antioxidantes,
estimular de forma direta a geracédo de ER in vivo (Liu et al. 2018; Zhong et al. 2020;
Wei et al. 2023). Em acordo com essa informagdo, um aumento na expressao das
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enzimas CAT e SOD em Caenorhabiditis elegans (C. elegans) expostos a altas

concentragdes de MIC-LR foi observado (P.R. Augusti et al. 2017).

Atualmente, ndo existem muitos tratamentos efetivos contra a intoxicagao por
MIC-LR, tornando-se de extrema importancia encontrar alternativas que possam
auxiliar na prevencgéo e/ou terapéutica das intoxicagdes (Paula Rossini Augusti et al.
2017; Abdel-Daim et al. 2019; Al-Hazmi 2020). Uma vez que o EO esta envolvido na
toxicidade da MIC-LR, a utilizagao de antioxidantes na terapéutica de intoxicagdes tem
se mostrado efetiva (Chen and Zhong 2014; Wang et al. 2014).

Ishfaq et al (2022) demonstraram o efeito do extrato aquoso de cogumelos
Chaga (/Inonotusobliquus) em atenuar os danos a GSH e CAT causados por MIC-LR
em camundongos (Ishfaqg et al. 2022). Foi também observado que o promissor
antioxidante LASSBIi0-596 conseguiu reduzir os danos oxidativos causados por MIC-
LR nos pulmdes e figados de ratos (Casquilho et al. 2018). A N-Acetilcisteina (NAC)
foi capaz de reduzir os niveis de 8-OHDG e a carbonilagédo de proteinas causada pela
MIC-LR em camundongos. Adicionalmente, a NAC foi capaz de melhorar a resposta
antioxidante total, além da atividade das enzimas antioxidantes em testiculos de peixe
zebra (Zhao et al. 2018; Lad et al. 2022). A silimarina e o alho demonstraram um
potencial uso na terapéutica de intoxicagdes por MIC-LR ao restaurar a geracao de
EROs e outros parametros em tecidos como coragdo, pulmdes e figado de
camundongos (Al-Hazmi 2020; Ait Abderrahim et al. 2021).

Apesar dos estudos existentes, poucos estudos demonstram efeito de
antioxidantes em modelos de neurotoxicidade causada por MIC-LR. Em acordo com
essa informag&o, nosso grupo de pesquisa demostrou que o carotenoide luteina
protegeu larvas de C. elegans contra a neurotoxicidade causada pela MIC-LR (P.R.
Augusti et al. 2017). Outros grupos também expuseram achados como a utilizagdo de
piperina como pré-tratamento a exposigdo e intoxicagdo de MIC-LR em ratos,
mostrando um potencial efeito antioxidante atenuando o efeito gerado pela toxina no
figado e no cérebro. (Abdel-Daim et al. 2019). Germoush et al (2022) também
relataram a capacidade da Spirulina platensis em reduzir o dano oxidativo gerado pela
MIC-LR em tecido cerebral de ratos, além de outros tecidos como tecidos renais,

hepaticos e cardiacos.
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3.4. COMPOSTOS FENOLICOS (CF)

CF séo produtos do metabolismo secundario de vegetais, sendo responsaveis
por importantes fungdes como protecédo contra herbivoros, radiacédo UV e infecgdes
microbianas bem como atragao de polinizadores (Augusti et al. 2021). Os CF possuem
ao menos um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxil ligados a ele e, de
acordo com a estrutura quimica, podem ser classificados como acidos fendlicos,
taninos, lignanas, flavonoides, cumarinas e curcuminoides (Figura 2). Estes
compostos tém sido estudados por seus efeitos benéficos a saude, tais como efeitos
antioxidante, anti-inflamatério, antimutagénico e antiproliferativo (Stasiuk and
Kozubek 2010; Singh et al. 2020; Toney et al. 2021). Adicionalmente, estudos
sugerem que ingestdes baixas de CF ao longo do tempo podem ser benéficas para a
prevencgao de doengas cronicas (Stasiuk and Kozubek 2010; Sies 2015).

Figura 2. Classificacdo dos CF da dieta.

Compostos fendlicos

Fonte: adaptado de Liu. 2004; Levi et al., 2020.

3.5. CF E MICROBIOTA

Cerca de 90% dos CF da dieta ndo é absorvido no intestino delgado,
alcangando o colon (KAWABATA; YOSHIOKA; TERAO, 2019, onde é extensamente
metabolizado pela microbiota local a produtos menores, que normalmente possuem
melhor absorgé&o que os CF originais (Figura 3). Muitos destes metabdlitos possuem
bioatividades e sao responsaveis pela maioria dos efeitos bioldégicos associados aos
CF (AUGUSTI et al., 2021). Por outro lado, os CF podem agir como prebidticos ao
modular a microbiota col6nica e tal efeito tem sido associado a efeitos benéficos dos
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CF, como regulagdo da homeostase intestinal e resposta imune. Desta maneira, a
interacdo dos CF com a microbiota € uma via de mao dupla, onde a microbiota
influencia a metabolizagdo dos CF até produtos fendlicos bioativos e os CF estimulam
a proliferagdo de bactérias benéficas ao intestino (Figura 3) (AUGUSTI ET AL., 2021).

Figura 3. Metabolizacdo dos CF pela microbiota intestinal.
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Fonte: adaptado de Augusti et al., 2021.

O AE (Figura 2) é um composto natural encontrado em frutas como roma,
morango, diferentes tipos de framboesa, uvas, assim como em diferentes oleaginosas
como nozes e castanhas do Para. Durante o processo digestivo, a fragdo de AE n&o
absorvida no intestino delgado atinge o colon e entra em contato com a microbiota
residente (MADEIRA JUNIOR; TEIXEIRA; MACEDO, 2015; ZHANG et al., 2022).

A biotransformacdo do AE ou dos elagitaninos pela microbiota gera um grupo
de metabolitos chamado de urolitinas (URO) (Figura 3). O grupo das URO
compreende URO A, B, C e D e aiso urolitina A (Anderson et al. 2001; Garcia-Villalba
et al. 2013; Kang et al. 2016). Desta maneira, as URO surgem como novos compostos
bioativos naturais e seus efeitos moduladores do estresse oxidativo, anti-inflamatorio,
antiproliferativo e anti-idade ja foram descritos (Ishimoto et al. 2011; Djedjibegovic et
al. 2020; D’Amico et al. 2021; Toney et al. 2021; Kikuchi et al. 2021; Zhang et al. 2022).
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Dentre todas as descritas, as URO A e B sao as mais prevalentes e URO A vem sendo
mais frequentemente estudada pela presenca de dois anéis aromaticos junto de dois
grupos hidroxil, que elevam o seu potencial antioxidante (Djedjibegovic et al. 2020;
Bobowska et al. 2021).

Figura 4. Biotransformag&o do AE em URO.
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3.6. Bioatividades da URO-A

Artigos recentes descrevem que a URO-A possui igual ou maior potencial de
protecdo contra injurias ao sistema nervoso do que o AE. Tanto o AE derivado de
framboesa quanto a URO-A apresentaram efeitos anti-inflamatérios em células da
micréglia. Entretanto, apenas a URO-A foi capaz de suprimir a expressdo de genes
pré-inflamatérios ativados por lipopolissacarideo (Toney et al. 2020). Adicionalmente,
a URO-A protegeu neurdnios dopaminérgicos em modelo celular de doenca de
Parkinson ao promover biogénese mitocondrial (Liu et al. 2022). Ainda foi observado
que as URO A e B, bem como o AE, realizam a inibicdo do acumulo de lipidios e do

fator de necrose tumoral em adipdcitos (Cisneros-Zevallos et al. 2020).

Tendo em vista que a URO-A € um metabdlito com importantes bioatividades,
este composto poderia ser utilizado para prevenir ou tratar danos oxidativos ligados
ao sistema nervoso. De acordo, URO-A protegeu neurdénios da morte e inflamacao em
modelo animal de doenga de Alzheimer, bem como protegeu contra a injuria
isquémica neuronal por mecanismos de autofagia ligados a supressédo do EO (Chen
et al. 2019; Casedas et al. 2020; Gupta et al. 2021). Outros autores corroboram com

a literatura através de trabalhos utilizando a URO-A isolada ou associada a algum
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outro composto visando beneficios atrelados ao sistema nervoso central para o

tratamento de intoxicagdes ou patologias (Fang et al. 2019; Kshirsagar et al. 2022)

Apesar dos estudos mostrando efeitos de CF vegetais contra a toxicidade da
MIC-LR e os estudos acerca do potencial neuroprotetor da URO-A descritos acima,
nao foram encontrados até o momento estudos avaliando o papel protetor da URO-A
sobre os danos oxidativos causados pela MIC-LR em células gliais.

3.7 Células C6
As células gliais do tipo C6 tem sido amplamente utilizada em pesquisa pela

similaridade a astrocitos, com um formato estrelado alongado (Figura 5), as células
que fazem a comunicacgao do sistema endotelial com as células neuronais. Tendo em
vista que estas células tém alta correlacdo com a fixacdo de memdria e manutencao
da saude do sistema nervoso central, se faz necessaria a busca de novas substancias

neuroprotetoras (Izdebska et al. 2018; Galland et al. 2019).

Figura 5. Imagem microscopica de cultura de células C6 (aumento de 200x).

Fonte: a autora.
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4. APRESENTAGAO

A metodologia utilizada, bem como os resultados obtidos no presente trabalho,
encontra-se no manuscrito intitulado “Urolithin A, a colonic metabolite from ellagic acid,
attenuated the neurotoxicity induced for Microcistyn-LR in vitro’. O presente
manuscrito foi submetido ao peridédico Food and Adittives Contaminants — Part A.
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Abstract

Microcystin-LR (MIC-LR) is toxin which mechanism of intoxication involves
oxidative stress. URO-A is a metabolic from colonic fermentation of ellagic acid
with antioxidant potential. This study aimed to evaluate the putative protective
effect of URO-A against MIC-LR toxicity in C6 cells. C6 cells were incubated with
MIC-LR (1 and 10 uyM) and/or URO-A (3, 30, 60 and 100 pM) for 24h. After the
incubation time, treatments were removed and cells were submitted to analysis
of oxidative stress parameters. MIC-LR 1 and 10 uM induced reactive species
(RS) generation, depletion in total thiol (SH) groups and survival loss when
compared with control group. Also, at 10 uM, MIC-LR induced CAT activity
inhibition. URO-A at concentrations of 60 and 100 pM caused CAT activity
inhibition and showed a trend to increase RS generation. In a second moment,
C6 cells were pre-treated with 3 yM URO-A for 24 h and then exposed to 10 yM
MIC-LR for 24 hours. URO at 3 yM completely attenuated the RS generation and
the impairment in SH groups caused by MIC-LR. However, no effect of URO-A
was observed on survival loss and CAT activity inhibition induced by 10 yM MIC-
LR. Our results demonstrated that URO-A might offer protective effect against
toxicity caused by MIC-LR in glial cells by restoring the levels of RS and SH

groups.

Keywords: oxidative stress, phenolic compounds, catalase, survival loss.
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Introduction

The proliferation of cyanobacteria in water bodies has been a big problem of
health public, mainly by the production of cyanotoxins. The most prevalent and studied
group of cyanotoxins is the hepatotoxin microcystins (MICs), and the most important
variant is the microcystin-LR (MIC-LR) (Gou et al. 2017; Melaram et al. 2022). The
intoxication for MIC-LR can take place by consumption of contaminated water and
foods, dermal contact and aerosol inhalation(Carmichael et al. 2001; Li et al. 2015;
Zhang et al. 2020). MIC-LR is known to cause primary damage to liver and water
contaminated with MIC-LR has been associated with the risk for primary liver cancer
(Carmichael et al. 2001; Azevedo et al. 2002; Soares et al. 2006; Chen et al. 2009;

SvirCev et al. 2014; Zhang et al. 2020; Arman and Clarke 2021).

Besides hepatotoxicity, recent studies have demonstrated that neurotoxic
effects are also important in MIC-LR intoxications. MIC-LRs can cross blood-brain
barrier (BBB) with the transport by OATPs carriers, causing neurostructural, functional,
and behavioural changes (Hu et al. 2016). Accordingly, in an accident occurring with
dialysis Brazilian patients, individuals presented hepatic damage along with loss of
vision, dizziness, and headaches (Carmichael et al. 2001; Azevedo et al. 2002; Soares

et al. 2006; Augusti et al. 2017).

Among the mechanisms for MIC-LR toxicity, the oxidative stress (OS) is
characterized for an imbalance of production and removal of reactive species (RS),
potentially leading to damage in lipids, proteins and DNA. MIC-LR has shown to induce
RS generation, lipid peroxidation and glutathione (GSH) depletion in intestine, liver,
and kidney in in vitro and in vivo studies (Arman and Clarke 2021). In a recent study

from our group, environmentally relevant concentrations of MIC-LR were able to cause
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death along with RS generation and antioxidant enzymes impairment in
Caenorhabditis elegans (C. elegans), a known model for neurobiology

evaluations(Augusti et al. 2017).

In view of the lack of therapy for MIC-LR intoxication and the involvement of OS
in its toxicity mechanism, the use of antioxidants as adjunct agents in MIC-LR toxicity
prevention or therapeutics may be an alternative. In fact, some compounds, including
antioxidants, have been described as potential chemoprotectants against the toxic
effects of cyanotoxins (Guzman-Guillén et al. 2017). Accordingly, our group
demonstrated that the carotenoid lutein was able to protect C.elegans from oxidative

damage induced by MIC-LR (Augusti et al. 2017).

Phenolic compounds (PC) are secondary plant metabolites and have been
widely studied because your effects in human health, such as antioxidant, anti-
inflammatory, antimutagenic, anticarcinogenic and also antibacterial and fungicidal
(Stasiuk and Kozubek 2010; Yuan et al. 2019; Zeb 2020; Fernandez-Ochoa et al.
2022). Among PC, the ellagic acid (EA) is obtained from ellagitannins (ET) hydrolysis,
being present in many nuts, seeds and fruits. The EA chemical structure has aromatic
rings that have a strong connection with its bioactivities, including antioxidant (Yamada

et al. 2018; Aguilar-Zarate et al. 2018).

In vivo metabolization of ET occurs in liver, where the ET are metabolized for
phase | and phase Il enzymes trough reactions of hydroxylation, sulphation,
methylation and glucuronidation. The ET are converted to EA in the process and the
non-absorbable fraction of EA are metabolized by the gut microbiota intestinal where
the lactone ring is cleaved and decarboxylate for the most dehydroxylation reactions

(Madeira Junior et al. 2015; Djedjibegovic et al. 2020; Gupta et al. 2021). One product
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of these microbiota transformations of EA is called urolithins (URO), a class of
metabolites more bioavailable than EA. Thus, itis possible that bioactivities associated
to the consumption of EA be actual a result from this group of metabolites. In fact,
many authors demonstrate the neuroprotective, immunomodulatory, anti-obesity and
anti-inflammatory potential of URO (Djedjibegovic et al. 2020; Toney et al. 2021;

Kikuchi et al. 2021; D’Amico et al. 2021; Gupta et al. 2021; Zhang et al. 2022).

URO-A is the predominant isoform of URO found in the plasma and urine
following the consumption of ET and EA(Tomas-Barberan et al. 2017). The antioxidant
activity of URO-A has been gaining prominence, since this compound was able to
scavenger RS, inhibit oxidant enzymes such as monoamine oxidase A and tyrosinase,
(Djedjibegovic et al. 2020), besides to reduce lipid peroxidation and increase the
activity of antioxidant enzymes in cells (Ishimoto et al. 2011; Chen et al. 2019; Casedas
et al. 2020; Djedjibegovic et al. 2020). Moreover, URO-A can cross BBB and is present
in the plasma and brain of rats consuming pomegranate juice, contributing to its

neuroprotection against PD (Kujawska et al. 2019).

Despite the studies showing effect of antioxidants against MIC-LR toxicity, none
study evaluating the role of PC colonic metabolites, such as URO-A, against
neurotoxicity of MIC-LR was found until the present moment. The aim of the present
study is to corroborate the neurotoxicity of MIC-LR in glial cells and to evaluate the

putative protective effect of URO-A against this neurotoxicity.

Materials and Methods

Urolithin A and Microcystin-LR
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MIC-LR powder (C49H74N10012) was obtained from Enzo Life Sciences, Inc.
(Farmingdale, NY, USA). URO-A (3,8-Dihydroxy-6H-benzo[c]chromen-6-one) was
obtained from Sigma—Aldrich (St. 118 Louis, MO). Both URO-A and MIC-LR were
solubilized with DMSO so that the final concentration of DMSO in the cells was not

greater than 0.1%.

Cell culture and treatments

Glioma cell line (C6) was obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ,
RJ, Brazil) and cultured in DMEM medium (Sigma, USA) enriched with 10% fetal
bovine serum glucose (400 mg%) and kept at 37°C in a humidified environment at 95%
with 5% CO: (LIUBICH et al., 2017). Cells with passage between 12 and 65 and
minimum confluence of 70% were used. Firstly, C6 cells were separately treated with
MIC-LR (1 and 10 uM) and URO-A (0, 3, 30, 60 and 100 uM) during 24h. Afterwards,
oxidative damage markers (survival rate, RS generation and antioxidant defences)
were evaluated. In a second moment, C6 cells were pre-treated with URO-A at 3 uM
for 24 h before being exposed to 10 yM MIC-LR. After 24h of MIC-LR exposure,

treatment was removed, and cells were used in the oxidative damage analyses.

Cell viability

An MTT assay was carried out to quantify metabolically viable cells. This is a
colorimetric assay where the soluble yellow tetrazolium salt MTT (3-(4,5-
dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide; Sigma, Inc., Saint Louis, MO,

USA) is reduced to insoluble blue-purple formazan crystals by the mitochondrial
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succinate dehydrogenase enzyme activity (Stockert et al. 2012). Thus, not viable cells
present less blue-purple coloration. After incubation times, cells were washed with PBS
and incubated with 1 mg/mL MTT for 2h at 37°C with injection of CO.. After this
incubation time, purple crystals were dissolved in DMSO and the absorbance was
measured using a spectrophotometric microplate reader (Spectra Max M5; Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, USA) at 630 nm and 570nm (final absorbance = A570-A630).

RS generation

The intracellular RS generation were estimated using 2',7'-dichloro- fluorescein
diacetate (Ho.DCFDA) as a fluorescent probe, as described before (Wang and Joseph
1999). This probe penetrates cells where it is then deacetylated by cellular esterases
to a non-fluorescent compound, which is later oxidized by RS into the highly fluorescent
2’ I’'—dichlorofluorescein (DCF). Thus, the greater intracellular generation of RS, the
greater is DCF fluorescence. The cells were incubating with 100uM of H.DCFDA for
1 hour at 37 °C before treatments with MIC-LR and/or URO-A. After the incubation
time, cells were then detached by trypsinization, washed twice with PBS, and treated
with 150 pM hydrogen peroxide (H202). RS generation was measured by DCF
fluorescence using a fluorescence reader (M5 — Molecullar Devices) with 530nm
emission and 485nm of excitation at 37°C. Results were presented as DCF

fluorescence intensity (RFU).

Total thiol groups (SH)
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The thiol groups was evaluated at 412 nm after the reaction of samples with 10
mM 5-5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), as described by Ellman (1959)

modified by Maldonado (2006) (Ellman 1959; Maldonado et al. 2006).

Catalase (CAT) activity

The activity of CAT was evaluated by the method previously described by Aebi
(1984), based on the disappearance of H202 at 240nm. The activity was specified in
units of CAT/mg of protein, where a CAT unit corresponds to 1 mole of H.O2 consumed
per minute. Protein content was maintained by the Petterson method (Lowry modified

for plaque) (Aebi 1984).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the statistical software GraphPad
Prism 8 for MacOS (Graphpad software, version 6.0, San Diego, USA). Data were
reported as mean +/- SEM and the results were analysed by one-way ANOVA followed

Tukey’s test when necessary. Differences were considered significant when p<0,05.

Results and discussion

In the present study, we aimed to corroborate the neurotoxicity caused by MIC-
LR. In agreement, C6 cells treated with 1 and 10 yM MIC-LR presented increased RS
generation along with survival loss when compared with the control group (absence of

MIC-LR) (p<0.05, Figure 1A and 1B). This corroborates a previous report about
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neurotoxicity of MIC-LR (Augusti et al. 2017), where MIC-LR caused oxidative damage
in C. elegans, an organism without liver and a known model for neurotoxicity
evaluation. Moreover, the OATP1A2 (hepatic transporter of MIC-LR) is also expressed
in blood—brain barrier in humans(Fischer et al. 2005). This means that significant
amounts of MIC-LR could reach the brain across the blood—brain barrier and induce
brain pathology (Hinojosa et al. 2019). Our results also showed that 1 and 10 yM MIC-
LR decreased the concentration of total -SH groups in glia cells (p<0.05, figure 1C).
This marker represents the oxidative status of proteins as changes in the redox state
of thiol/disulfide couples could affect the structure and function of almost all proteins,
including oxidation-reduction enzymes. In fact, oxidative modification of proteins is a
common oxidative damage caused by MICs in tissues of many aquatic organisms

(Amado and Monserrat 2010).

When checking the enzymatic antioxidant system, only the highest
concentration of MIC-LR (10 uM) caused a reduction in CAT activity when compared
with control (p<0.05, figure 1D). CAT catalyses the breakdown of H2O2, which is highly
reactive and can cause cell damage. The reduction in antioxidant enzyme activity leads
to the increase in RS levels, which reacts with membrane-associated lipids causing
oxidative damage in the freshwater rotifer Brachionus calyciflorus (Liang et al. 2017).
Thus, we can not rule out that the decrease in SH groups induced by MIC-LR impaired
the catalytic activity of CAT and that its inhibition contributed to RS generation and

viability loss of C6 cells.

Glial cells are non-neuronal cells that support and protect neurons. Among
them, astrocytes are homeostatic cells that play a crucial role in central nervous system
homeostasis, providing nutrition to neurons, maintaining the integrity of the blood—brain

barrier, regulating synaptic activity and processing cell metabolites (Verkhratsky and
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Nedergaard 2018). In order to mimic astrocytes function, we used C6 glial cell line in
the present study. These cells present the increased expression of some astrocyte

markers and seems to reproduce an astrocyte in a significant way (Galland et al. 2019).

Concerning to the effects in the nervous system, MIC-LR seems to affect the
dopaminergic neurotransmission besides to enhance OS and cytoskeleton disruption
in animal models (Wu et al. 2016; Zhang et al. 2018; Shin et al. 2018). MIC-LR has
also been implicated as a potential environmental factor in Alzheimer’'s disease
because of its potent inhibition of protein phosphatase 2A (PP2A) activity and its ability
to cause impairment of memory and cognitive function associated with Alzheimer’s
disease when intraperitoneally injected in rats (Li et al. 2014). Furthermore, 15 pg/L of
MC-LR in drinking water also caused hypokinesia in mice and induced survival loss
and apoptosis of dopaminergic neurons, resulting in a reduction in dopamine content,
which are pathological features of Parkinson’s disease (Yan et al. 2022). Although
MIC-LR presented the capacity to induce changes physiology consistent with
neurodegeneration in primary astrocyte culture (D'Mello et al. 2017), this is the first
study showing oxidative damage caused by MIC-LR in glia cells. Since MIC-LR at a
concentration of 10 yM induced RS generation, cell death SH groups depletion and

CAT activity inhibition, this concentration was used in the further studies.

URO-A directly administered to rats was reported to be safe in a 28- and 90-
day oral studies. Also, URO-A is not genotoxic and the NOAEL was greater than 3.000
mg/kg/day in rats (Heilman et al. 2017). In agreement, no significant differences were
observed on cell viability and content of total SH groups between control cells and
those treated with concentrations of URO-A ranging from 3 to 100 uM (p>0.05, Figure
2A and 2C). However, the treatment of cells with URO-A at 60 and 100 yM induced

CAT inhibition (p<0.05, Figure 2D) along with a trend to increase RS generation
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(p>0.05, figure 2B), suggesting that URO-A, at higher concentrations, can exert a pro-
oxidant effect. While large molecular-weight PC, such as ETs, have little or no pro-
oxidant properties, small PC (such as UROs) can exhibit considerable pro-oxidant
activity, A proposed mechanism suggests that UROs reduce Cu?* to Cu* and,
subsequently, Cu* is re-oxidized in a Fenton-like reaction by the action of H2O. or Og,
leading to the RS generation (Kallio et al. 2013). This agrees with a previous in silico
study which reported that the constituents of pomegranate juice (including URO-A)
have the potential to inhibit key enzymes of the neuronal antioxidant defence system,
such as CAT, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, glutathione reductase
and glutathione-S-transferase. As far as we know, this is the first study showing pro-
oxidant effects of URO-A in nervous system cells. This may be of extreme importance
in neurodegenerative diseases, where neurons are known to be more vulnerable to
OS (Mazumder et al. 2019). This way, the findings of the present study suggest that
lower URO-A concentrations (3-30 uM) may be suitable to further studies in C6 cells.
In agreement, lower concentrations of URO-A (2.5-10 pM) inhibited microglia-
mediated neuroinflammation and neurodegeneration in experimental model of PD (Qiu
et al. 2022). Despite of this facts, URO-A received a favourable review by the US Food
and Drug Administration, where it is generally recognized as safe (GRAS) and can be
used as a food ingredient at levels up to 1000 mg/serving, equivalent to dietary

exposure to URO-A of 1183 mg/day (Keefe and Nutrition 2018).

Nowadays, there is a widespread tendency to think that UROs, rather than EA,
could be the actual bioactive molecules responsible for benefits coming from ETs and
EA rich foods. Although in vitro findings have shown that EA and UROs are equally
active, studies in vivo show that only UROs have been found in fluids, cells, and tissues

(Alfei et al. 2020). URO-A did not attenuate the cell viability loss and CAT activity
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inhibition caused by MIC-LR (Figure 3A and 3D, p>0.05). Previously studies showed
suppression of enzymatic expression of CAT in situations where OS is exacerbated in
the in vivo environment (Gonchar et al. 2006; Hu and Da 2014). Thus, we can
speculate that RS generation by MIC-LR overwhelmed antioxidant activity of URO-A,
causing CAT activity inhibition and cell death. However, URO-A proved to be effective
in attenuating the RS generation and the depletion of total SH groups induced by MIC-
LR (Figure 3B and 3C, p<0.05), as cells pre-treated with URO-A presented lower RS
generation and higher content of SH groups when compared to the cells treated only
with MIC-LR (Figure 3B and 3C, p<0.05). This corroborates the antioxidant potential
of URO-A (Wang et al. 2015; Ahsan et al. 2019; Kikuchi et al. 2021). Accordingly, URO-
A was able to increase the expression of the antioxidant proteins peroxiredoxins 1 and
3 (Komatsu et al. 2018), as well as, attenuates production of pro-inflammatory

mediators by suppressing ROS generation in macrophages (Boakye et al. 2018).

Regarding antioxidant effects in nervous system, URO-A (along with URO-B)
improved the survival of human neuroblastoma cells (SK-N-MC impaired by oxidative
stress induced by incubation with 2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone (DMNQ)
(Verzelloni et al. 2011). Moreover, URO-A and URO-B, as well as their methylated
conjugates, showed protective effect against neurotoxicity induced by -amyloid in the
nematode C. elegans (Yuan et al. 2016). Additionally, URO-A and other PC
metabolites prevented neuronal apoptosis via attenuation of RS levels and increased
REDOX activity in SH-SY5Y cells (Gonzalez-Sarrias et al. 2017). These antioxidant
effects have been associated to a direct radical scavenger and an inhibitor of oxidases
abilities, but also to the improvement of the cellular antioxidant battery (Casedas et al.
2020) (Casedas et al., 2020). Additionally, URO-A increased cell viability and

decreased intracellular RS production in a dose-dependent manner in SK-N-MC cells
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(Kim et al. 2020). For the best of our knowledge, this is the first report on the

antioxidant effect of URO-A against oxidative stress induced by MIC-LR in glia cells.

In the present study, the pre-treatment of C6 cells with URO-A was prevented
RS generation and depletion of SH groups, but not CAT inhibition and cell death
caused by MIC-LR. We can suggest that mechanisms other than RS generation are
involved in cellular death and CAT inhibition caused by MIC-LR and these mechanisms
are not fully covered by URO-A antioxidant capacity. In agreement, besides OS, the
main mechanisms of MICs toxicity include to affect GABAergic neurons, to impair
neurochannels and to change structural brain proteins, leading to cytoskeleton
disruption(Hinojosa et al. 2019). Furthermore, MIC-LR was demonstrated to bind to
CAT, leading to conformational changes in this enzyme that affect its physiological
response (Hu and Da 2014). For the best of our knowledge, this is the first study

evaluating the protective effect of URO-A against MIC-LR toxicity.

Conclusion

MIC-LR at concentrations of 1 and 10 uM generated RS, depleted SH groups
and reduced cell viability of C6 cells. Moreover, the highest concentration of MIC-LR
inhibited CAT activity. Besides being safe for glia cells, URO-A at 3 yM prevented RS
generation and SH groups depletion induced by MIC-LR. However, this concentration
did not attenuate cell death and CAT inhibition induced by the toxin. Thus, URO-A may
be helpful to MIC-LR-induced damage in glia cells by preventing RS generation and
by restoring the oxidative status of proteins (content of SH groups). Additional studies
need to be carried out before a final statement on the role of this colonic metabolite in

prevention or therapeutic of MIC-LR intoxications.
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Figure 1. Cell viability (A), RS generation (B), total SH groups (C) and CAT activity
(D) in C6 cells exposed to MIC-LR (1 and 10 pM) for 24h. Results are mean + SEM

(n=5). *Different from control group; Abs = absorbance; RFU = relative fluorescence
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Figure 2. Cell viability (A), RS generation (B), total SH groups (C) and CAT activity
(D) in C6 cells treated with URO-A (0, 3, 30, 60 uM) for 24h. Results are mean +

SEM (n=5). * Different from control group; Abs = absorbance; RFU = relative

fluorescence units.
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Figure 3. Cell viability (A), RS generation (B), total SH groups (C) and CAT activity (D)

in C6 cells pre-treated with URO-A (3uM) for 24h followed by MIC-LR exposure (10

uM) for 24h. Results are mean + SEM (n=5). * Different from control group; ** Different

from MIC-LR group. Abs = absorbance; RFU = relative fluorescence units.
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6. DISCUSSAO GERAL

Algumas variaveis demonstram a necessidade da busca por opgdes acessiveis
e eficazes na terapéutica da intoxicacédo por MIC-LR, como a auséncia de terapéuticas
nas intoxicagdes por MIC-LR, a elucidacdo do mecanismo de ag¢ao de intoxicagao, e
efeitos neurotdxicos (Carmichael et al. 2001; Gou et al. 2017; Arman and Clarke
2021).

Através dos ensaios experimentais realizados, o grupo objetivou corroborar
com os achados de outros autores sobre a afirmativa da neurotoxicidade induzida pela
MIC-LR (Zhang et al. 2020; Yan et al. 2022). Desta forma, as células C6 foram tratadas
com 1 e 10 uM de MIC-LR e apresentaram aumento da geragao de ER associado a
morte celular quando comparadas ao grupo controle (auséncia de MIC-LR). Klima et
al. (2021) também identificaram redugdo da viabilidade celular quando neurénios
periféricos foram tratados com 5 pM de MIC-LR e também a presenca de
neuroinflamacédo na quanto tratados com 10 yM de MIC-LR. Shin et al. (2018)
expuseram ratos a diferentes concentragbes de MIC-LR e também observaram
alteragdes na geracao de ER e uma reducéo da expressao de enzimas antioxidantes
endogenas como a GPX e também das SODs.

Ainda sobre sistema enzimatico antioxidante, foi possivel observar que apenas
a maior concentragdo de MIC-LR (10 pM) causou redugdo na atividade da CAT
quando comparado ao controle. Isso provavelmente ocorreu devido a uma geragéo
excessiva de ER que sobrecarregou as defesas antioxidantes, causando inibigao de
CAT e perda de viabilidade celular, como ja observado anteriormente (Gonchar et al.
2006; Liang et al. 2017). N&do podemos descartar que a inibicdo da atividade da CAT
possa estar associada a geragdo de RS e a morte celular observada em células
tratadas com 10 uM de MIC-LR. De fato, alguns autores ja demonstraram que MIC-
LR pode se ligar a CAT, gerando um complexo proteico e levando a alteragdes
conformacionais nessa enzima que afetam sua resposta fisiologica(Gonchar et al.
2006; Hu and Da 2014).

Desta forma, os dados demonstraram que o tratamento com 10 uM de MIC-LR
durante 24 h induziram a morte de células C6 através da geragao de ER, bem como
comprometimento do sistema antioxidante. Isso corrobora relatos anteriores sobre
neurotoxicidade de MIC-LR (P.R. Augusti et al. 2017) onde MIC-LR causou dano
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oxidativo em Caenorhabditis elegans, um organismo sem figado e um modelo
conhecido para avaliagdo de neurotoxicidade. Além disso, o OATP1A2 (transportador
de MIC-LR) € expresso na barreira hematoencefalica em humanos e esse dado acaba
por sustentar o transporte da MIC-LR para os neurbnios (FISCHER et al., 2005;
HINOJOSA et al., 2019).

Nao foram observadas diferengas significativas na viabilidade celular entre as
células controle e aquelas tratadas com diferentes concentragdes de URO-A,
sugerindo a seguranga de URO-A em células C6. No entanto, o tratamento das células
com URO-A a 60 e 100 uM induziu inibicdo da CAT, demonstrando que URO-A, em
concentragbes mais altas, pode prejudicar essa enzima antioxidante tendo em vista
que a URO-A pode interferir no sitio catalitico dessa enzima (Mazumder et al. 2019).
N&o foram observadas diferencas estatisticas na geragdo de ER em células tratadas
com URO-A. No entanto, as células tratadas com 60 e 100 uM de URO-A
apresentaram uma tendéncia ao aumento da geracdo de ER, Alguns autores
relataram que altas concentracées de URO-A podem ter efeitos prooxidantes, sendo
indicado que a concentragcdo nao citotoxica de URO-A fica entre as concentragdes
fisiologicas de 0,5-50 yM. (Mazumder et al. 2019; Casedas et al. 2020). Esses
resultados sugerem que concentragdes mais baixas de URO-A podem ser adequadas
para estudos posteriores.

A MIC-LR em uma concentragdo de 10 uM induziu geragdo de ER, morte
celular e inibicdo da atividade de CAT. Assim, esta concentragdo foi utilizada nos
estudos posteriores. Em relacdo ao URO-A, as préximas etapas do estudo foram
realizadas usando a menor concentragédo (3 uM) para evitar qualquer toxicidade do
URO-A as células.

Com relagdo ao ensaio de viabilidade celular, foi possivel observar que a URO-
A néo foi capaz de reduzir a viabilidade celular perdida pelo tratamento com MIC-LR.
Embora o URO-A néo tenha sido eficiente em atenuar a perda de viabilidade celular
induzida por MIC-LR, ele se mostrou eficaz no ensaio DCF-DA que compreende a
geracdo de ER. Foi possivel observar que células pré-tratadas com URO-A
apresentaram menor geragao de ER quando comparadas as células tratadas apenas
com MIC-LR, corroborando assim o potencial antioxidante in vitro de URO-A (Wang
et al. 2015; Ahsan et al. 2019; Kikuchi et al. 2021).
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Em relacdo as defesas antioxidantes, URO-A nao foi capaz de atenuar a
inibicdo da atividade de CAT induzida por MIC-LR. Estudos anteriores mostraram
supressao da expressao enzimatica de CAT em situagdes em que o estresse oxidativo
€ exacerbado no ambiente in vivo (Gonchar et al. 2006; Hu and Da 2014). Assim, n&o
podemos descartar que a geragao de ER superou a atividade antioxidante da URO-
A, causando inibicdo da atividade de CAT e morte celular. Adicionalmente, a auséncia
de efeito da URO-A contra a inibicdo de CAT pode estar associada a incapacidade de
URO-A em prevenir a morte celular causada por MIC-LR.

A interagdo entre microbiota e AE no colon causa um duplo efeito: (i) O AE
apresenta um efeito prebiotico, estimulando o crescimento de microrganismos
benéficos e inibindo o crescimento de bactérias patogénicas; e (i) o AE é
metabolizado pela microbiota, passando por um processo de biotransformacgao e
gerando produtos como a URO-A (MADEIRA JUNIOR; TEIXEIRA; MACEDO, 2015;
ZHANG et al., 2022). Hoje em dia, existe uma tendéncia generalizada de pensar que
as URO, ao invés do AE, poderiam ser as moléculas bioativas reais responsaveis
pelos beneficios provenientes de ETs e alimentos ricos em AE. Tanto o AE derivado
de framboesa quanto a URO-A apresentaram efeitos anti-inflamatérios em células da
micréglia. Entretanto, apenas a URO-A foi capaz de suprimir a expressdo de genes
pré-inflamatérios ativados por lipopolissacarideo (Toney et al. 2020). Embora
achados in vitro tenham mostrado que EA e URO s&o igualmente ativos, estudos in
vivo mostram que apenas as URO foram encontrados em fluidos, células e tecidos
(Alfei et al. 2020).

Muitos autores demonstraram efeitos do URO-A na fosforilagdo da via
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/Akt (uma importante via de processo envolvida com
proliferagdo, apoptose, autofagia e captagao de glicose) e no aumento da expressao
de peroxirredoxinas 1 e 3 (Komatsu et al. 2018; Casedas et al. 2020). Além disso,
URO-A atenua a produgao de mediadores pro-inflamatorios suprimindo a geragéo de
EROs em macrofagos gerada pelas MICs (Komatsu et al. 2018). Apesar dos efeitos
benéficos associados a URO-A, no presente estudo este metabdlito coldnico nao foi
capaz de proteger as células C6 contra a morte celular e perda de atividade
antioxidante causadas pela MIC-LR. Podemos sugerir que outros mecanismos além
da geracao de ER estao envolvidos na morte celular e na inibicdo da CAT causados
pela MIC-LR e que tais mecanismos nado sofrem influéncia da URO-A . Como ja
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relatado anteriormente, a MIC-LR se liga a CAT e gera um complexo inativo (Gonchar
et al. 2006; Hu and Da 2014) e a URO-A nao seria capaz de atuar nesse mecanismo.
Para constar, este é o primeiro estudo avaliando o efeito protetor do URO-A contra a
toxicidade da MIC-LR.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho nos permitem concluir que:

e MIC-LR, nas concentragcbes de 1 e 10 yM, induziu geracédo de ER e
causou morte celular em células C6. Além disso, a concentragédo de 10
MM, de MIC-LR causou inibigao da enzima antioxidante CAT nas células
gliais.

e Altas concentragdes de URO-A (60 e 100 uM) causaram inibigdo na
atividade da CAT e apresentaram uma tendéncia em aumentar a
geracgéo de ER. Concentragdes menores (3 e 30 uM) n&o apresentaram
sinais de toxicidade para as células gliais.

e URO-A 3 uM preveniu completamente a geragdo de ER induzida por
MIC-LR em células C6. Entretanto, nenhum efeito foi sido observado

contra a morte celular e inibicdo da atividade da CAT

Os resultados do presente trabalho demonstram que a URO-A pode oferecer efeito
protetor contra a toxicidade causada pela MIC-LR ao restaurar os niveis de ER
geradas. Desta maneira, a URO-A aparece como alternativa promissora como adjunto
na prevengao ou terapéutica de intoxicagcdes por MIC. Estudos adicionais com outras
concentracbes de URO-A sido recomendados antes de conclusbes acerca do

potencial benéfico desse metabolito.
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