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Resumo

A doenca da Urina do Xarope do Bordo (DXB) € um distirbio neurometabdlico
predominantemente caracterizado por uma disfuncdo neurolégica. Considerando que os
mecanismos neurotéxicos na DXB sdo pouco conhecidos, este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da administra¢cdo aguda e cronica de um pool de aminodcidos de cadeia
ramificada (leucina, isoleucina e valina) sobre os niveis do fator de crescimento neural (NGF)
e se o tratamento antioxidante (N-acetilcisteina e deferoxamina) é capaz de prevenir as
alteracdes induzidas pelos aminodcidos de cadeia ramificada. Nossos resultados
demonstraram uma diminuicao nos niveis de NGF no hipocampo apds administracdo aguda e
cronica de aminoacidos de cadeia ramificada. Além disso, o tratamento com antioxidante foi
capaz de prevenir a diminui¢do nos niveis de NGF. Em conclusdo, os resultados do presente
trabalho fornecem evidéncias de que os aminodcidos de cadeia ramificada podem estar
envolvidos na regulagao do NGF no hipocampo de ratos em desenvolvimento e na fase adulta.
Assim, € possivel que a alteracdo dos niveis desta neurotrofina durante a maturagdo cerebral
pode ser de importancia crucial no desenvolvimento dos efeitos neurotéxicos dos aminoécidos
de cadeia ramificada. Além disso, a diminui¢do dos niveis de NGF foi prevenida pela

coadministra¢do de N-acetilcisteina e deferoxamina.
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Introducao

A doenca da Urina do Xarope do Bordo (DXB; Cetoaciduria de cadeia ramificada) é
um erro inato do metabolismo de heranga autossomica recessiva causada pela deficiéncia na
atividade do complexo a-cetodcido desidrogenase de cadeia ramificada (CDCCR; E.C.
1.2.4.4), uma enzima mitocondrial envolvida na via de degradacdo de aminodcidos de cadeia
ramificada (AACR). Este bloqueio provoca a acimulo de leucina, isoleucina e valina, bem
como seus a-cetodcidos de cadeia ramificada correspondentes (CACR) em fluidos do corpo e
tecidos (Chuang e Shih 2001; Mackenzie e Woolf 1959).

A DXB apresenta fenétipos clinicos e moleculares heterogéneos, caracterizados por
hipoglicemia, cetoacidose, recusa alimentar, apnéia, ataxia, convulsdes, coma, retardo
psicomotor e retardo mental, bem como edema generalizado no sistema nervoso central
(SNC), atrofiamento dos hemisférios cerebrais, degeneracdo da substiancia branca e
mieliniza¢do tardia (Chuang e Shih 2001; Schonberger et al. 2004). Apesar das sequelas
neuroldgicas serem comuns em pacientes com DXB, os mecanismos de dano cerebral nesta
doenca ainda sdo pouco conhecidos. No entanto, leucina e/ou o seu a-cetodcido sdao
considerados como sendo os principais metabolitos neurotéxicos na DXB, uma vez que o
aumento das concentracdes plasmdticas destes compostos (cerca de 5,0mM) estd associado
com o aparecimento de sintomas neuroldgicos (Chuang e Shih, 2001; Snyderman et al. 1964).
Além disso, tem sido demonstrado que os metabolitos acimulados na DXB afetam o
metabolismo energético (Howell e Lee 1963; Land et al. 1976; Danner e Elsas 1989; Pilla et
al. 2003; Sgaravatti et al. 2003; Ribeiro et al. 2008; Amaral et al. 2010), induzem o estresse
oxidativo (Bridi et al. 2003, 2005; Fontella et al. 2002; Barschak et al. 2006; Mescka et al.
2011) e apoptose (Jouvet et al. 2000a;b). Do mesmo modo, estes metabdlitos levam ha uma

diminui¢do no desenvolvimento da mielina (Taketomi et al. 1983; Tribble e Shapira 1983;
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Treacy et al. 1992), baixos niveis cerebrais de aminodcidos essenciais levando 4 diminui¢do
da sintese de neurotransmissores, podendo contribuir para o desenvolvimento de lesdo
cerebral (Wajner e Vargas 1999; Wajner et al. 2000; Aratjo et al. 2001).

O fator de crescimento neural (NGF), membro protétipo da familia das neurotrofinas
(Levi-Montalcini 1987), € produzido no cérebro durante toda vida e fundamental para o
crescimento, manuten¢do e sobrevivéncia de neurdnios colinérgicos (Sofroniew et al. 2001).
Além disso, o NGF atua como um fator tr6fico para estes neuronios ja que sua administragao,
in vivo, aumenta os niveis de acetilcolina transferase (Gnahn et al. 2006; Mobley et al. 1985),
enquanto evita a morte de neurdnios do prosencéfalo basal apds a operagcao de vias septo-
hipocampais (Korsching et al. 1986). NGF inicia vias de sinalizacdo de diferentes células que
s30 necessdrias para o desenvolvimento neuronal, o crescimento axonal, a neurotransmissao e
a sinaptogénese, através da interagdo com dois receptores: TrkA, um membro da superfamilia
de receptores de tirosina quinase (Hempstead et al. 1991), e p75NTR, pertencente a
superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral (Chao et al. 1986).

Knipper e colaboradores (1994) demonstraram que a estimulacdo aguda com NGF
aumenta a liberacdo de glutamato em sinaptossomas corticais de ratos. A infusdo
intracerebroventricular continua de NGF aumenta a retencdo de aprendizagem no teste de
esquiva passiva em ratos em desenvolvimento (Ricceri et al. 1996) e reverte o declinio
cognitivo associado a idade em neur6nios colinérgicos do prosencéfalo basal e corrige o
déficit de memoria espacial (Fischer et al. 1987). Estudos também demonstraram que a
infusdo similar de anticorpo anti-NGF ao longo de quatro semanas prejudicou o desempenho
no labirinto aquético de Morris (Nabeshima ef al. 1991) e indu¢do da potenciagdo de longa
duracdo (LTP) (Hennigan et al. 2009). Além disso, a diminui¢cao nos niveis de NGF esta

correlacionada com o grau de deméncia na doenca de Alzheimer (Gelfo er al. 2011) e a
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suplementacdo com NGF reverte o déficit de memoria nestes pacientes (Gu et al. 2009).
Assim, presume-se que o NGF parece ser essencial para a memoria e plasticidade sindptica.
Considerando que pacientes com DXB geralmente apresentam um grau varidvel de
retardo mental e outros sintomas neurolégicos, mas 0s mecanismos subjacentes a
neurotoxicidade deste erro inato do metabolismo ainda ndo sdo compreendidos, no presente
estudo investigou-se o efeito da administracdo aguda e cronica de um pool de AACR (leucina,
isoleucina, e valina) sobre os niveis de NGF em cérebro de ratos durante o seu
desenvolvimento, utilizando um modelo quimicamente induzido. Também foi investigada a
influéncia do tratamento antioxidante (ATX) com N-acetilcisteina (NAC) e deferoxamina

(DFX), a fim de verificar a influéncia do estresse oxidativo na modulac@o dos niveis de NGF.

Materiais e métodos

Animais

Ratos Wistar machos com 7 (10-15 g), 10 (20-25 g), ou 30 (60-80 g) dias de idade
foram obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais com 7 e
10 dias de idade foram mantidos com a ninhada até ao dia do experimento, e os ratos de 30
dias de idade, desmamados aos 21 dias de vida, acondicionados em grupos de cinco, com
livre acesso a d4gua e comida, em um ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acessas ds 7:00), a
uma temperatura de 23 + 1°C. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com o Instituto Nacional para o cuidado e uso de animais de laboratério e da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento, com a aprovacao da comissdo de

ética da Universidade do Extremo Sul Catarinense (protocolo nimero 60/2010).



36

Administracao aguda do pool CACR

Os animais receberam trés administragdes por via subcutanea (em intervalos de 1h) do
pool de aminodcidos de cadeia ramificada (15.8 pl/g do peso corporal) contendo leucina 190
mmol/L, isoleucina 59 mmol/L e valina 69 mmol/L em solucao salina (0.85% NaCl) ou salina
para o grupo controle. O pool de aminoécidos de cadeia ramificada e a solucdo salina foram
administrados no 10° ou 30 ° dia pés-nascimento (n=6). Uma hora apds a ultima injecdo, os
animais foram mortos por decapitacdo, o cérebro foi rapidamente removido e o hipocampo,
estriado e cortex cerebral foram separados para a avaliacdo dos niveis de NGF. A escolha das
doses de AACR e idade dos animais foram baseados em estudo anterior (Bridi er al. 2006)
que mostra que a administracdo do pool de AACR em ratos (doses e idades semelhantes aos
usados neste estudo) resultaram em um aumento dos niveis de leucina, isoleucina e valina no
sangue e no cérebro, mimetizando o principal achado bioquimico observado em pacientes

com DXB durante as crises.

Administracao cronica do pool de AACR e tratamento com antioxidantes

Os animais foram divididos em trés grupos: 1) Controle (salina); 2) DXB (Induzida
pelo pool de aminodcidos de cadeia ramificada); 3) DXB tratado com a combinagdo de NAC
(20 mg/kg) e DFX (20 mg/kg).Os animais receberam duas administragdes por via subcutanea
do pool de aminoécidos de cadeia ramificada (15.8 pl/g do peso corporal em intervalos de 12
horas ) contendo leucina 190 mmol/L, isoleucina 59 mmol/L e valina 69 mmol/L em solugdo
salina (0.85% NaCl) a partir do 7° dia de vida durante 21 dias (ultima injecdo no 27° dia;
Bridi et al. 2006; n=6). NAC foi administrada por via subcutinea duas vezes ao dia (em
intervalos de 12 horas) e DFX uma vez a cada dois dias durante 21 dias (Di-Pietro et al.

2008). Doze horas apds a dltima injecao, os animais foram mortos por decapitacdo, o cérebro



37

foi rapidamente removido e o hipocampo, estriado e cortex cerebral foram separados para a

avaliacdo dos niveis de NGF.

Niveis de proteina NGF

Os niveis de NGF nos tecidos cerebrais [homogeneizados em tampao fosfato-salino
(PBS, LaborClin, PR, Brasil), com um coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA)] foram determinados utilizando determinados através de kits comerciais de
ELISA com anticorpos monoclonais especificos para o NGF (Millipore, EUA e Canadd).
Resumidamente, placas de microtitulagdo (96 pogos de fundo plano) serdo incubadas durante
12 horas com as amostras diluidas (1:2 em diluente de amostra) e uma curva padrao (variando
15,6-1000 pg / ml de NGF). As placas foram entdo lavadas quatro vezes com o diluente da
amostra. Ap6s a lavagem, o anticorpo monoclonal de rato anti-NGF (diluido a 1:1000 em
diluente da amostra) foi adicionado a cada poco e incubado durante 2 horas a temperatura
ambiente. Ao término deste periodo, mais uma série de lavagens com tampao de lavagem foi
aplicada, posteriormente, um anticorpo de coelho conjugado com peroxidase (diluido a
1:1000) foi adicionado a cada poco e incubou-se a temperatura ambiente durante 2 horas.
Ap0s, foi adicionado uma solucdo de estreptavidina (enzima-substrato), e uma solucdo de
parada, a quantidade de NGF foi determinada através da medi¢do da absorbancia a 450 nm. A
curva padrao demonstrou uma relacdo direta entre a densidade 6ptica (OD) e a concentracdo
de NGF. A proteina total foi avaliada pelo método de Lowry (1951), utilizando albumina de

soro bovino como padrao.

Anadlise Estatistica
Os resultados sao apresentados como médias + desvio padrdo. Todos os ensaios foram

realizados em duplicata, e a média foi usada para andlise estatistica. Os testes para
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determinacdo da normalidade e igualdade de varidncias foram realizados para verificar se
nossos testes estatisticos paramétricos eram qualificados. Os dados foram distribuidos
normalmente (Shapiro-Wilk, p> 0,05) com varidncias iguais entre as amostras (teste de
variagdes iguais, p> 0,05). Assim, o teste t de Student foi utilizado para a comparagao de duas
médias. A One-way andlise de varidncia (ANOVA), seguido de Tukey HSD Post-Hoc Tests
foi utilizado para a comparacdo de trés médias. As diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p<0,05. Todas as andlises foram realizadas em um
computador IBM-PC compativel, utilizando o Statistical Package for Social Sciences

Software (Armonk, Nova York, EUA).

Resultados

No presente estudo, nés investigamos o efeito da administracdo aguda de um pool
AACR no cérebro de ratos durante o seu desenvolvimento, utilizando um modelo
quimicamente induzido. As andlises realizadas pelo método de ELISA demonstraram que os
niveis da proteina NGF no hipocampo foram reduzidos em 56% e 51% apds a administragdo
aguda de AACR em ratos de 10 e 30 dias de idade, respectivamente. No entanto nenhuma
diferenca foi observada nos niveis de NGF no estriado ou cortex cerebral, quando comparado
com ao grupo controle (Figuras 1 e 2).

N6s também analisados os efeitos da administracdo cronica do pool de AACR sobre
os niveis da proteina NGF no hipocampo, estriado e cortex cerebral. Os niveis de NGF no
hipocampo foram significativamente reduzidos, quando comparados ao grupo controle. No
entanto, os niveis de NGF nao foram afetados no estriado e cortex cerebral. Além disso,
considerando que o estresse oxidativo estd envolvido na fisiopatologia da DXB, nds

investigamos o efeito do tratamento com ATX sobre os niveis de NGF. Os nossos resultados
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demonstram que o tratamento com ATX foi capaz de prevenir o efeito que a administracdo

cronica do pool AACR teve sobre os niveis de NGF (Figura 3).

Discussao

Pacientes com DXB mostram extensos danos no cérebro, incluindo edema cerebral,
atrofia dos hemisférios cerebrais, degeneracdo da substancia branca e mielinizagdo tardia
(Chuang e Shih 2001; Snyderman et al. 1964; Schonberger et al. 2004). Recentemente, foi
relatado que os AACR, e particularmente os o-cetodcidos de cadeia ramificada, induzem
alteracdes no metabolismo energético (Howell e Lee 1963; Land et al. 1976; Danner e Elsas
1989; Pilla et al. 2003; Sgaravatti et al. 2003; Ribeiro et al. 2008) e estresse oxidativo
(Fontella et al. 2002; Bridi et al. 2003, 2005; Mescka et al. 2011), bem como causam
mudangas significativas nos niveis de varios neurotransmissores, tais como o glutamato,
aspartato e dcido y-aminobutirico (Zielke et al. 1996, 1997; Tavares et al. 2000). Além disso,
tem sido demonstrado que os metabdlitos acumulados na DXB induzem a morte celular
neuronal, o que contribui para a destruicdo neuronal (Jouvet et al. 2000a). Entretanto, muitas
questdes permanecem sem resposta sobre a patogénese da disfuncdo cerebral na DXB.

Neste estudo, foi demonstrado que a exposi¢do aguda aos AACR durante o periodo
p6s-natal precoce (10° dia pds-nascimento) diminui os niveis de NGF no hipocampo de ratos.
Estes estudos concentraram-se na primeira semana pds-natal do cérebro de rato, equivalente
ao desenvolvimento mental ao terceiro trimestre do cérebro fetal humano (Reinis e Goldman
1980). Similarmente, a exposi¢ao aguda (30° dia pés-nascimento) e cronica (7° - 27° dia pds-
nascimento) aos AACR diminuiu os niveis de NFG no hipocampo, quando comparado ao
grupo controle. Muitas observacdes demonstram que a supressdo genética de NGF esta

associada com déficits tanto na aquisi¢do quanto na reten¢ao de memoria espacial (De Rosa et
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al. 2005; Pirondi et al. 2007; Terry et al. 2011). Além disso, o bloqueio de NGF endégeno por
infusdo de anti-NGF reduz a perfusdo de LTP no hipocampo e prejudica a retencdo da
memoria (Conner et al. 2009; Zou et al. 2002) e a administragao intranasal de NGF impedi o
déficit de memoria de reconhecimento (De Rosa et al. 2005). Essas séries de evidéncias
proporcionam a ligacdo intrinseca entre NGF enddgeno e memoria dependente do hipocampo.
Assim, niveis anormais de neurotrofinas poderiam induzir efeitos negativos a longo prazo.
Em estudos prévios de nosso laboratério demonstraram que a administracao de AACR causou
um déficit na memoria de longa duragdo no teste de esquiva inibitéria (um tipo de ensaio
unico que motivou o condicionamento aversivo motivado) e no teste de esquiva inibitdria de
multiplos treinos (Scaini et al. 2012a). Outros estudos também demonstraram que uma tnica
injecdo intra-hipocampal de leucina em ratos adultos prejudica a memdoria de consolidagado e a
inducdo da LTP (Glaser et al. 2010) e a administragdo crdnica, por via subcutanea, de doses
elevadas de leucina em ratos jovens induz a déficits de aprendizagem/memoria verificadas no
teste de campo aberto e nos testes de esquiva inibitdria durante a idade adulta (Mello et al.
1999). Assim, € possivel que a alteracdo dos niveis de neurotrofinas durante a maturacdo
cerebral pode ter importancia crucial no desenvolvimento de efeitos neurotoxicos de AACR.
No SNC, o NGF tem agdes tréficas no sistema colinérgico, incluindo a expressao dos
marcadores colinérgicos. Por outro lado, o NGF € regulado pelo sistema colinérgico durante o
desenvolvimento (da Penha Berzaghi et al. 1993). Jiang e colaboradores (2007) mostraram
que o H;0; induziu um aumento da AChE em células apoptdticas por mecanismos que
requerem a producgdo de espécies reativas de oxigénio, e o fator neurotréfico NGF preveniu o
aumento da apoptose associada a AChE, mantendo a fosforilacdo de ATP. Scaini e
colaboradores (2012) demonstraram um aumento significativo da atividade da AChE no
cérebro apds a administracdo do pool de AACR, e a coadministracdo de N-acetilcisteina e

deferoxamina preveniu o aumento da AChE. Além disso, estudos tem demonstrado que a
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diminui¢do dos niveis de NGF ou do seu receptor TrkA no cérebro dos ratos resulta em
reminiscente degeneracao colinérgica da doenca de Alzheimer (Capsoni et al. 2000, 2010).
Embora o mecanismo exato pelo qual os AACR alteram a memoria em ratos é ainda
desconhecido, evidéncias da literatura mostram que o estresse oxidativo causa alteragcdes
seletivas nas cascatas de sinalizacdo ativadas por NGF, como a fosforilacao de ERK1 / 2
induzida por esses fatores de crescimento, sugerindo um mecanismo de acdo comum para que
o H,O, module negativamente a fosforilacio de CREB, independentemente do estimulo
aplicado, e este pode ser dependente de Ras (Zhang e Jope 1999; O'Loghlen et al. 2006). Um
sitio potencial da acdo inibitéria de H,O, foi identificado em um estudo recente que
demonstrou que as espécies reativas de oxigénio podem inibir a proteina quinase dependente
de AMPc (Dimon-Gadal et al. 1998). A ativacdo de CREB é um importante componente
molecular no processo de aprendizagem e memoria (Abel e Kandel 1998), e a fosforilacdo de
CREB em Ser133 ¢ um local regulador chave (Sheng et al. 1991). Portanto, o efeito inibitério
do estresse oxidativo na fosforilagdo de CREB induzida por NGF pode contribuir para o
mecanismo fisiopatoldgico de perda de memoria em condi¢des associadas com o estresse
oxidativo, tais como o envelhecimento e a doenga de Alzheimer (Markesbery 1997). Neste
contexto, considerando que os metabdlitos acumulados na DXB induzem ao estresse
oxidativo (Fontella et al. 2002; Bridi et al. 2003, 2005; Mescka et al. 2011), também foi
investigado se a geracdo de radicais livres pode estar envolvida na diminui¢do dos niveis de
NGF ap6s a administragdo cronica do pool de AACR no hipocampo. Corroborando esta
hipétese, este protocolo de tratamento antioxidante previne a diminui¢@o nos niveis de NGF, e
este efeito positivo da terapia antioxidante poderia ser atribuido a troca do pool de
antioxidante, o qual evita a geracdo de radical hidroxila - com o DFX, um quelante de ferro -
e reducdo de ROS - com a a¢do de NAC (Ritter ef al. 2004; Damiani et al. 2007; Di-Pietro et

al. 2008).
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Em conclusdo, os resultados do presente trabalho fornecem evidéncias de que os
AACR podem estar envolvidos na regulacio do NGF no hipocampo de ratos em
desenvolvimento e adultos. Assim, € possivel que a alteracdo dos niveis de neurotrofina
durante a maturacdo cerebral pode ser de importancia crucial no desenvolvimento dos efeitos
neurotoxicos do AACR. Além disso, a diminui¢do dos niveis de NGF foi prevenida pela
coadministracdo de NAC e DFX. Neste contexto, os resultados do presente estudo reforcam
que o estresse oxidativo deve ser considerado um importante mecanismo fisiopatoldgico

subjacente ao dano cerebral observado na DXB.
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Figura 1: Efeito da administracio aguda de AACR sobre os niveis de NGF no
hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos de 10 dias de idade. Os dados sdo
expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * p

<0,05 (teste t de Student).
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Figura 2: Efeito da administracio aguda de AACR sobre os niveis de NGF no
hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos de 30 dias de idade. Os dados sao
expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * p

<0,05 (teste t de Student).
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Figura 3: Efeito da administracio cronica de AACR e aqueles tratados com
antioxidantes (/V-acetilcisteina e deferoxamina) sobre os niveis de NGF no hipocampo,
estriado e cortex cerebral de ratos durante o seu desenvolvimento. Os dados sio
expressos como média + desvio padrao para 5-6 animais por grupo. Diferente do controle, * p
<0,05; Diferente do DXB, # p <0,05 (teste de Tukey).



