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RESUMO

A doenca da urina do xarope do bordo (DXB) é uma desordem
metabolica hereditéria caracterizada predominantemente por disfungéo
neuroldgica. No entanto, a fisiopatologia dos danos cerebrais ainda €
pouco conhecida. O propdsito com o presente trabalho foi avaliar os
efeitos neuroquimicos e comportamentais da administracdo aguda e
crbnica de aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) em cérebro de
ratos Wistar, e se o tratamento com antioxidantes (N-acetilcisteina e
desferroxamina) pode ser eficaz como uma terapia adjuvante para o
tratamento da DXB. Os resultados demonstraram que a administracéo
aguda de AACR em ratos infantes e jovens ocasionou um aumento na
atividade da acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo, estriado e cortex
cerebral, sem alterar a expressao génica dessa enzima no cortex cerebral
e estriado, porém no hipocampo houve uma reducdo dos niveis de
mRNA. Ap6s a administracdo cronica resultados semelhantes foram
encontrados, e o tratamento com antioxidantes foi capaz de prevenir tais
alteracBes. Entretanto, uma diminuicdo significativa nos niveis de
mRNA foi observada no estriado, enquanto que no cértex cerebral
observou-se um aumento dos niveis de mRNA nos grupos DXB e DXB
suplementado com antioxidantes. Os niveis do fator de crescimento
neural (NGF) mostraram-se reduzidos no hipocampo ap6s administragdo
aguda e crénica de AACR, e o tratamento com antioxidante preveniu tal
efeito. A andlise da expressdo génica dessa proteina demonstrou uma
diminuicdo nos niveis de MRNA ap6s a administracdo aguda em ratos
infantes, enquanto que o tratamento com antioxidantes aumentou a
expressdo dessa proteina. Os resultados demonstraram que a exposicao
aguda aos AACR em ratos infantes induz um aumento nos niveis do
fator neurotréfico derivado do encéfalo total (BDNF-total) e pro-BDNF
no hipocampo e estriado, seguido por uma diminuicdo nos niveis
proteicos do ativador de plasminogénio tecidual (tPA). Nos ratos jovens,
observou-se um aumento dos niveis de pro-BDNF e BDNF-total, e uma
reducdo dos niveis de tPA apenas no estriado. Por outro lado, a
exposicdo prolongada aos AACR aumentou os niveis de BDNF-total,
sem alterar os niveis de pro-BDNF no hipocampo e c6rtex cerebral.
Adicionalmente, observou-se que a suplementagdo com antioxidantes
foi capaz de prevenir o aumento nos niveis de BDNF-total através de
uma down-regulagdo da expressdo génica do bdnf. Foi também avaliado
o efeito dos AACR sobre o comportamento cognitivo e depressivo, onde






ficou demonstrado que a administracdo aguda e cronica de AACR causa
déficit cognitivo e a exposicdo prolongada aos AACR levou a um
comportamento aneddnico, bem como um aumento no peso da glandula
adrenal e no tempo de imobilidade. Demonstrou-se também que o
tratamento com antioxidantes ou imipramina foi capaz de prevenir as
alteragcBes comportamentais observadas nesse estudo. Esses resultados
sugerem que 0s AACR causam um aumento na atividade da AChE e um
desequilibrio nos niveis de neurotrofinas, culminando em alteragdes
cognitivas importantes, bem como o comportamento depressivo. Além
disso, a suplementacdo com antioxidantes apresentou efeitos benéficos
em todos os parametros analisados, sugerindo que o estresse oxidativo
deve ser considerado um importante mecanismo fisiopatolégico
subjacente ao dano cerebral observado na DXB.

Palavras-chave: Doenca da urina do xarope do bordo; Aminoacidos de
cadeia ramificada; Acetilcolinesterase; Neurotrofinas; Déficit cognitivo;
Sintomas depressivos.






ABSTRACT

Maple syrup urine disease (MSUD) is an inherited metabolic disease
characterized predominantly by neurological dysfunction. However, the
pathophysiology of brain damage remains poorly understood. Thus, the
aim of this study was to evaluate neurochemical and behavioral effects
of acute and chronic administration of branched chain amino acids
(BCAA) in the Wistar rat brain, and the whether antioxidant (N-
acetylcysteine and deferoxamine) treatment can be effective with an
adjuvant therapy in the treatment of MSUD. The results demonstrated
that acute administration of BCAA to infants and young rats caused an
increase in acetylcholinesterase (AChE) activity in hippocampus,
striatum and cerebral cortex, without concomitant changes the gene
expression of this enzyme in the cerebral cortex and striatum. In the
hippocampus was showed a decreased ache gene expression. Similar
results were obtained after chronic administration, and antioxidant
treatment was able to prevent this change. Although significantly
decreased ache mRNA levels were observed in the striatum, and
increased mMRNA levels were detected in the cerebral cortex in the
MSUD and MSUD supplemented with antioxidants groups. The levels
of nerve growth factor (NGF) were reduced in the hippocampus
following acute and chronic BCAA administration, and antioxidant
treatment prevented this effect. Expression analysis of the ngf gene
demonstrated a decrease in the levels of ngf mRNA after acute BCAA
administration in infants rats, whereas that antioxidant treatment
increased gene expression. Furthermore, the results demonstrated that
acute exposure of infants rats to BCAA increased the levels of pro-
brain—derived neurotrophic factor (pro-BDNF) and total-BDNF in the
hippocampus and striatum, followed by a decrease in the protein levels
of tissue plasminogen activator (tPA). In young rats, increased levels of
pro-BDNF and total-BDNF, as well as decreased tPA levels, were
observed only in the striatum. However, prolonged exposure to BCAA
increased the levels of total-BDNF without altering the protein content
of pro-BDNF in the hippocampus and cerebral cortex. Additionally, it
was observed that supplementation with antioxidants prevented an
increase in total-BDNF levels through a down-regulation of bdnf gene
expression. The effect of BCAA administration on cognitive and
depressive behavior was also evaluated. The results showed that acute
and chronic BCAA administration caused cognitive impairment and






prolonged exposure to BCAA led to an anhedonia-like behavior, as well
as to increased adrenal gland weight and immobility time. Additionally,
supplementation with antioxidants and treatment with imipramine were
able to prevent the behavioral alterations observed in this study. These
results indicated that BCAA cause an increase in AChE activity and a
disrupting normal neurotrophin levels, leading to critical cognitive
alterations and depressive-like symptoms. Additionally,
supplementation with antioxidants showed beneficial effects on all of
the parameters analyzed, suggesting that oxidative stress should be
considered as an important pathophysiological mechanism of subjacent
tissue damage in patients with MSUD.

Keywords: Maple syrup urine disease; Branched chain amino acids;
Acetylcholinesterase; Neurotrophins; Cognitive impairment;
Depressive-like symptoms.
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performance liquid chromatography)

IMI — Imipramina

JNK — c-Jun N-terminal quinase (do inglés Jun N-terminal kinase)
LTM — Memdria de longa duracéo (do inglés long-term memory)

LTP — Potenciacéo a longo prazo (do inglés long-term potentiation)
MAPK — Quinase ativada por mitégeno (do inglés mitogen-ativated
protein kinase)

mBDNF - Fator neurotréfico derivado do encéfalo maduro (do inglés
mature brain-derived neurotrophic fator)

MRNA — RNA mensageiro (do inglés messenger RNA)

NAC — N-acetilcisteina

NADH - Nicotinamida adenina dinucle6tido reduzida (do inglés
nicotinamide adenine dinucleotide reduced)

NGF — Fator de crescimento neural (do inglés nerve growth fator)
NMDA — N-metil D-aspartato

NO — Oxido nitrico (do inglés nitric oxide)

NT3 — Neurotrofina 3 (do inglés neurotrophin-3)

NT4 — Neurotrofina 4(do inglés neurotrophin-4)

p75NTR — Receptor de neurotrofina p75 (do inglés p75 neurotrophin
receptor)

PAI-1 — Inibidor do ativador do plasminogénio do tipo 1 (do inglés
plasminogen activator inhibitor-1)

PBS — Tampdo fosfato-salina (do inglés phosphate buffered saline)
P1-3-Kinase — Fosfatidilinositol-3-quinase (do inglés posphoinositide 3-
kinase)

PKA — Proteina quinase dependente de cAMP (do inglés cCAMP
Dependent Protein Kinase)

PKC — Proteina quinase C (do inglés protein kinase C)

PLC-y — Fosfolipase C-C-y (do inglés phospholipase C — )

RT-PCR — Reacdo em cadeia da polimerase da transcriptase reversa (do
inglés reverse transcription polymerase chain reaction)

SDS-PAGE - Dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida (do inglés sodium
dodecyl sulphate polyacrilamide)

SH — Grupo tiol

SHIRPA - do inglés SmithKline / Harwell / ImperialCollege /
RoyalHospital / Phenotype Assessment






SNC - Sistema nervoso central

SNP — Sistema nervoso periférico

SPSS — Pacote estatistico para as ciéncias sociais (do ingles Statistical
Package for the Social Sciences)

siRNA — RNA de interferéncia (do inglés small interfering RNA)
STM — Memodria de curta duracéo (do inglés short-term memory)
SUS — Sistema Unico de Satide

tPA — Ativador do plasminogénio tecidual (do inglés

tissue plasminogen activator)

Trk — Receptor tirosina quinase (do inglés tyrosine kinase receptor)
TTBS — Tampéo tween-tris-salina
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I. INTRODUCAO
1 Erros Inatos do Metabolismo

Em 1908, Sir Archibald E. Garrod usou o termo Erros Inatos do
Metabolismo (EIM) para designar doengas como a alcaptondria, em que
os individuos afetados excretam grandes quantidades de &cido
homogentisico na urina. Garrod observou uma maior frequéncia desta
doenca em individuos de uma mesma familia e uma maior incidéncia de
consanguinidade entre os pais dos pacientes. Assim, baseando-se nas
leis de Mendel e no fato de que os pais dos individuos afetados nao
apresentavam a doenga, Garrod propds um modelo de heranca
autossdmica recessiva para este distdrbio. Através da observacdo de que
0 &cido homogentisico presente em excesso na urina dos pacientes era
um metabolito normal da degradacdo proteica, ele relacionou este
acimulo a um blogueio na rota do catabolismo da tirosina (Garrod,
1909).

Com o surgimento de novos distdrbios relacionados a alterag6es
genéticas e que envolviam o acimulo de outras substancias nos liquidos
bioldgicos dos pacientes, postulou-se que estas doencas resultavam da
sintese qualitativa ou quantitativamente anormal de uma proteina,
enzimatica ou ndo, pertencente ao metabolismo (Scriver et al., 2001).
Presumiu-se, entdo, que em consequéncia deste blogueio metabdlico
pode ocorrer 0 acumulo de precursores da reacdo catalisada pela enzima
envolvida, com a formacdo de rotas metabolicas alternativas e a
deficiéncia de produtos essenciais ao organismo (Bickel, 1987).

Os EIM sdo individualmente raros, porém sdo frequentes
quando analisados em conjunto, atingindo um em cada mil nascidos
vivos (Jimenez-Sanchez et al., 2001). Essas doencas correspondem a
cerca de 10% de todas as doencas genéticas e, atualmente, ja foram
descritos aproximadamente 500 distdrbios envolvendo defeitos na
sintese, degradacdo, transporte e armazenamento de moléculas no
organismo (Jimenez-Sanchez et al., 2001). A auséncia ou a deficiéncia
grave da atividade enzimatica leva a um bloqueio metabdlico com
acumulo de substratos e seus derivados. Dependendo da importancia da
rota afetada, este blogueio repercute de forma clinica variavel,
geralmente provocando sintomatologia grave, que na maioria das vezes
afeta o sistema nervoso central (SNC) (Scriver et al., 2001).
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2 Doenga da Urina do Xarope do Bordo
2.1 Histdrico

Em 1954, John Menkes e colaboradores descreveram quatro
casos de uma doenca cerebral degenerativa, caracterizada por edema
cerebral, convuls@es, espasticidade e sofrimento respiratorio, com inicio
na primeira semana de vida e morte dentro de trés meses. A
caracteristica mais proeminente foi o forte odor de aclcar queimado na
urina, semelhante ao do xarope do bordo. Fato esse que deu origem ao
nome, Doenca da Urina do Xarope do Bordo (DXB) (Menkes et al.,
1954). Em 1957, Westall e colaboradores observaram outro caso
semelhante e encontraram concentracfes elevadas dos aminoacidos de
cadeia ramificada (AACR). Cinco anos ap6s descrever a doenca, em
1959, Menkes relatou o alto nivel do &cido o-cetoisocapréico na urina
de criancas com DXB. Na década de 60 a deficiéncia do complexo
enzimatico responsavel pela descarboxilagdo dos a-cetoacidos de cadeia
ramificada foi identificada como causa bioquimica da DXB, através de
estudos enzimaticos em leucdcitos e fibroblastos de pacientes afetados
(Dancis et al., 1960). O primeiro tratamento proposto foi em 1964 por
Snyderman e colaboradores, 0s quais sugeriram uma dieta que consiste
na restricdo dos AACR.

2.2 Etiologia

A DXB é um distirbio de heranca autossémica recessiva
(Danner e Elsas, 1989; Nobukuni et al., 1991) causado pela deficiéncia
na atividade do complexo o-cetoacido desidrogenase de cadeia
ramificada (CDCCR), com uma incidéncia mundial estimada em
1:185.000 nascidos vivos (Chuang e Shih, 2001). Este bloqueio resulta
no acumulo dos AACR, leucina, isoleucina e valina e de seus
respectivos a-cetoacidos de cadeia ramificada, acido a-cetoisocaproico,
acido a-ceto-B-metilvalérico e &cido a-cetoisovalérico, bem como os
seus hidroxiécidos correspondentes, acido a-hidroxiisocaproéico, &cido
a-hidroxiisovalérico e 4&cido 2-hidroxi-3-metilvalérico (Figura 1)
(Meister, 1965; Chuang e Shih, 2001).
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Figura 1: Rota catabdlica dos aminoécidos de cadeia ramificada (AACR)
leucima, isoleucina e valina. As duas primeiras reagdes comuns sao catalisadas
pelas seguintes enzimas: transaminagdo reversivel pela aminotransferase dos
AACR (1) e a descarboxilacdo oxidativa dos cetodcidos de cadeia ramificada e
esterificacdo da coenzima A pelo complexo a-cetodcido desidrogenase (2). Em
destaque, demonstrando o bloqueio que ocorre na Doenca da Urina do Xarope
do Bordo (DXB), devido a deficiéncia do complexo a-cetoacido desidrogenase

de cadeia ramificada (Adaptado de Chuang e Shih, 2001).
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2.3 Metabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada

A leucina, isoleucina e valina s8o aminoAcidos essenciais
constituidos por quatro ou mais 4tomos de carbono com um grupamento
metila que ramifica a cadeia de carbonos na posicdo 3 ou 4. Estes
aminoacidos possuem uma rota catabdlica em comum, participando
como fonte alternativa de energia, constituida por quatro etapas
distintas. Apds a ingestdo, os AACR sdo metabolizados pelo mudsculo
esquelético como fonte alternativa de energia e também oxidados nos
rins, coragdo, tecido adiposo e cérebro, sendo que o principal destino
metabolico dos AACR €é a incorporacdo em proteinas corporais
(Schadewaldt e Wendel, 1997).

A via de catabolismo dos AACR tem inicio com o transporte
destes aminoacidos para dentro da célula através do sistema de
transporte L, localizado na membrana plasmatica. No interior das
células, os AACR, sofrem trés passos iniciais comuns na sua via
metabdlica. Primeiramente ocorre uma transaminacdo reversivel
catalisada pela aminotransferase de cadeia ramificada, a qual existe em
duas isoformas, sendo uma citosélica e a outra mitocondrial, produzindo
0s oa-cetoacidos de cadeia ramificada, acido o-cetoisocaproico a partir
de leucina, &cido o-ceto-p-metilvalérico a partir de isoleucina e acido o-
cetoisovalérico a partir de valina. Os a-cetodcidos de cadeia ramificada
sdo entdo translocados para dentro da mitocondria por um translocador
especifico, onde sofrem descarboxilagdo oxidativa irreversivel,
catalisada pelo CDCCR, produzindo o0s respectivos acil-CoAs
ramificados que sdo metabolizados por vias especificas. A leucina
apresenta como produtos finais a acetil-CoA e 0 acetoacetato, a valina é
convertida exclusivamente a succinil-CoA e a isoleucina produz acetil-
CoA e succinil-CoA. Os AACR séo, portanto, tanto cetogénicos, quanto
glicogénicos, servindo como precursores para a sintese de &cidos graxos
e do colesterol e tambhém servindo como substrato para a producéo de
energia via succinil-CoA e acetoacetato (Chuang e Shih, 2001).

2.3.1 Complexo desidrogenase dos a-cetoacidos de cadeia
ramificada

O CDCCR é um complexo multienzimatico localizado na
membrana mitocondrial interna das células de mamiferos (Yeaman,
1986; Chuang e Shih, 2001), envolvido da descarboxilagcdo dos AACR
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(leucina, valina e isoleucina) (Parella et al., 1994; Chuang e Shih, 2001).
A atividade deste complexo regula o fluxo dos AACR usados para a
obtencdo de energia, e é 0 passo irreversivel da via catabolica. O
complexo CDCCR é um membro do grupo de complexos de
desidrogenases de o-cetoacidos bastante conservados, possuindo trés
componentes cataliticos: uma o-cetoacido descarboxilase de cadeia
ramificada heterotetramérica (o.,p,), ou E1; uma dihidrolipoil trasacilase
(24 subunidades idénticas), ou E2; e uma di-hidrolipoamida
desidrogenase homodimérica, ou E3. Os componentes E1 e E2 sdo
especificos para CCDCR, enquanto a proteina E3 é também componente
dos complexos a-cetoglutarato e piruvato desidrogenase (Reed e
Hackert, 1990). Além disso, o complexo CCDDR de mamiferos
apresenta duas enzimas regulatdrias; uma quinase e uma fosfatase que
regulam a atividade do complexo através dos ciclos de fosforilagdo
(inativacdo)/desfoforilagdo (ativacdo) de dois residuos de serina da
subunidade Elo (Eisenstein et al., 1991; Peinemann e Danner, 1994).

O componente E1 catalisa uma descarboxilagdo dos o-
cetodcidos mediada pela tiamina pirofosfatase, reduzindo a molécula de
lipoil covalentemente ligada a E2. A molécula do lipoil reduzida e o
dominio lipoil servem como um brago mével para transferir o grupo acil
do componente E1 para a CoA, aumentando a quantidade de acil-CoA.
Finalmente, o componente E3, que é fortemente ligado ao FAD, reoxida
0 residuo de di-hidrolipoil do componente E2 tendo o NAD® como
Ultimo aceptor de elétrons (Reed e Hackert, 1990; Treacy et al., 1992;
Peinemann e Danner, 1994; Chuang e Shih, 2001). O resultado final da
reacdo da desidrogenase dos AACR é a produgdo de acil-CoA de cadeia
ramificada, diéxido de carbono (CO,) e NADH na proporcdo de 1:1:1
(Danner et al., 1979).

2.4 Aspectos genéticos

O CDCCR humano é codificado por seis locus genéticos (Ela,
E1B, E2, E3, CDCCR quinase ¢ CDCCR fosfatase). Com base na
subunidade afetada do CDCCR humano, a DXB é classificada em
quatro grupos moleculares (Chuang e Shih, 2001; Chuang et al., 2008),
estes incluem tipo Ia para as mutagdes no gene BCKDHA (subunidade
Ela); tipo Ip para as mutagdes encontradas no gene BCKDHB
(subunidade E1), tipo II para mutagdes no gene DBT (subunidade E2) e
tipo Il para mutagfes no gene DLD (subunidade E3) (Fisher et al.,
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1991; Nellis e Danner, 2001; Rodrigez-Pombo et al., 2006; Quental et
al., 2008). Atualmente, mais de 166 mutacdes em trés subunidades
cataliticas que causam a DXB ja foram descritas: 50 mutacgdes do tipo
Ia, 53 do tipo I3, 49 do tipo II e 14 no tipo III (Chuang et al., 2008).

2.5 ManifestacGes Clinicas

As manifestacdes clinicas da DXB sdo variaveis e dependem da
atividade enzimatica residual, a qual serd responsavel por diferentes
fenotipos clinicos, sendo eles classificados em forma cléssica,
intermediéria, intermitente, responsiva a tiamina e deficiéncia de
lipoamida desidrogenase E3 (Tabela 1) (Dancis, 1972; Chuang e Shih,
2001).

Tabela 1. Classificagdo dos fen6tipos da DXB baseada nas manifestagdes
clinicas e na atividade da enzima CDCCR.

- - . ~ - Atividade
Fenotipo clinico Manifestacdes clinicas A
enzimatica
Letargia, recusa alimentar,
Classica alteracdes neuroldgicas
¢ g 0-2%

progressivas, cetose, hipoglicemia,
convulsbes e coma

Intermediario Atraso no desenvolvimento e/ou 0-30%
convulsdes e cetoacidose

Episodios de ataxia / cetoacidose

> . - 5-20%
precipitado por infec¢des

Intermitente

Respon§|vo a Similar a forma intermediaria 2-40%
tiamina
Sem sintomas neonatais, hipotonia,
Deficiéncia de E3 acidose latica, atraso no 0-25%
desenvolvimento

Fonte: Adaptado de Chuang e Shih, 2001.
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A forma neonatal classica € a mais comum e a mais grave da
doenga, representa aproximadamente 80% dos casos de DXB e os
recém-nascidos afetados apresentam apenas 0-2% da atividade normal
do CDCCR, podendo resultar em uma concentracdo de leucina superior
a 2000 pmol/L. O periodo assintomatico pode variar de um dia a duas
semanas, dependendo do grau da deficiéncia do CDCCR e da
quantidade de proteina ingerida. As manifestagcdes clinicas iniciais sdo
succdo debil, letargia, perda de peso e odor adocicado que lembra o odor
do xarope do bordo presente na urina ou no cerdmen, iniciando
geralmente nos primeiros dias de vida. Se ndo tratados, o quadro clinico
pode evoluir para edema cerebral, opistétono, convulsdes, hipotonia,
irritabilidade, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e disfungao
neuroldgica em suas diferentes formas de expressdo. Além disso, pode
ser observada a presenca de edema generalizado e
hipomielinizagdo/desmielinizaggo no  SNC  desses  pacientes,
principalmente durante as crises de descompensacdo metabdlica
(Chuang e Shih, 2001; Schonberger et al., 2004).

Na forma intermediaria, os pacientes geralmente néo
manifestam sintomas no periodo neonatal, mas podem ter o odor de
xarope do bordo presente na urina e no cerumem e niveis elevados dos
aminodcidos. Além disso, podem apresentar distdrbios alimentares e de
crescimento, e atraso do desenvolvimento durante a infancia, ou
apresentar um quadro de retardo mental progressivo e inespecifico
(Chuang e Shih, 2001). Tais pacientes apresentam um diagnéstico mais
tardio, entre cinco meses e sete anos de idade, e 0-30% da atividade
normal do CDCCR. No entanto, 0s pacientes sao vulneraveis as mesmas
sequelas agudas ou cronicas dos pacientes com a forma classica,
incluindo a descompensacdo metabdlica que pode levar ao 6bito.

Na forma intermitente da doenca, os pacientes apresentam 5-
20% da atividade normal do CDCCR e os sintomas surgem mais tarde.
Da mesma maneira que a forma intermediéaria, nesta forma o diagndstico
é tardio, uma vez que os niveis aumentados de AACR estdo presentes
apenas nas crises agudas, ocorrendo quando o paciente apresenta atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor e/ou crises metabdlicas agudas,
normalmente precipitadas por um quadro infeccioso ou devido a
sobrecarga proteica na dieta (Chuang e Shih, 2001; Wendel e Baulny,
2006).

A forma responsiva a tiamina é similar a forma intermediaria,
0s pacientes apresentam 2-40% da atividade normal do CDCCR, e
consequentemente ndo apresentam sintomas no periodo neonatal, mas
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na vida adulta podem apresentar um curso semelhante a forma
intermediaria. O diferencial se da pelo fato de que os pacientes possuem
melhora do quadro clinico e dos exames laboratoriais quando
submetidos ao teste terapéutico com tiamina (Chuang et al., 2004).

Na forma por deficiéncia da subunidade E3, os sintomas podem
surgir no periodo neonatal ou mais tarde, associados a acidose latica
grave (Chuang e Shih, 2001). A subunidade E3 do CDCCR também ¢é
componente dos complexos a-cetoglutarato e piruvato desidrogenase.
Portanto, este tipo de DXB apresenta fenotipos clinico e bioquimico
distintos, caracterizados por elevagdes plasmaticas de lactato, piruvato e
alanina (Chuang e Shih, 2001; Strauss et al., 2006a).

2.6 Diagndstico e Tratamento

A DXB pode ser identificada em um teste de triagem neonatal
(Teste do Pezinho), fornecendo um resultado semi-quantitativo quando
realizada por cromatografia de aminoacidos, ou quantitativo quando
realizado por espectrometria de massa em Tandem (Tandem MS/MS).
No entanto, no Brasil, o Teste do Pezinho fornecido pelo Sistema Unico
de Saude (SUS) ndo contempla a DXB, sendo este fornecido apenas por
laboratérios privados (Souza et al., 2002).

O diagndstico da DXB é fundamentalmente laboratorial e
geralmente é realizado em trés situacdes: paciente com teste de triagem
positivo para DXB, pacientes com sintomas sugestivos de DXB ou
pacientes com histdria familiar positiva para DXB (Chuang e Shih,
2001; Strauss et al., 2006a).

A identificacdo de concentragdes plasmaticas e urinarias
elevadas de leucina, isoleucina e valina é feita por cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), autoanalisador de aminoacidos ou por
espectrometria de massa em Tandem. No entanto, o perfil normal destes
aminoacidos ndo pode excluir o diagnostico da forma intermitente que
geralmente é diagnosticada durante a descompensacdo aguda. Os
cetoacidos de cadeia ramificada a-ceto-isocaproico, a-ceto-isovalérico e
a-ceto-3-metilvalérico podem ser detectados pela analise de &cidos
organicos na urina através da cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa (CG-MS) (Chuang e Shih, 2001; Chuang et al.,
2006). Além disso, outras analises podem ser realizadas, como a
avaliacdo da atividade enzimatica CDCCR em linfécitos, fibroblastos da
pele ou bidpsia de figado, no entanto estes exames ndo séo realizados
rotineiramente (Schadewalt et al., 2001; Strauss et al., 2006a).
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As concentracdes plasmaticas normais dos AACR, depois de 2
a 3 horas de ingestéo de proteina, sdo: leucina entre 80-200 umol/L (1,0-
2,6 mg/dl), isoleucina 40-90 umol/L (0,5-1,2 mg/dl) e valina 200-425
umol/L (2,3-5,0 mg/dl) (Wendel e Baulny, 2006). Entretanto, em
pacientes com DXB ndo tratados, a leucina, principal metabdlito
acumulado na doenca, pode atingir niveis plasmaticos de até 5 mM,
enguanto a isoleucina e a valina atingem 1 mM (Zielke et al., 1996).

Essencialmente, o tratamento da DXB visa restaurar a
homeostase do metabolismo intermediario e evitar a descompensagio
metabolica através da manutencdo da sintese de proteina normal e
prevencao de catabolismo proteico, da prevencdo de desequilibrios ou
deficiéncias de aminodcidos e intermediarios metabolicos, da atenuagéo
da disfuncdo celular, da restauragdo da homeostase energética e da
promocao de anabolismo.

Do ponto de vista clinico, existem dois tipos de tratamento: o
tratamento da fase aguda (durante crises de descompensacdo
metabolica) e o tratamento da fase de manutencdo. Na fase aguda o
tratamento é baseado em trés pontos: rapida reducdo das concentracGes
dos niveis de AACR, suporte nutricional e inducdo do anabolismo
através do aporte de proteinas hidrolisadas isentas de AACR. Caso
necessario podem ser utilizadas outras estratégias, tais como dialise
peritonial, hemodialise, hemofiltracdo (Calvo et al., 2000; Strauss et al.,
2006a). Na fase de manutengdo preconiza-se como tratamento uma dieta
pobre em proteinas, com baixo contetddo de AACR e suplementada com
uma férmula semissintética que consiste em um complemento alimentar
isento de AACR que contém uma mistura de outros aminoacidos,
carboidratos, vitaminas minerais e oligoelementos (Strauss et al.,
2006a). Recentemente, as formulas para pacientes com DXB foram
enriquecidas com aminoacidos essenciais (por exemplo, triptofano,
tirosina, fenilalanina, metionina e treonina) que competem com 0S
AACR pelo transportador de aminoécidos neutros no cérebro, visando
diminuir o aporte de AACR para cérebro, uma vez que estes competem
pelo mesmo transportador (Strauss et al., 2010). Esse tratamento visa
diminuir o acUimulo de metab6litos tdxicos, principalmente do
aminoacido leucina e seu respectivo o-cetodcido, minimizando seus
efeitos deletérios ao SNC. Desta forma, o objetivo do tratamento é
manter os niveis plasmaticos de leucina o mais proximo possivel dos
valores de referéncia, que se encontram entre 77 e 153 pmol/L (Lepage
et al., 1997) ou, preferencialmente, entre 100 e 300 umol que sdo limites
aceitaveis no sentido de evitar danos (Morton et al., 2002). Contudo, a
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disfuncdo neuroldgica pode ser observada em muitos pacientes, uma vez
gue o desenvolvimento mental estd relacionado a idade de inicio da
terapia (que deve ser o mais precoce possivel), & duracdo dos periodos
de descompensacdo metabdlica e, ainda, ao estrito cumprimento da dieta
em longo prazo (Chuang e Shih, 2001; Morton et al., 2002; Strauss et
al., 2010).

Outra opgdo terapéutica proposta recentemente é o transplante
hepatico, no entanto a experiéncia relacionada a esta pratica é muito
limitada. A possibilidade de passar de uma dieta restrita para uma dieta
livre é contrastada com os problemas cirtrgicos, bem como os riscos de
imunossupressao (Strauss et al., 2006b; Mazariegos et al., 2012).

2.7 Achados neuropatoldgicos e comportamentais

Na maioria dos pacientes com DXB observa-se encefalopatia
com edema cerebral generalizado podendo haver também a formacéo de
edema intenso localizado envolvendo o tronco cerebral dorsal, os
pedunculos cerebrais e a capsula interna (Riviello et al., 1991; Treacy et
al., 1992). Estudos relatam também a ocorréncia de hipodensidade
difusa no globo palido e talamo afetando a substancia branca destas
regides, o que é um indicativo de hipomielinizacdo (Treacy et al., 1992).
A fase aguda do edema também é seguida por alargamento do sulco
sobre os lobos frontais e das fissuras inter-hemisférica e silviana,
indicando atrofia cerebral (Rudiger et al., 1972). Paralelamente a
deficiéncia de mielina, observa-se reducdo de oligodendrécitos (Kamei
et al.,, 1992). Estudos demonstram alteracGes expressivas no cerebelo
com panecrose da camada de células granulares com prevencdo das
células de Purkinje. Nos nucleos da base e substancia negra observou-se
perda neuronal consideravel (Kiil e Rokkones, 1964; Chuang e Shih,
2001). Recentemente, achados radiol6gicos apontam sinais aumentados
em neuroimagens (T2) compativeis com modificacbes no contetido
aquoso na substancia branca caracteristico da desmielinizacdo. Klee e
colaboradores (2013) demonstraram sinais de anormalidades na
substancia branca e anisotropia fracionada reduzida em adolescentes e
jovens adultos com controle dietético, indicando uma reducdo na
quantidade de feixes de fibras em oito regides distintas cerebrais
(matéria branca dos hemisférios cerebrais, membro dorsal da cépsula
interna, tronco cerebral e cerebelo). As areas mais afetadas séo
mesencéfalo, tronco cerebral, talamo e o globo palido (Schonberger et
al., 2004). No entanto, h& relatos que também descrevem o
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envolvimento seletivo dos nlcleos de nervos cranianos, cerebelo,
nicleos vermelhos, ndcleos dentados, fornix, esplénio, corpo caloso,
cortex cerebral, ganglios basais e o trato piramidal da medula espinhal
(Chuang e Shih, 2001; Jan et al., 2003; Zuccoli et al., 2010).

Alteragbes comportamentais também s&o atribuidas ao acimulo
de AACR e seus respectivos o-cetodcidos. Walsh e Scott (2010)
demonstraram alteracfes no perfil neurocognitivo de uma paciente com
diagndstico de DXB, onde foi observado nessa paciente um déficit no
raciocinio ndo-verbal e visual-espacial, além disso, foram observadas
alteracGes adicionais, como déficit de atencdo e no controle motor fino e
prejuizo das funcBes executivas. Mello e colaboradores (1999),
utilizando um modelo crénico de injecdes de leucina, observaram déficit
comportamental de longa duracdo em ratos submetidos a duas tarefas
diferentes de aprendizado (habituacdo ao campo aberto e esquiva ativa
de duas vias), sugerindo que a leucina e seu a-cetodcido causam
alteracBes em processos associados com a aprendizagem. Coitinho e
colaboradores (2001) demonstraram que animais submetidos &
administragdo intraestriatal de o-cetodcidos de cadeia ramificada
apresentam comportamento convulsivante. Foi também demonstrado
que a administracdo intrahipocampal de o-cetoacidos de cadeia
ramificada provoca déficit cognitivo em tarefas aversivas e ndo
aversivas (Vasques et al., 2005). Nesse contexto, foi recentemente
demonstrado que uma Unica administracdo intrahipocampal de leucina
em ratos adultos prejudica a consolidacdo da memdria, e causa
comprometimento na formagdo da potencializacdo de longa duragdo
(LTP) (Glaser et al., 2010).

Além das alteracdes neurocognitivas, estudos tém demonstrado
que pacientes com DXB na idade adulta apresentam um elevada taxa de
distdrbios neuropsiquiatricos, como o transtorno de déficit de atencéo,
depressdo e ansiedade (le Roux et al., 2006; Strauss et al., 2006a,
Walterfang et al., 2013). Muelly e colaboradores (2013) demonstraram
que as deficiéncias neuroquimicas previamente demonstradas em
pacientes com DXB e em modelos animais podem persistir no estado
crénico, embora em menor grau, e cumulativamente, contribuir para a
morbidade neuropsiquiatrica.

2.8 Fisiopatologia do dano neurolégico

Embora estejam elucidados os varios fendtipos clinicos da
DXB, a fisiopatologia dos sintomas neurolégicos e dos danos cerebrais
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dos pacientes com esta doenca ainda é pouco conhecida. Tashian, em
1961, demonstrou que 0 a-cetoisocaproico, a-cetoisovalérico e a
leucina inibem competitivamente a atividade da enzima glutamato
descarboxilase em homogeneizados de cérebro de ratos. Os
hidroxiacidos, a-hidroxiisocapréico e a-hidroxiisovalérico, também
apresentam tal efeito, porém em menor grau. Além disso, foi
demonstrado que na presenca de um excesso de o-cetoisocapréico, o
contetdo de glutamato em cultura de astrdcitos diminui cerca de 50%,
aumentando sua velocidade de oxidagdo. O mecanismo proposto foi a
transferéncia do grupo amino do glutamato para o a-cetoisocapréico
levando a formacgéo de leucina e a-cetoglutarato que é oxidado no ciclo
de Krebs (Yudkoff et al., 1993, Huang et al., 1996; Zielke et al., 1997).
Além de aumentar a velocidade de oxidacdo de glutamato, niveis
elevados de o-cetoisocaproico também aumentam a oxidacdo da
glutamina (Zielke et al., 1996) e inibem a sintese da glutamina em
cultura de astrdcitos (Yudkoff et al., 1994). Estudos apontam para uma
diminuicédo da captacdo de glutamato por vesiculas sinapticas no cérebro
de ratos jovens. Nestes modelos foi demonstrado que os a-cetoacidos de
cadeia ramificada e AACR inibem a captacdo de glutamato em
concentracBes similares a de pacientes em descompensagdo metabolica,
sendo sugerido inclusive um mecanismo de inibicdo competitiva entre
estes metabdlitos (Reis et al., 2000; Tavares et al., 2000). Foi também
demonstrada uma perda marcante no nimero de receptores pos-
sinapticos GABAA em um modelo animal de DXB em bovinos (Dodd et
al., 1992).

Segundo Gibson e Blass (1976), o a-cetoisocaprdico € o mais
toxico dos cetoacidos. Ele inibe o consumo de oxigénio no cérebro de
cobaias e provoca deficiéncia na formacdo de mielina no cerebelo de
ratos. Alguns estudos demonstraram que a elevacao sérica de leucina e
a-cetoisocaproico no espacgo extracelular altera a concentragcdo no SNC
dos aminoacidos transportados pelo transportador dos aminoécidos
neutros de cadeia longa (sistema L) que incluem a metionina, valina,
isoleucina, triptofano, tirosina, fenilalanina e glutamima (Aradjo et al.,
2001), afetando assim a biossintese de alguns neurotransmissores
cerebrais como as catecolaminas e a serotonina (Huang et al., 1996;
Zielke et al., 1997; Wajner e Vargas, 1999; Wajner et al., 2000; Araujo
et al.,, 2001; Zinnanti et al., 2009). Neste contexto, Yuwiler e Geller
(1965) demonstraram que o excesso de leucina na dieta provoca redugédo
de serotonina cerebral.
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Jouvet e colaboradores descreveram efeitos deletérios dos a-
cetoacidos de cadeia ramificada e dos AACR sobre a viabilidade celular
de fibroblastos cultivados da pele de um paciente com DXB. Pela
proposicdo dos autores, a apoptose foi ativada pela presenca de niveis
elevados de a-cetoacidos de cadeia ramificada e AACR semelhantes aos
encontrados nos pacientes (Jouvet et al., 2000a; Jouvet et al., 2000b).
Funchal e colaboradores (2004a) demonstraram, em cultura de
astrdcitos, que os o-cetoacidos de cadeia ramificada levam a morte
celular em concentragdes comparaveis as observadas em individuos
afetados e que estdo no estado de descompensacdo metabolica.
Demonstraram ainda que os a-cetodcidos de cadeia ramificada alteram a
fosforilagdo de proteinas do citoesqueleto celular, levando a
reorganizacdo da actina, da GFAP (proteina acida fibrilar glial) e do
citoesqueleto (Funchal et al., 2002; Pessoa-Pureur et al., 2002; Funchal
et al., 2004b), bem como observaram que as células gliais tratadas com
estes metabolitos apresentam morfologia distinta das células controles,
distinguindo-se da caracteristica poligonal e apresentando uma
distribuicéo fusiforme (Funchal et al., 2004a).

Além disso, estudos tem demonstrado que os metabdlitos
acumulados na DXB podem comprometer a homeostase mitocondrial.
Gibson e Blass (1976) demonstraram que a-cetodcidos inibem a
oxidacdo da glicose e a sintese de acetilcolina, lipidios, proteinas e
acidos nucléicos em fatias de cérebro de ratos, inibem a enzima 4cido
graxo sintetase, a oxidacdo do piruvato, o transporte mitocondrial de
piruvato, a atividade do complexo piruvato desidrogenase e a atividade
da enzima a-cetoglutarato desidrogenase em cérebro de ratos. Os
aminoacidos valina e isoleucina, por sua vez, inibem alostericamente a
enzima piruvato quinase. Panten e colaboradores (1972) propuseram que
a leucina seria a responsavel pela hipoglicemia apresentada pelos
pacientes com DXB, ja que uma das propriedades da leucina é estimular
a secrecdo de insulina.

Estudos in vitro apontam para um efeito inibitdrio dos o-
cetoacidos de cadeia ramificada sobre a producédo de CO; e a atividade
do complexo I-I1l da cadeia respiratdria (Sgaravatti et al., 2003). Nesse
mesmo modelo, foi demonstrado que os AACR, mas ndo 0s a-
cetoacidos de cadeia ramificada, reduzem a atividade da creatina
guinase em homogeneizados de cérebro (Pilla et al., 2003). Ribeiro e
colaboradores (2008) demonstraram que os AACR produziram um
efeito inibitorio in vitro sobre a producdo de CO,, bem como sobre a
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cadeia respiratoria, inibindo os complexos IlI-IlI, Il e IV. Outros
resultados in vitro indicaram que a-cetoisocaprdico atua como
desacoplador da fosforilacdo oxidativa e como um inibidor metabdlico,
possivelmente através do seu efeito inibitério sobre a atividade da a-
cetoglutarato desidrogenase, enquanto a leucina atua como um inibidor
metabolico (Amaral et al., 2010).

Evidéncias crescentes demonstram que o estresse oxidativo esta
envolvido na fisiopatologia da DXB. Barschak e colaboradores (2006)
demonstraram que pacientes com DXB apresentam um aumento nos
niveis de peroxidacdo lipidica, enquanto que as concentracdes de
triptofano e metionina estdo significativamente reduzidas. Recentemente
foi demonstrado que pacientes com DXB, com uma dieta restrita de
AACR apresentam um aumento significativo de no teor de
malondialdeido e de carbonilas no plasma, quando comparado com
pacientes controles. Além disso, 0s pacientes submetidos a
suplementacdo de L-carnitina apresentaram uma acentuada reducdo no
teor de malondialdeido em relagdo aos controles, reduzindo a
peroxidacdo lipidica (Mescka et al., 2013). Estudos em animais
demonstraram que os AACR (isoleucina, leucina e valina) e seus
respectivos a-cetodcidos estimulam a peroxidacgéo lipidica em cérebro
de ratos jovens (Fontella et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que
estes compostos, principalmente a leucina e o 4cido a-cetoisocapraico,
reduzem a capacidade do cérebro em modular o dano associado ao
aumento na producdo de radicais livres e que a peroxidacdo lipidica
estimulada pela leucina pode ser atenuada por antioxidantes como
vitaminas C e E, glutationa reduzida (GSH) e superdéxido dismutase
(Bridi et al.,, 2003; Bridi et al., 2005a; Bridi et al., 2005b).
Recentemente, Mescka e colaboradores (2011) demonstraram que
animais submetidos a um modelo quimicamente induzido de DXB
apresentaram um aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica, dano a
proteinas e diminuicdo da atividade da catalase e glutationa peroxidase
(GPx), alteracdes que foram evitadas pela administracdo de L-carnitina.

3 Fatores Neurotroéficos

A familia das neurotrofinas é composta por fatores regulatérios
gue medeiam a diferenciacdo e a sobrevivéncia de neur6nios e modulam
a transmissdo e plasticidade sinaptica (Bibel e Barde, 2000). Fatores
neurotroficos endogenos foram descritos tradicionalmente como sendo
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capazes de aumentar a sobrevivéncia celular por prover o suporte tréfico
necessario para 0s neurdnios; no entanto, 0 seu conjunto de agdes
também inclui a inibicdo da morte celular programada (Shaltiel et al.,
2007) e o envolvimento com os processos cognitivos (Rybakowski et
al.,, 2006). Assim, devido a esses fatores serem essenciais para
funcionamento e sobrevivéncia neuronal, supde-se que a viabilidade
neuronal pode ser afetada pela redugdo persistente dessas neurotrofinas
no SNC (Du et al., 2003).

As neurotrofinas sdo primeiramente sintetizadas como pro-
neurotrofinas no reticulo endoplasmaético rugoso e clivadas no complexo
de Golgi pela furina ou nos granulos secretores pelas pré-proteinas
convertases, adquirindo entdo sua forma madura de neurotrofinas. Em
geral, elas sdo armazenadas no complexo de Golgi e entdo transportadas
para o terminal axénico pré-sinaptico ou dendritos pds-sinapticos para
secrecdo local, que pode ocorrer espontaneamente (permissiva,
constitutiva) ou em resposta a um estimulo (instrutiva, regulada) (Seidah
etal., 1996; Lim et al., 2003).

A familia de fatores de crescimento neural consiste do fator de
crescimento neural (NGF), fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4 (NT-4). As formas
maduras das neurotrofinas se ligam aos seus receptores especificos de
tirosina-quinase (Trk), promovendo a sua dimerizacdo e ativagdo. O
NGF liga-se em alta afinidade ao Trk-A, 0 BDNF e o NT-4 ligam-se ao
Trk-B e o NT-3 liga-se ao Trk-C (Lim et al., 2003; Schechter et al.,
2005). Ja as pré-neurotrofinas apresentam afinidade ao receptor p75™'~,
ativando cascatas apoptoéticas (Lu et al., 2005) (Figura 2). Além disso, o
receptor p75™'" também pode ser visto como modulador, podendo
alterar a especificidade da ligagdo dos receptores Trk, embora eles ndo
tenham capacidade de ligacdo entre si (Benedetti et al., 1993; Bibel et
al., 1999).

Através das neurotrofinas, as cascatas de Ras, Rap-1, MAPK
(cinase ativada por mitégeno), PI-3-kinase (fosfatidilinositol-3-cinase) e
PLC-y (fosfolipase C-C-vy) sdo ativadas. Estas vias de sinalizacdo estdo
envolvidas ndo apenas nos mecanismos patoldgicos, mas também na
modulacdo da plasticidade fisiolégica, como por exemplo, a melhora
nos processos de memaria em roedores devido a ativacdo da MAPK
pelo NGF (Walz et al., 2000).
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Figura 2: Esquema representativo das neurotrofinas e de seus receptores
especificos. As neurotrofinas ligam-se seletivamente a receptores especificos de
Trk promovendo a sua dimerizagdo e ativagdo de varias vias de transdugdo de
sinal. O NGF liga-se em alta afinidade ao Trk-A, o BDNF e o NT-4 ligam-se ao
Trk-B e o NT-3 liga-se ao Trk-C, ao passo que todas as pro-neurotrofinas se
ligam ao receptor p75""" ativando cascatas de morte celular. Interacdes entre
Trk e receptores p75 podem alterar a especificidade da ligagdo dos receptores
Trk, aumento a sua afinidade. Trk = receptor tirosina quinase; NGF = Fator de
crescimento neural; BDNF = fator neurotréfico derivado do encéfalo; NT-3 =
neurotrofina 3; NT4 = Neurotrofina 4 (Adaptado Chao, 2003).
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No inicio da década de 50, Rita Levi-Montalcini descobriu e
caracterizou o NGF, como um fator difusivel, promotor de
sobrevivéncia e crescimentos de neuritos provenientes de neurdnios
simpaticos e sensitivos (Hamburger e Levi-Montalcini, 1949; Levi-
Montalcini e Hamburger, 1951). Essa neurotrofina desempenha um
papel essencial no desenvolvimento, diferenciacdo, manutencdo e
sobrevivéncia de neurdnios simpaticos e sensitivos derivados da crista
neural (Levi-Montalcini e Angeleti, 1968; Thoenen e Barde, 1980;
Halegoua et al., 1991). Além disso, 0 NGF esta implicado em processos
de plasticidade, ndo sendo identificada atividade para sobrevivéncia
neuronal a ndo ser para neurdnios colinérgicos (Rush et al., 1997;
Mendell, 2001). A expressdo e afinidade de ligacdo aos receptores, bem
como a duracéo e intensidade dos eventos celulares desencadeados pela
sua ativacdo conferem especificidade da atuacdo do NGF sobre células
efetuadoras ou neurénios (Lee et al., 2001; Patapoutian e Reichardt,
2001; Chao, 2003). O NGF também pode estar envolvido com a
apoptose de neurdnios simpaticos e sensitivos (Scully e Otten, 1995).
Em um estudo recente, por exemplo, foi mostrado que o NGF
desempenhou um papel protetor sobre a morte celular das células
ganglionares da retina (Lambiase et al., 2009). Também foi demonstrado
gue no SNC saudavel as neurotrofinas regulam a plasticidade neuronal,
provocando mudancas adaptativas na morfologia neuronal adulta
(McAllister, 2000; Conner et al., 2009; Ohira e Hayashi, 2009),
modulando as propriedades funcionais através de mecanismos pré-
sinapticos e pds-sindpticos, e iniciando respostas sinapticas rapidas
(Kafitz et al., 1999; Elmariah et al., 2005).

Quase trinta anos ap0s a identificagdo do NGF, foi isolado em
1982 por Barde e colaboradores, em neur6nios de porcos, um homélogo
do NGF, denominado BDNF (Barde et al., 1982), sendo considerado a
principal neurotrofina do cérebro e descrito como a neurotrofina mais
abundante no SNC, produzido principalmente pela glia e pelos nicleos
neuronais, apresentando grande expressdo no hipocampo, neocortex,
amigdala e cerebelo (Shimizu et al., 2003). Essa neurotrofina parece
induzir efeitos neurotréficos e neuroprotetores de longo prazo (Murer et
al., 2001). O BDNF também tem um papel na plasticidade sinaptica e na
liberacdo de neurotransmissores, facilitando a liberacdo de glutamato,
acido gama-aminobutirico (GABA), dopamina e serotonina (Tyler et al.,
2002; Yoshii e Constantine-Paton, 2010). Ja foi demonstrado que o
estresse crénico diminui os niveis de BDNF no SNC de ratos, e a sua
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expressdo é aumentada em diferentes regides cerebrais ap6s tratamento
crénico com farmacos antidepressivos e estabilizadores de humor
(Hashimoto e Shimizu, 2004; Frey et al., 2006; Carreno e Frazer, 2014;
Réus et al., 2014). Tarefas de aprendizado estdo associadas com um
aumento dos niveis de mRNA de BDNF em ratos (Yamada e
Nabeshima, 2003) e ha indicios que o0 BDNF tem um papel importante
na LTP (Minichiello, 2009). Além disso, a associa¢do positiva entre 0s
niveis séricos de BDNF e um teste de fluéncia verbal em humanos foi
demonstrada, sugerindo, mais uma vez, a importancia do BDNF em
processos neurocognitivos (Dias et al., 2009).

Alteracdes na expressdo ou no funcionamento dessas moléculas
podem levar ndo somente a uma disfungdo no desenvolvimento neural,
mas também a déficits de migracdo, a desconexdes, a alteragdo na
plasticidade cerebral e a anormalidades estruturais. Tais consideragdes
conduzem a hipdtese de que os fatores neurotréficos estejam envolvidos
na fisiopatologia da DXB, j& que 0s pacientes apresentam degeneracdo
aguda e/ou cronica de estruturas cerebrais (Chuang e Shih, 2001;
Schonberger et al., 2004). Além disso, Nitta e colaboradores (2004)
relataram que a leucina-isoleucina (Leu-lle), um dipeptido hidrofébico,
induz a sintese de BDNF no estriado e em cultura de neurdnios
mesencefalicos. Por outro lado, o BDNF regula a expressdo de mRNA
da aminotransferase de AACR citosdlica (enzima que catalisa a
transaminagdo de AACR com a-cetoglutarato, o que resulta na producéo
a-cetodcidos de cadeia ramificada no cérebro (Castellano et al., 2006).

4 Acetilcolinesterase

A acetilcolina foi o primeiro neurotransmissor a ser identificado
nas sinapses cerebrais (Van Der Zee e Luiten, 1999). Esta molécula é
amplamente distribuida no SNC e desempenha diversas fungdes, onde
estd relacionada a aspectos comportamentais, processos de
aprendizagem e memoria, além de atuar na organizacdo pelo cortex
cerebral no movimento voluntario (Pepeu, 1972). A acetilcolina é
sintetizada no neurbnio pré-sinaptico pela enzima colina-
acetiltransferase a partir do Acetil-CoA e da colina (Soreq e Seidman,
2001), e a etapa final da sua sintese ocorre no citoplasma onde a
acetilcolina é transportada para o interior de vesiculas pré-sinapticas
(Soreq e Seidman, 2001). Uma vez liberada na sinapse, a acetilcolina é
degradada pela enzima acetilcolinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7) em
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acetato e colina, sendo esta Ultima recaptada pelo neur6nio pré-sinaptico
(Sarter e Parikh, 2005).

A AChE é uma serina hidrolase, pertencente a familia o/f
hidrolase. O seu dominio catalitico é composto por uma triade serina-
histidina-glutamato, que estd localizada no fundo de uma estrutura
estreita que vai da superficie da proteina até o seu centro (Shafferman et
al., 1992; Zimmerman e Soreq, 2006). A AChE pode variar no aspecto
de sua estrutura em diferentes tecidos (Silman e Sussman, 2005), sendo
assim, existem as formas globulares (G1, G2 e G4) que estdo presente
principalmente no SNC, e as formas assimétricas (A4, A8 e A12) que
sdo encontradas principalmente no sistema nervoso periférico (SNP) e
musculo (Rakonczay et al., 2005).

A AChE é uma enzima que metaboliza, de forma especifica, a
acetilcolina. A rdpida destruicio da acetilcolina desativa o
neurotransmissor apos a sua ligacao ao receptor, de modo a impedir seu
acumulo nas sinapses e evitar a producdo de estimulos continuos por
interacdes repetitivas. Como resultado, a despolarizagdo produzida pela
ligacdo da acetilcolina ao seu receptor é finalizada com o objetivo de
restabelecer a estabilidade da membrana pos-sinaptica e a sua
permeabilidade por mecanismos de repolarizagdo (Soreq e Seidman,
2001) (Figura 3), estando assim associada ao desenvolvimento cerebral,
aprendizagem, memoria e dano neuronal (Ballard et al., 2005; Metz e
Tracey, 2005; Zimmerman e Soreq, 2006).
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eurdnio pre-sinaptico

ChAT Acetil-CoA
ACh <— ,colin

+A  Ws(r.a5pd—>ca?*h
cAM P’ DAG ’—PPKC*
Neurdnio pés-sinaptico

oach (Im1 [H)m2 1AChE-S OvAChT

Figura 3: Representacdo esquematica de uma sinapse colinérgica. A
acetilcolina (ACh) é empacotada em vesiculas sinapticas através de um
transportador de ACh vesicular (vVAChT). Os potenciais de a¢do desencadeiam a
liberacdo de ACh para a fenda sinaptica, onde ela se ligar a receptores
muscarinicos e nicotinicos. Ap6s a despolarizacdo a ACh é hidrolisada na
fenda sinéptica pela acetilcolinesterase (AChE) em acetato e colina, sendo esta
Ultima recaptada pelo neurdnio pré-sinaptico através do transportador de colina
(Adaptado Soreq e Seiman, 2001).

Estudos tém descrito que o0s prejuizos de memoria,
aprendizagem e comportamento observados em pacientes com deméncia
sdo causados, pelo menos em parte, por mudangas na funcdo do sistema
colinérgico (Blokland, 1995; Fodale et al., 2006). Além de seu papel
classico na transmissdo colinérgica, a AChE tem um potente efeito na
adesdo celular (Jonhson e Moore, 1999), no crescimento dos neuritos
(Day e Greenfiel, 2002), na regulacdo estrutural da diferenciacédo pos-
sinaptica, na osteogénese e também foi proposto a atividade
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hematopoiética pela presenca desta enzima em células progenitoras do
sangue (Soreq e Seidman, 2001). A AChE também foi localizada e
identificada nos linfécitos onde provavelmente representa um papel
importante na regulacdo de fung¢bes imunes (Kawashima e Fujii, 2000).
Assim, uma alteracdo desta enzima pode ter consequéncias devastadoras
no cérebro e em outros érgaos (Mesulan et al., 2002).

5 Terapia Antioxidante

A N-Acetilcisteina (NAC) é um composto tiolico, rapidamente
absorvida quando administrada oralmente. Entretanto, o extensivo
metabolismo de primeira passagem realizado pelas células do intestino
delgado e do figado resulta na incorporacdo da NAC em cadeias
peptidicas proteicas e na formacdo de uma variedade de metabdlitos da
NAC, assim apenas uma pequena porcentagem de moléculas de NAC
intactas chega ao plasma e aos tecidos subsequentes (Dodd et al., 2008).
O grupo tiol (SH) é responsdvel por grande parte da atividade
metabolica da NAC, enquanto o grupo “amino acetil-substituido” torna
a molécula mais estavel contra a oxidacao.

Na prética clinica, a NAC é amplamente utilizada devido as
suas caracteristicas mucoliticas e detoxificantes no envenenamento com
paracetamol (Prescott et al., 1979; De Flora, 2001; Zafarullah et al.,
2003; Atkuri et al., 2007). Seu uso como mucolitico é justificado pela
capacidade de romper pontes dissulfeto presentes nas cadeias
mucoproteicas e, assim, diminuir a viscosidade das secre¢des. Na
intoxicacdo com paracetamol, a NAC age como fonte de cisteinas
necessarias a sintese da GSH (Atkuri et al., 2007). Entretanto, a a¢do
farmacolégica mais estudada da NAC reside na sua capacidade de elevar
rapidamente os niveis de GSH (Cetinkaya et al., 2005; Sadowska et al.,
2007).

A GSH ¢é um tripeptideo formado por acido glutadmico, glicina e
cisteina e desempenha um importante papel na manuten¢do do balango
redox intracelular (Haddad et al., 2000; Haddad e Harb, 2005). Sua
sintese a partir da cisteina proveniente do NAC envolve trés passos
enzimaticos ocorridos no citosol. O primeiro é catalisado pela enzima
glutamato-cisteina ligase e consiste na condensacdo do glutamato com a
L-cisteina. O segundo, € o passo limitante desta rota, e converte o
residuo de glutamato a y-glutamil em uma reacdo catalisada pela -
glutamil-cisteina. O terceiro passo é catalisado pela glutamil sintase e
converte o y-glutamil-cisteina no tripeptideio y-glutamil-cisteina-glicina,
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também conhecido como GSH (Haddad e Harb, 2005). Endogenamente
a GSH é utilizada pela enzima GPx para a conversdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) a agua, bem como, para reducdo de hidroperdxidos
lipidicos em seus alcoois correspondentes (Hayes e McLellan, 1999).

A maioria dos efeitos benéficos da NAC é sugerida como sendo
um resultado de sua habilidade tanto de reduzir cistina extracelular em
cisteina, quanto de ser uma fonte de grupos tidis. Como fonte de grupos
tidis, a NAC estimula a sintese de glutationa, aumenta a atividade da
glutationa-S-transferase, e atua nos radicais oxidantes reativos (De Vries
e De Flora, 1993). A NAC, além de ser um poderoso precursor de GSH,
também apresenta atividade antioxidante per se, por ser capaz de
sequestrar radicais hidroxil e superoxido (Aruoma et al., 1989;
Benrahmoune et al., 2000). Como consequéncia destas propriedades, ela
pode restaurar o status redox, modificado em algumas patologias e,
assim, modular a sinalizacdo intracelular (Zafarullah et al., 2003;
Sadowska et al., 2007).

A utilizacdo da NAC como agente antioxidante ou quelante,
entretanto, requer certos cuidados. Ritter e colaboradores (2004)
descreveram que o uso da NAC pode ter algumas limitagcBes e
apresentar efeitos pro-oxidantes, devido a facilidade com que interage
com o ferro. De fato, alguns estudos demonstraram que a terapia com
NAC, em animais expostos ao cloreto de mercurio (HgCl,), pode causar
danos renais, provavelmente devido a formacdo de complexos entre a
NAC e o HgCl, (Branddo et al., 2006). Neste contexto, estudos tem
sugerido que a associacdo de NAC com desferroxamina (DFX), um
quelante de ferro, tem demonstrado uma melhora na capacidade
antioxidante da NAC (Ritter et al., 2004), por prevenir ou reverter 0s
efeitos da producéo de radicais livres, impedindo a geracdo de radical
hidroxila através da reacdo de Fenton (Vulcano et al., 2000). Embora o
uso crbnico possivelmente pudesse aumentar a producdo das espécies
reativas de oxigénio pela reagdo de Fenton, o uso de DFX por um curto
periodo de tempo pode ser benéfico ao produzir um efeito sinérgico com
0 NAC (Ritter et al., 2004; Barichello et al., 2007; Di Pietro et al., 2008;
Cassol et al., 2010).
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6 Justificativa

Pacientes com DXB mostram extensos danos no cérebro,
apresentando um grau variavel de retardo mental e outros sintomas
neurol6gicos. Acredita-se que 0s possiveis mecanismos pelos quais 0s
AACR levam ao dano neuroldgico possa envolver a deficiéncia no
metabolismo  energético,  estresse  oxidativo, disfuncdo  de
neurotransmissores e ativacdo de vias de morte celular, ou,
possivelmente, um somatdrio desses fatores. Entretanto, até 0 momento
ndo se tem uma explicagdo completamente satisfatoria para explicar a
fisiopatologia do dano cerebral e das alteragbes comportamentais
apresentadas pelos pacientes com DXB. Neste contexto, o propdésito
com o presente trabalho foi aprofundar o conhecimento de mecanismos
fisiopatoldgicos do dano neuroldgico apresentado pelos pacientes com
DXB, através do modelo animal quimicamente induzido, especialmente
em relacdo a pardmetros neuroguimicos importantes para a fungédo
cerebral e que estdo relacionados aos mecanismos de memdria, bem
como avaliar o perfil cognitivo e o desenvolvimento de um
comportamento do tipo depressivo em ratos durante o0 seu
desenvolvimento (7-30 dias de vida, um periodo de grande proliferacéo
celular e sinaptogénese em diversas estruturas cerebrais). Além disso,
considerando os relatos de estudos anteriores indicando o envolvimento
do estresse oxidativo na fisiopatologia dos danos neuroldgicos
apresentados pelos pacientes com DXB, também foi investigada a
influéncia do tratamento com antioxidantes (NAC e DFX) sobre as
alteracBes causadas pelos AACR, a fim de avaliar se a administracéo de
antioxidantes seria capaz de proteger o cérebro contra os efeitos
deletérios dos AACR.
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Il. OBJETIVOS
7 Objetivos
7.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos neuroquimicos e comportamentais da
administragdo aguda e cronica de um pool de AACR (leucina, isoleucina
e valina) em cérebro de ratos durante o seu desenvolvimento, e a
implicacdo do tratamento antioxidante (NAC e DFX) e imipramina
como uma terapia adjuvante para o tratamento da DXB.

7.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos neuroquimicos da administracdo aguda e
crénica de um pool de AACR no hipocampo, estriado e cdrtex de ratos
durante o seu desenvolvimento e a implicacdo de NAC e DFX como
uma terapia adjuvante para o tratamento da DXB, através dos seguintes
pardmetros:

— Niveis de mRNA do gene ache e a atividade da AChE

— Niveis de mRNA do gene ngf e os niveis proteicos de
NGF

— Niveis de mRNA do gene bdnf, tPA e S100A10 e os
niveis proteicos de pro-BDNF, BDNF total, tPA e
S100A10

Avaliar os efeitos da administracdo aguda e crénica de um pool
de AACR sobre o comportamento cognitivo em ratos durante o seu
desenvolvimento e a implicacdo de NAC e DFX como uma terapia
adjuvante para o tratamento da DXB, através dos seguintes testes:

— Habituac¢do ao campo aberto

— Esquiva inibitdéria

— Esquiva inibitéria de maltiplos treinos
— Reconhecimento de objetos

— SHIRPA
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Avaliar o comportamento depressivo apés a administragdo
crénica de um pool de AACR em ratos durante o seu desenvolvimento e
a implicacdo de antioxidante (NAC e DFX) e imipramina como uma
terapia adjuvante para o tratamento da DXB, através dos seguintes
pardmetros:

Anedonia

— Nado forgado

Peso da glandula adrenal
Peso corporal
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1. METODOLOGIA
8 Desenho experimental

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as recomendaces internacionais para o cuidado e o uso de
animais de laboratorio, além das recomendacdes para 0 uso de animais
do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), lei Arouca
n° 11.794/2008. Este projeto foi executado ap6s aprovagdo pela
Comissdo de Etica para o Uso de Animais da Universidade do Extremo
Sul Catarinense, sob o protocolo nimero 60/2010.

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, infantes (7
e 10 dias de idade) e jovens (30 dias de idade) obtidos do biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais de 7 e 10 dias de
idade foram deixados com suas médes até o dia final do experimento, e
os ratos de 30 dias de idade foram desmamados aos 21 dias de vida.
Apbs o desmame, 0s ratos foram colocados em caixas em grupos de
cinco, com ciclo claro - escuro de 12 horas (07:00 as 19:00) (Claro
7:00h) e comida e agua ad libitum, com ambiente mantido a temperatura
de 23 +1°C.

8.1 Modelo Quimicamente Induzido de DXB

Para o presente estudo foi utilizado um modelo quimicamente
induzido proposto por Bridi e colaboradores (2006) através da
administracdo subcutdnea de uma associacdo de AACR, contento
leucina (190 mmol/L), isoleucina (59 mmol/L) e valina (69 mmol/L). A
administragdo dos AACR induz um aumento significativo dos AACR
(leucina, isoleucina e valina) em ratos de 10 e 30 dias, em valores
semelhantes aos observados nos pacientes com DXB, bem como uma
diminuicdo concomitante nas concentragdes plasmaticas de metionina,
fenilalanina, tirosina, histidina, alanina, lisina, ornitina e triptofano.
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8.1.1 Administracdo do pool de aminoéacidos de cadeia ramificada

Para o desenvolvimento do estudo, os experimentos foram
divididos em trés protocolos experimentais, conforme descrito abaixo.

Protocolo 1: Administracdo aguda em ratos infantes (10 dias)
Grupo 1 — Controle (administracdo salina)
Grupo 2 — DXB (administracdo AACR)

Protocolo 2: Administragcdo aguda em ratos jovens (30 dias)
Grupo 1 — Controle (administracdo salina)
Grupo 2 — DXB (administracdo AACR)

Protocolo 3: Administragdo cronica (7° ao 27° dia de vida)
Grupo 1 — Controle (administracdo salina)
Grupo 2 — DXB (administracdo AACR)
Grupo 3 — DXB suplementado com NAC + DFX
Grupo 4 — DXB suplementado com Imipramina

8.1.2 Administracao aguda

Ratos infantes (10 dias) e jovens (30 dias) receberam trés
administragdes de um pool de AACR (15,8 ulL/g de peso corporal), com
intervalo de 1 hora entre as administracdes, por via subcutanea (grupo
teste). Os animais do grupo controle foram submetidos ao mesmo
protocolo, porém receberam solugdo salina 0,9% (Bridi et al., 2006)
(Esquema 1).

Ratos Wistar 10 e 30 dias

Oh 1h 2 hs 3 hs
\ 4 4 \ 4
AACR (15,8uL/g) AACR (15,8uL/g) AACR (15,8uL/g)

ou ou ou
Salina (0,9 %) Salina (0,9 %) Salina (0,9 %)

Testes Comportamentais

Anélises Neuroquimicas

Esquema 1: Protocolo agudo em animais de 10 e 30 dias de idade.



73

8.1.3 Administracéo cronica

Ratos infantes (7 dias) receberam duas administraces diarias
de um pool de AACR (15,8 uL/g de peso corporal), com intervalo de 12
horas entre as administracbes, por via subcutdnea, durante 21 dias
(grupo teste). Os animais do grupo controle foram submetidos ao
mesmo protocolo, porém receberam solugdo salina 0,9%. Apés a
primeira administragdo do pool de aminoacidos os animais foram
suplementados com administra¢do subcutanea de NAC (20 mg/kg) duas
vezes ao dia, com intervalos de 12 horas, e a administracdo subcutanea
de DFX (20 mg/kg) uma vez a cada dois dias (Di Pietro et al., 2008).
Para o experimento onde foi avaliado o comportamento depressivo, um
quarto grupo foi adicionado, sendo ele, DXB + Imipramina (10 mg/kg —
i.p.) uma vez ao dia (Tuon et al., 2007) (Esquema 2).

NAC (20 mg/kg) - 1212 horas s.c.
DFX (20 mg/kg) — 1 vez a cada dois dias s.c.
Imipramina (10 mg/kg)— 1 vez ac dia i.p.

7° 27° 28°
12 horas

AACR (15,8uL/g) ou Salina (0,9 %)
12/12horas s.c

Testes Comportamentais

Analises Neuroquimicas

Esquema 2: Protocolo crénico, os animais foram submetidos ao protocolo
experimental do 7° ao 27° dia de vida.

8.2 Avaliac¢Bes neuroquimicas
8.2.1 Preparacéo do tecido

Uma hora ap6s a Ultima administracdo (administracdo aguda) e
doze horas apés a Gltima administracdo (administracdo cronica) os ratos

foram eutanasiados por decapitacdo, o cérebro removido e o hipocampo,
estriado e cortex cerebral foram isolados.
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8.2.2 Niveis proteicos de BDNF e NGF

Os niveis proteicos de BDNF e NGF nos tecidos cerebrais
[homogeneizados em tampdo fosfato-salino (PBS, LaborClin, PR,
Brasil), com um coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA)] foram determinados através de kits comerciais de
ELISA (ensaio de imunoabsorcdo ligado a enzima) com anticorpos
monoclonais especificos para BDNF e NGF (Millipore, EUA e Canada).
Resumidamente, placas de microtitulacdo (96 pocos de fundo plano)
foram incubadas durante 12 horas com as amostras diluidas (1:2 em
diluente de amostra) e uma curva padrdo (variando 7,8 a 500 pg/mL de
BDNF e 15,6 a 1000 pg/mL de NGF). As placas foram entdo lavadas
quatro vezes com o tampéo de lavagem. Apos a lavagem, o anticorpo
monoclonal de rato anti-BDNF ou anti-NGF (diluido a 1:1000 em
diluente da amostra) foi adicionado a cada poc¢o e incubado durante 2
horas a temperatura ambiente. Ao término deste periodo, mais uma série
de lavagens 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. Apds, foi
adicionado uma solucdo de estreptavidina (enzima-substrato) e uma
solugdo de parada. A quantidade de BDNF e NGF foi determinada
através da medicdo da absorbancia a 450 nm. A curva padrdo
demonstrou uma relagdo direta entre a densidade Optica (DO) e a
concentracdo de BDNF e NGF. A proteina total foi avaliada pelo
método de Lowry (1951), utilizando albumina de soro bovino como
padréo.

8.2.3 Immunoblotting

As dosagens do pro-BDNF, tPA e S100A10 foram realizadas
por Immunoblotting. Inicialmente o cortex cerebral, hipocampo e
estriado foram homogeneizados mecanicamente em tampéao de amostra
(Tris 200 mM, EDTA 40 mM, SDS 4%, pH 6,8) e imediatamente
fervidas durante 5 min. Em seguida, a solucdo de diluicdo da amostra
(1:4 vol / vol, 40% de glicerol, Tris 50 mM e azul de bromofenol) e f3-
mercaptoetanol foram adicionados a cada amostra para uma
concentracdo final de 5%. As concentracbes de proteinas foram
analisadas pelo método de Lowry (1951), e utilizadas para normalizar a
quantidade de proteina. Para a eletroforese em gel monodimensional de
dodecil sulfato de sddio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema
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descontinuo usando gel 10-15% foram utilizadas 30 pg de proteinas. As
proteinas separadas foram, em seguida, transferidas para membranas de
nitrocelulose utilizando tampédo contendo Tris 20 mmol/L, glicina 150
mmol/L, metanol 20% (v/v) (pH 8,2) em uma unidade de transferéncia
Bio-Rad resfriada. A carga de proteina e a eficiéncia da transferéncia
foram verificadas com coloragdo Ponceau S. Apds, os sitios de proteinas
inespecificos foram bloqueados com tampédo Tween-Tris-Salina (TTBS:
Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, contendo NaCl 0.9% e Tween-20 0.1%)
contendo 5% de leite desnatado. Posteriormente, as membranas foram
incubadas durante a noite a 4°C com 0 anticorpo primario anti-pro-
BDNF (Abcam - ab72440), anti-tPA (Santa Cruz - sc5241) e anti-
S100A10 (Santa Cruz - sc50450). Apds a incubagdo, o anticorpo
primério foi removido e as membranas lavadas 4 vezes com TTBS
durante 15 minutos. Apés a lavagem, os anticorpos secundarios 1gG
conjugados com peroxidase (anti-rabbit e anti-goat - diluicdo 1:10000)
foram aplicados & membrana e uma incubacéo por 2 horas a temperatura
ambiente foi realizada, apos esse periodo as membranas foram lavadas
novamente. Finalmente, as bandas imunorreativas foram detectadas
utilizando-se kit de quimioluminescéncia SuperSignal West Pico
(Pierce) através de fotodocumentador (ChemiDoc™ XRS — Bio-Rad).
Apbs a exposicdo, a membrana foi submetida ao processo
de “stripping” e foi incubada com um anticorpo anti-B-actina. Apés a
lavagem, o anticorpo secundario conjugado com peroxidase (anti-mouse
- dilui¢do 1:10000) foi aplicado & membrana e uma incubagdo por 2
horas a temperatura ambiente foi realizada, posteriormente as
membranas foram lavadas novamente. Finalmente, as bandas
imunorreativas foram detectadas através de fotodocumentador
(ChemiDoc™  XRS -  Bio-Rad) utilizando-se kit  de
quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Pierce). A densitometria
das bandas foi avaliada utilizando-se o Software Image Lab. SeeBlue®
Plus2 Prestained Standard (Invitrogen) foi utilizado como um marcador
de peso molecular para certificar-se de que as bandas corretas de pro-
BDNF, tPA, S100A10 e p-actina foram analisadas.

8.2.4 Atividade da Acetilcolinesterase

A atividade desta enzima foi realizada de acordo com o método
descrito por Ellman e colaboradores (1961). A mistura de reagdo
(volume final 2 mL) continha tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH
7,5 e acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenz6ico) (DTNB) 1 mM,
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posteriormente a enzima (40-50 pg de proteina) foi pré-incubada
durante 3 minutos. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 0,8 mM de
iodeto de acetiltiocolina (AcSCh). Todas as amostras foram testadas em
duplicata ou triplicata, e a atividade enzimatica foi expressa em
micromoles AcSCh por hora por miligrama de proteina. A proteina total
foi avaliada pelo método de Lowry (1951), utilizando albumina de soro
bovino como padréo.

8.2.5 Expressdo génica analisada por PCR quantitativo em tempo
real (RT-qgPCR)

A andlise da expressdo génica foi realizada somente quando
uma alteracdo nos niveis proteicos do NGF, tPA e S100A10 foi
observada. O estriado, hipocampo e cdrtex cerebral foram dissecados
em condicOes estéreis, e 0 RNA foi extraido utilizando o reagente
Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A pureza e quantificagio do RNA foram
realizadas por espectrofotometria através da relagdo dos valores de
absorbéancia a 260 e 280 nm. Todas as amostras foram ajustadas para
uma concentracdo de 160 ng/uL e o cDNA de cada amostra foi
sintetizado utilizando o kit “ImProm-/[™ Reverse Transcription
System” (Promega) a partir de 1 ug de RNA total, seguindo as
instrucdes do fabricante. qPCR foi realizada utilizando SYBR® Green |
(Invitrogen) para detectar a sintese de cDNA de cadeia dupla. As
reaces foram realizadas num volume de 25 pL, utilizando 12,5 pL de
cDNA diluido (1:50 para Gapd, Hprtl, RIp13A, S100A10 e tPA e 1.5
para ngf), contendo uma concentragdo final de betaina 5M (Sigma -
Aldrich), SYBR® Green | (Invitrogen) 0,2 X, dNTP 100 pM, PCR
Buffer 1 X, MgCl, 3 mM, Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen)
0.25 U e 200 nM de cada iniciador direto e reverso (Tabela 2). As
condicBes dos ciclos de PCR foram as seguintes: uma etapa inicial de
ativacdo da polimerase durante 5 min a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos
a 95°C para desnaturagdo, 35 segundos a 60°C para recozimento e 15
segundos a 72°C para alongamento. Ao final do protocolo de ciclos uma
analise de fusdo da curva foi realizada, e a fluorescéncia foi medida 60 a
99°C. Niveis de expressao relativa foram determinados com 7500 Fast
Real-Time System Sequence Detection Software v.2.0.5 (Applied
Biosystems). A eficiéncia por amostra foi calculada usando o Software
LinRegPCR 11.0 (http://LinRegPCR.nl). A estabilidade dos genes
referéncias, HPRT1 e RIp13A (M - R) e 0 nimero timo de genes de
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referéncia de acordo com de acordo com o par de variagdo sabio (V)
foram analisados pelo software GeNorm 3.5  Software
(http://medgen.ugent.be/genorm/).  Os niveis de expressdo de RNA
relativos foram determinados utilizando o método 24"

Tabela 2. Sequéncias dos iniciadores para as experiéncias de RT-gPCR
incluidos no estudo

Enzimas Sequéncia de Primers (5°-3”) GenBank
number
Gand* F - TCACCACCATGGAGAAGGC
P R— GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA
F - GCAGACTTTGCTTTCCTTGG
Hprtl* R — CGAGAGGTCCTTTTCACCAG NM_012583
RoI13A* F - ACAAGAAAAAGCGGATGGTG
P R— TTCCGGTAATGGATCTTTGC
NGE** F - TAAGAGTACCCACAAAGTTT NM_ 001277055

R—-CCTGCTTTCTGACCAGTCTT

S100A10 F-ATGCTTACATTTCACAGGTTTGCAGG BC091565.1
ol R - GTGATAGAAAGCTCTGGAAGCCCAC '
F— TCTCCTTTCTTCTCTGACCGGCTG

R - CTGAGTCACCCTGGCACGCGTC NM_013151.2

tPAR**

* De acordo com Bonefeld et al., 2008
** De acordo com Yan et al., 2004
*** Desenhado pelos autores.

8.2.6 Expressdo génica analisada por PCR semi-quantitativo (RT-
PCR)

A analise da expressdo do gene da ache e do bdnf foi realizada
por reacdo em cadeia da polimerase da transcriptase reversa (RT-PCR)
semiquantitativa. O estriado, hipocampo e cortex cerebral foram
dissecados em condicgdes estéreis, e 0 RNA foi extraido utilizando o
reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) de acordo
com as instru¢bes do fabricante. A pureza e quantificagdo do RNA
foram realizadas por espectrofotometria através da relacdo dos valores
de absorbancia a 260 e 280 nm. Todas as amostras foram ajustadas para
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uma concentracdo de 160 ng/uL e o cDNA de cada amostra foi
sintetizado utilizando o kit “ImProm-II™ Reverse Transcription
System”” (Promega). As reacOes de PCR para os genes da ache, bdnf e g-
actina foram realizados com 0.1uM de primers (Tabela 3), dNTP 0.2
uM, MgCl, 2 mM e U Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen) 0.1
em um volume total de 25 uL para ache e bdnf, e 20 uL para g-actina.
Foram usadas as seguintes condi¢des para as reacdes de PCR: 1 min a
94 °C, 1 min para temperatura de recozimento (54°C para p-actina,
55°C para ache e 60°C para bdnf) e 1 min a 72°C durante 35 ciclos. A
pos-extensdo a 72°C foi realizada durante 10 min. Para cada conjunto de
reacOes de PCR, um controle negativo foi incluido. Os produtos de PCR
(ache: 785bp, bdnf: 393 bp, p-actina: 210 bp) foram analisados em gel
de agarose a 1,5%, contendo GelRed® (Biotium) e visualizados sob luz
ultravioleta. Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) foi utilizado como
marcador molecular e a normalizagdo foi realizada utilizando a B-actina
€Omo 0 gene constitutivo.

Tabela 3. Sequéncias dos iniciadores para as experiéncias de RT-PCR incluidos
no estudo

GenBank

Enzimas Sequéncia de Primers (5°-3”) number

F - GACTGCCTTTATCTTAATGTG

ache**
R - CGGCTGATGAGAGATTCATTG
bdnf** F - CCAGAAGGTTCGGCCCAACGAAG
R -TCCAGTGCC TTTTGTCTATGCCCCTG
p-actina* F - TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG

R—-TACTCCTGCTTCCTGATCCACAT

* De acordo com da Silva et al., 2008
** Desenhado pelos autores.
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8.3 Testes comportamentais

Uma hora ap6s a Gltima administracdo nos animais de 30 dias
de idade (administracdo aguda) e doze horas apds a Ultima
administragdo (administracdo cronica) os ratos foram submetidos aos
testes comportamentais.

8.3.1 SHIRPA

O SHIRPA (Smith Kline / Harwell / Imperial College / Royal
Hospital / Phenotype Assessment) foi concebido como uma bateria de
multiplos testes usados para estudos longitudinais com diretrizes e
materiais padronizados (Rogers et al., 1997). O quadro primario de
SHIRPA consiste em uma série de observacgdes, reflexos e funcdes
bésicas sensorio-motoras que fornece um perfil funcional e
comportamental pela observacdo avaliativa do desempenho individual.
O protocolo de SHIRPA foi usado para avaliar mudancas
comportamentais durante o curso da DXB nos animais. Para o propdésito
de andlise, os parametros individuais avaliados pelo SHIRPA foram
agrupados em cinco categorias funcionais (estado neuropsiquiatrico,
comportamento motor, fungdo autondmica, tonus e forca muscular,
reflexo e fungdo sensorial) de acordo com Lackner e colaboradores
(2006), determinando uma contagem global e cinco dominios de
contagem. O reflexo e dominio sensorial envolvem o posicionamento
visual, reflexo auricular, reflexo corneal, pressdo no dedo da pata, e
reflexo de endireitamento. O estado neuripsiquiatrico envolve atividade
espontanea, excitacdo de transferéncia, escape ao toque, passividade
posicional, medo, irritabilidade, mordida e vocalizagdo. O
comportamento motor envolve atividade locomotora, posicdo corporal,
tremores, maneira de andar, elevacdo pélvica, elevacdo da cauda,
ondulagdo do tronco, manobra do arame, agarramento dos membros, e
geotaxia negativa. Funcdo autondmica envolve ritmo respiratdrio,
fechamento da palpebra, irritacdo cutanea, cor da pele, ritmo cardiaco,
lacrimejacdo e salivagcdo. Envolve tonus muscular e forga, ténus
corporal, ténus dos 6rgaos, e tonus abdominal.
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8.3.2 Esquiva Inibitéria

O aparelho de esquiva inibitéria consiste em uma caixa de
acrilico na qual o piso é formado por barras paralelas de aco inoxidavel
(1 mm didmetro), com espacos entre as barras de 1 cm. Uma plataforma
com 7 cm de largura e, 2,5 cm de comprimento foi colocada junto a
parede esquerda do aparelho. Na sessdo de treino, os animais foram
colocados sobre a plataforma e com um dispositivo automatizado
mediu-se o tempo que o animal levou para descer com as quatro patas
da plataforma. Esse tempo é denominado laténcia (Quevedo et al., 1997,
Quevedo et al., 1999). Imediatamente apds descer da plataforma, o
animal recebeu um choque de 0,6 mA durante 1 segundo. Na sessdo de
teste, o animal foi novamente colocado na plataforma e mediu-se o
tempo que ele levou para descer (laténcia), porém ndo foi administrado
choque. A laténcia é um parametro classico de retencdo de memdria. Os
intervalos entre o treino e o teste foram de 1,5 horas para medir memoria
de curta duracdo (lzquierdo et al., 1997, lzquierdo et al., 1998;
Bevilaqua et al., 2003), e 24 horas para memoria de longa duracéo
(Izquierdo et al., 1997; Quevedo et al., 1997; lzquierdo et al., 1998;
Quevedo et al., 1999).

8.3.3 Esquiva Inibitéria de Treinos Continuos (CMIA)

Nesse teste usou-se também a esquiva inibitéria, no qual suas
caracteristicas ja foram descritas anteriormente. Na sessdo treino o
animal foi colocado na plataforma e imediatamente depois de pisar nas
barras de metal, recebeu um choque 0.3-mA, durante 2.0 segundos
sendo que este procedimento continuou até que o animal permanecesse
na plataforma por 50 segundos. Apds o animal permanecer na
plataforma por 50 segundos, os mesmos foram devolvidos & sua caixa
moradia (Barichello et al., 2005).

No mesmo dia 1 hora e 30 minutos apés o treino, o animal foi
recolocado na plataforma e o tempo de permanéncia do animal sobre a
plataforma foi contabilizado (tempo limite sobre a plataforma 180
segundos). O mesmo procedimento foi realizado 24 horas ap6s o
procedimento anterior.
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8.3.4 Habituagdo ao Campo Aberto (Open Field)

Foi realizado em uma caixa de 40 x 60 cm delimitado por 4
paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro
transparente. O piso do campo aberto é dividido em 12 quadrados iguais
marcados por linhas pretas. Na sessdo de treino, os animais foram
cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do
aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por 5 minutos.
Imediatamente apds, os animais voltaram para a caixa moradia. Vinte
quatro horas ap6s o treino, os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento do treino (sessdo teste). O numero de “crossings”
(frequéncia com que os ratos cruzaram uma das linhas com as quatro
patas) e de “rearings” (frequéncia com que os ratos ficam sobre as patas
traseiras) realizado em ambas as sessdes foi contado (Brown et al.,
1999). A diminui¢do do numero de “crossings” e “rearings” entre as
duas sessdes foi tomado como uma medida da retencdo de habituacdo
(Vianna et al., 2000).

8.3.5 Memoria de reconhecimento de objetos

Para a realizagdo deste teste, usou-se o Open Field, cuja
descricdo ja foi relatada anteriormente (Rosa et al., 2003; Schroder et
al.,, 2003). Todos os animais foram submetidos a uma sessdo de
habituacdo em que se permitiu explorar livremente o campo aberto
durante 5 minutos, sem a adicdo de nenhum objeto na caixa. O nimero
de cruzamentos das linhas pretas e levantamentos realizados durante
esta sessdo foram avaliados como atividade exploratéria e locomotora,
respectivamente. No segundo dia o animal foi recolocado no aparelho
com a presenca de dois objetos idénticos (objetos A e B) posicionados
em dois cantos adjacentes, 10 cm das paredes, e contou-se 0 tempo que
0 animal explorou cada objeto (A e B). No mesmo dia, 1 hora 30
minutos apds avaliou-se a memdria de curta duracdo, o animal explorou
novamente o ambiente na presenca do primeiro objeto familiar (objeto
A) e um novo objeto (objeto C), contou-se novamente o tempo total que
o0 animal explorou cada objeto. No dia seguinte (24 horas apés) avaliou-
se a memoria de longa duracdo onde o mesmo procedimento foi
realizado, trocando o objeto C pelo objeto D (diferente do objeto A) e
contou-se 0 tempo de exploracdo de cada objeto (Rosa et al., 2003;
Schroder et al., 2003). Um indice de reconhecimento foi calculado para
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cada animal como a razdo TB/(TA+TB) (TA = tempo gasto explorando
0 objeto A; TB = tempo gasto explorando o objeto novo B).

8.3.6 Teste de anedonia

O consumo de alimento doce foi mensurado em todos 0s grupos
para avaliar anedonia durante os 7 dias (Pds-Nascimento (PN) 21-28).
Para a realizacdo deste teste, usa-se 0 Open Field, cuja descricéo ja foi
relatada anteriormente. Dez Froot Loop(s) (Kellogg’s® - cereal de trigo,
milho e agUcar) foram colocados em uma das extremidades da caixa. Os
animais foram submetidos a cinco ensaios de 3 minutos, uma vez por
dia, durante 5 dias, para se familiarizar com os alimentos (PN 21-26).
Depois de habituados, os animais foram expostos a duas sessdes de teste
de 3 minutos cada, em que o nimero de Froot Loops® ingerido foi
medido (PN 27-28). Os resultados foram observados quando o animal
comeu 1, 1/2 ou 1/4 de Froot Loops®. Estas duas avaliacBes foram
feitas com os animais submetidos ao jejum (durante um periodo de 22h
antes do teste comportamental). No entanto, durante as sessfes de teste
(PN 27-28) os animais ndo estavam em jejum. Estas avaliacfes foram
feitas desde que a privacdo de alimento, o qual é usado em muitos testes
comportamentais como um estimulo motivador, pode também ser um
estressor agudo (Katz et al., 1981). A privacdo de comida eleva 0s niveis
séricos de cortisol e reduz a atividade dopaminérgica ap6s alimentacdo
(Pothos, 1995).

8.3.7 Nado forcado

Este teste foi realizado de acordo com os relatérios prévios
descritos por Porsolt e colaboradores (1977) e utilizado como modelo
para avaliar o comportamento depressivo. Resumidamente, o teste
envolve duas exposi¢oes a um tanque cilindrico de dgua em que o0s ratos
ndo podem tocar o fundo e do qual ndo podem escapar. O reservatorio é
feito de Plexiglas transparente, com 80 cm de altura e 30 cm de
diametro, e é preenchido com agua (22-23 °C) a uma profundidade de
40 cm. Para a primeira exposicdo, os ratos foram colocados na agua
durante 15 minutos (sessdo treino). Apds 24 horas, os ratos foram
colocados novamente na dgua para uma sessdo de 5 minutos (sessdo
teste). O tempo de imobilidade foi analisado na sessdo de teste.
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8.4 Peso corporal e da glandula adrenal

O peso corporal foi medido antes da administracdo do pool de
aminodcidos (dia 0) e 22 dias ap0s a primeira administracdo do pool de
amino&cidos (22 dias). No 22° dia, ap6s o consumo do alimento doce, 0s
ratos foram anestesiados com uma mistura de cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg) i.p. As glandulas adrenais foram removidas através
de laparotomia e pesadas em balanca analitica (Katz et al., 1981; Nestler
et al., 2002; Gamaro et al., 2003; Krishnan e Nestler, 2008). O peso da
glandula adrenal foi utilizado neste estudo como um parametro de
ativacdo indireta do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (Katz et al.,
1981).

8.5 Analise estatistica

Para as andlises neuroquimicas os resultados foram
apresentados como a média + desvio padrdo. Os testes para determinar a
normalidade e igualdade de variancia foram realizados para verificar se
os dados estavam qualificados para a realizagdo de testes estatisticos
paramétricos. Os dados foram distribuidos normalmente (Shapiro-Wilk,
p > 0,05) com varidncias iguais entre as amostras (teste de igualdade de
variancias, p > 0,05). Por isso, foi utilizado o teste t de Student para a
comparacao de duas médias. Para comparacdo de trés ou mais médias
foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido de Post
Hoc Tukey e as diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

Quando as variaveis que ndo seguiram uma distribuicdo normal
e sua variancia ndo preencheu o pressuposto da homocedasticidade, o0s
dados foram expressos como mediana e intervalos interquartil e foram
analisados por um teste ndo paramétrico (Mann—Whitney U), seguido
pelo teste de Wilcoxon e as diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as analises foram
realizadas em um computador compativel com IBM usando o software
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (Armonk, New York,
USA).
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IV. RESULTADOS

Efeitos da administracdo aguda e crbnica de AACR sobre a
atividade e os niveis de mMRNA da acetilcolinesterase (AChE)

Primeiro, analisou-se os efeitos da administracdo aguda e
cronica dos AACR sobre a atividade da AChE no cdrtex cerebral,
hipocampo e estriado em ratos de 10 e 30 dias de idade. Observou-se
que a administracdo aguda AACR aumentou a atividade da AChE no
cortex cerebral, hipocampo e estriado, quando comparados com o grupo
de controle, nos animais de 10 e 30 dias de idade (Figura 4 e 5).
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Figura 4: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) 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. *
p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).
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Figura 5: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE) no
hipocampo, estriado e cdrtex cerebral de ratos de 30 dias de idade. Os
dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais por grupo.
* p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).

O mesmo perfil foi observado apds a administracdo cronica de
AACR, observando-se um aumento da atividade da AChE em todas as
estruturas analisadas. Além disso, observou-se que a suplementacéo
com antioxidantes (NAC + DFX) foi capaz de prevenir o aumento da
atividade da AChE em todas as estruturas (Figura 6).
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Figura 6: Efeito da administracdo cronica de aminodcidos de cadeia
ramificada (AACR) e antioxidantes (ATX) sobre a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo, estriado e cortex cerebral de
ratos durante seu desenvolvimento. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo
controle. # comparado ao grupo DXB. (teste de Tukey).

Sabe-se que a regulagdo da atividade da AChE pode ser uma
consequéncia de controle de transcricdo e/ou modificagdes pos-
traducionais. Por esse motivo, os efeitos da administracdo aguda e
cronica de AACR sobre em niveis de mRNA do gene ache foram
avaliados no cérebro. A figura 7 demonstra que os niveis de mRNA do
gene da ache ndo foram alterados no estriado e no cortex cerebral apds a
administracdo aguda em ratos de 10 e 30 dias de idade (Figura 7A e 7B,
respectivamente). Entretanto, no hipocampo observou-se um diminuigéo
significativa nos niveis de mRNA, quando comparado ao grupo
controle, tanto nos animais de 10 dias de idade, quanto nos de 30 dias de
idade (Figura 7A e 7B, respectivamente).
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Figura 7: Expressdo de mRNA do gene da acetilcolinesterase (ache) apos a
administragdo aguda de aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) no
hipocampo, estriado e cértex cerebral de ratos com 10 (A) e 30 (B) dias de
idade. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrdo de 5-6 animais
por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle. (teste t de Student).

Por outro lado, ap6s a administracdo crénica observou-se uma
diminuicédo significativa nos niveis de mMRNA do gene da ache apenas
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no estriado, enquanto que no cortex cerebral observou-se um aumento
dos niveis de mRNA nos grupos DXB e DXB suplementado com
antioxidantes (Figura 8).
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Figura 8: Expressdo de mRNA do gene da acetilcolinesterase (ache) apos a
administragdo cronica de aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) e
antioxidantes (ATX) no hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos
durante seu desenvolvimento. Os dados sdo expressos como a média + desvio
padrdo de 5-6 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste
de Tukey).
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Efeitos da administragao aguda e cronica de AACR sobre os niveis
de mRNA do gene ngf e 0s niveis proteicos de NGF

No presente trabalho também foi investigado o efeito da
administracdo aguda de AACR sobre os niveis de mRNA e proteicos do
NGF em cérebro de ratos durante o seu desenvolvimento. As analises
realizadas pelo método de ELISA demonstraram que o0s niveis da
proteina NGF no hipocampo foram reduzidos apds a administracdo
aguda de AACR em ratos de 10 e 30 dias de idade. No entanto nenhuma
diferenca foi observada nos niveis de NGF no estriado ou cortex
cerebral, quando comparado com ao grupo controle (Figuras 9 e 10).
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Figura 9: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis proteicos do fator de crescimento
neural (NGF) no hipocampo, estriado e cértex cerebral de ratos de 10 dias
de idade. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais
por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).
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Figura 10: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis proteicos do fator de crescimento
neural (NGF) no hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos de 30 dias
de idade. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais
por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).

Os efeitos da administracdo cronica de AACR sobre os niveis
da proteina NGF no hipocampo, estriado e cortex cerebral também
foram avaliados. Os niveis de NGF no hipocampo foram
significativamente reduzidos, quando comparados ao grupo controle.
Enquanto que os niveis de NGF ndo foram afetados no estriado e cortex
cerebral. Além disso, observou-se que a suplementacdo com
antioxidante foi capaz de prevenir a diminuicdo dos niveis proteicos de
NGF no hipocampo, mantendo os niveis proximos aos valores do grupo
controle (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da administracdo crbonica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e antioxidantes (ATX) sobre os niveis proteicos do
fator de crescimento neural (NGF) no hipocampo, estriado e cortex
cerebral de ratos durante seu desenvolvimento. Os dados sdo expressos
como média + desvio padréo para 5-6 animais por grupo. * p <0,05 comparado
ao grupo controle. # p <0,05 comparado ao grupo DXB (teste de Tukey).

O préximo passo do estudo foi avaliar os niveis de mMRNA do
gene ngf no hipocampo apds a administracdo aguda e cronica de AACR.
Os resultados demonstraram que a administracdo aguda de AACR em
ratos de 10 dias de idade ocasionou uma diminuicdo significativa no
hipocampo, quando comparado com o grupo controle, sugerindo que
neste caso, a diminui¢do observada nos niveis proteicos de NGF pode
estar diretamente relacionada a expressdo reduzida de NGF (Figura
12A). Por outro lado, os niveis de mRNA do gene ngf ndo foram
alterados ap6s a administragdo aguda em animais com 30 dias de idade
(Figura 12B). Além disso, a administracdo cronica de AACR resultou
em uma tendéncia a reducdo dos niveis de mMRNA do gene do ngf no
hipocampo, embora ndo significativa. Enquanto que nos animais
submetidos a administracdo de AACR e antioxidantes foi observado um
aumento nos niveis de mMRNA, sugerindo que o aumento dos niveis
proteicos de NGF observado pode ser diretamente relacionado a maior
expressdo do gene ngf (Figura 12C).
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Figura 12: Expressdo de mRNA do gene do fator de crescimento neural
(ngf) apds a administracdo aguda de aminoacidos de cadeia ramificada
(AACR) em animais de 10 dias de idade (A), 30 dias de idaide (B) e a
administragdo cronica de AACR e antioxidantes (C) no hipocampo de ratos
durante seu desenvolvimento. Os dados sdo expressos como a média + desvio
padrdo de 5-6 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle.
(teste t de Student; teste de Tukey).
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Efeitos da administracdo aguda de AACR sobre os niveis de mRNA
do gene tPA e S100A10 e os niveis proteicos de pro-BDNF, BDNF,
tPA e S100A10

Inicialmente, foram analisados os efeitos da administracdo
aguda AACR sobre os niveis proteicos de BDNF total em ratos de 10 e
30 dias de idade. A administracdo aguda de AACR em animais de 10
dias de idade aumentou o0s niveis proteicos de BDNF total no
hipocampo e estriado, quando comparado ao grupo controle. Enquanto
que os niveis proteicos de BDNF total ndo foram afetados no cortex
cerebral (Figura 13).
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Figura 13: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis proteicos do fator neurotréfico
derivado do encéfalo (BDNF) no hipocampo, estriado e cOrtex cerebral de
ratos de 10 dias de idade. Os dados sdo expressos como média + desvio padréo
para 5-6 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de
Student).



94

Por outro lado, a administracdo aguda em ratos de 30 dias
aumentou os niveis proteicos de BDNF total apenas no estriado, quando
comparado ao grupo controle (Figuras 14).
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Figura 14: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis proteicos do fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BDNF) no hipocampo, estriado e cortex cerebral de
ratos de 30 dias de idade. Os dados sdo expressos como média + desvio padréo
para 5-6 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste t de
Student).

No entanto, o teste de ELISA ndo permite distinguir entre pro-
BDNF e BDNF maduro (mBDNF), uma vez que eles sdo igualmente
reconhecidos pelo anticorpo utilizado no teste de ELISA. Devido aos
potenciais efeitos contrastantes do pro-BDNF e do mBDNF, o préximo
passo deste estudo buscou avaliar os niveis do pro-BDNF no cérebro.
Os resultados demonstram que 0s niveis proteicos de pro-BDNF foram
aumentados no hipocampo e estriado ap6s a administracdo aguda de
AACR em ratos de 10 dias de idade (Figura 15A). Enquanto que em
ratos de 30 dias de idade foi observado um aumento nos niveis proteicos
de pro-BDNF apenas no estriado (Figura 15B).
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Figura 15: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis proteicos do pro-BDNF no hipocampo,
estriado e cortex cerebral de ratos com 10 (A) e 30 (B) dias de idade. A
Figura mostra bandas representativas de immunoblotting dos grupos. A razdo
entre a densidade dptica integrada (DOI) da proteina de interesse da p-actina foi
utilizada para a andlise estatistica. Os dados sdo expressos como a média +
desvio padrdo de 5-6 animais por grupo. * p <0,05 comparado com o grupo de
controle (teste t de Student).
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O préximo passo deste estudo foi avaliar os efeitos da
administracdo aguda de AACR sobre os niveis das proteinas
relacionadas a clivagem do BDNF, a S100A10 e o tPA. Os resultados
demonstraram que a administracdo aguda de AACR em animais de 10
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dias de idade diminui os niveis proteicos de tPA no hipocampo e
estriado, quando comparado ao grupo controle (Figura 16A). Além
disso, os niveis de tPA foram significativamente diminuidos no estriado
de ratos de 30 dias de idade ap6s a administracdo aguda de AACR,
guando comparado ao grupo controle (Figura 16B).
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Figura 16: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis proteicos de tPA no cérebro de ratos
com 10 dias de idade (A) e 30 dias de idade (B). A Figura mostra bandas
representativas de immunoblotting dos grupos. A razdo entre a densidade Optica
integrada (DOI) da proteina de interesse da B-actina foi utilizada para a
analise estatistica. Os dados sdo expressos como a média + desvio
padrdo de 5-6 animais por grupo. * p <0,05 comparado com o0 grupo de
controle (teste t de Student).
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Com relacdo aos niveis proteicos de S100A10, observou-se que
a administracdo aguda de AACR ndo alterou os niveis proteicos dessa
proteina no hipocampo e estriado de ratos de 10 dias de idade, bem
como nao alterou os niveis de S100A10 no estriado em ratos de 30 dias
de idade (Figura 17A e 17B).
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Figura 17: Efeito da administragdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis proteicos de S100A10 em cérebro de
ratos com 10 dias de idade (A) e 30 dias de idade (B). A Figura mostra
bandas representativas de immunoblotting dos grupos. A razdo entre a
densidade Optica integrada (DOI) da proteina de interesse da B-actina foi
utilizada para a anlise estatistica. Os dados sdo expressos como a média *
desvio padrdo de 5-6 animais por grupo (teste t de Student).
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Por fim, foram analisados os niveis de MRNA dos genes de tPA
e S100A10. A andlise em tempo real de RT-PCR nao revelou diferencas
significativas nos niveis de mMRNA de S100A10 e tPA no hipocampo e
estriado de ratos com 10 dias de idade, em comparagdo com o grupo de
controle (Figura 18A e 18B, respectivamente).
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Figura 18: Expressdo de mRNA do gene do S100A10 (A) e tPA (B) ap6s a
administracdo aguda de aminodcidos de cadeia ramificada (AACR) no
hipocampo e estriado de ratos com 10 dias de idade. Os dados sdo expressos
como a média + desvio padréo de 5-6 animais por grupo (teste t de Student).
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Além disso, os niveis de MRNA dos genes S100A10 e tPA nédo
foram afetados no estriado apds a administracdo aguda em ratos de 30
dias de idade, em comparagdo com o grupo controle (Figura 19A e 19B,
respectivamente).
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Figura 19: Expressdo de mRNA do gene do S100A10 (A) e tPA (B) ap6s a
administracdo aguda de aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) no
estriado de ratos com 30 dias de idade. Os dados sdo expressos como a média
+ desvio padrdo de 5-6 animais por grupo (teste t de Student).
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Efeitos da administracdo crénica de AACR sobre os niveis de
MRNA do gene bdnf e os niveis proteicos de pro-BDNF e BDNF

Em seguida, foram analisados os efeitos da administracdo
cronica de AACR sobre os niveis proteicos do BDNF e de seu precursor
pro-BDNF no hipocampo, estriado e cdrtex cerebral. Os niveis proteicos
de BDNF no hipocampo e cortex cerebral, no grupo DXB foram
significativamente mais elevados quando comparados com o grupo de
controle. No entanto, os niveis proteicos de BDNF ndo foram afetados
no estriado. Além disso, observou-se que a administracdo concomitante
de NAC mais DFX preveniu o aumento nos niveis proteicos de BDNF
ocasionado pelo AACR (Figura 20).
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Figura 20: Efeito da administracdo crdnica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e antioxidantes (ATX) sobre os niveis proteicos do
fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) no hipocampo, estriado e
cortex cerebral de ratos durante o seu desenvolvimento. Os dados sdo
expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. * p <0,05
comparado ao grupo controle. # p <0,05 comparado ao grupo DXB (teste de
Tukey).

Além disso, demonstrou-se que a administracdo cronica AACR
mostrou uma tendéncia para uma ligeira reducdo (10-30%) nos niveis
proteicos de pro-BDNF no hipocampo e cortex cerebral, no entanto ndo
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atingiu significancia. Além disso, no grupo DXB suplementado com
antioxidantes os niveis proteicos de pro-BDNF se aproximam aos
valores do grupo controle (Figura 21).
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Figura 21: Efeito da administracdo cronica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e antioxidantes (ATX) sobre os niveis proteicos de pro-
BDNF no hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos durante o seu
desenvolvimento. A Figura mostra bandas representativas de immunoblotting
dos grupos. A razdo entre a densidade Optica integrada (DOI) da proteina de
interesse da [B-actina foi utilizada para a anélise estatistica. Os dados sdo

expressos como a média + desvio padrdo de 5-6 animais por grupo (teste de
Tukey).

Os niveis de mMRNA do gene bdnf também foram avaliados.
Observou-se que apds a administracdo cronica de AACR no hipocampo,
estriado e cortex cerebral os niveis de mRNA do gene bdnf ndo foram
alterados, quando comparado ao grupo controle. No entanto, a expressdo
de mRNA do gene bdnf foi regulada negativamente no hipocampo do
animais do grupo DXB suplementado com antioxidantes (Figura 22).
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Figura 22: Expressdo de mRNA do gene do bdnf ap6s a administragéo
crénica de aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) e antioxidantes
(ATX) no hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos durante o seu
desenvolvimento. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrao de 5-
6 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste de Tukey).
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Efeitos da administracdo aguda e crbénica de AACR sobre a
memodria aversiva

Inicialmente, o presente estudo teve como objetivo investigar se
a administracdo aguda e cronica de AACR causa prejuizo
comportamental. A tabela 4 demonstra que ndo houve alteracdo
significativa no desempenho dos animais apds a administracdo aguda e
crénica de AACR em cinco categorias funcionais distintas: reflexo e
fungdo sensorial, estado neuropsiquiatrico, comportamento motor,
funcdo autbnoma, ténus muscular e forga.

Tabela 4. Comprometimento comportamental apds a administragdo aguda
e cronica de aminoacidos de cadeia ramificada (AACR), usando o
protocolo SHIRPA. Os dados estdo expressos como média £ SEM, n = 12
animais por grupo.

Administragde Aguda Administragido Crénica

Testes|Grupos Controle DXB Controle DXB DXB + ATX

Reflexo e fungdo sensorial 12,9 (0,1) 12.8 (0.2) 10.6 (0.65) 10.25 (0.83) 10.55 (0.37)
Estado neuropsiquiatrico 8,2 (0.48) 8.4 (0.18) 4.6 (0.41) 6.12 (0.61) 5.33 (047)
Comportamento motor 1150 (0.22) 118 (0.13) 1025 (0.31) 1087 (0.44) 1088 (0.20)
Fungdo auténoma 4.7 (0.15) 5(0) 45(0.32) 487 (0.39) 4.44 (0.24)

Ténus muscular e forga 6 (0 6 (0) 6.37 (0.46) 7.12 (0.61)  6.77 (0.32)
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Em seguida, foi investigado se a administracdo aguda e crénica
de AACR induziria mudancas na memdria aversiva. A figura 23 mostra
que ndo houve diferenca significativa no tempo de laténcia entre os
grupos durante o treinamento. No entanto, observou-se uma diferenca
estatisticamente significativa na meméria aversiva de curto e longo
prazo, quando comparado com o grupo controle. Além disso, observou-
se que nos animais submetidos a administragdo dos AACR ndo houve
diferenca significativa na memdria de curta duragdo, quando comparado
com o treino, sugerindo um déficit na memoria aversiva.
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Figura 23: Efeito da administracdo aguda aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre a memdria de curto (1,5 h apds o treino) e longo
prazo (24 h apds o treino) durante a tarefa de esquiva inibitéria. STM:
Meméria de curta duragdo. LTM: Memoria de longa duracdo. Os dados sdo
apresentados como mediana e intervalo interquartil, n = 12 animais por grupo. *
p <0,05 em comparagdo com o treino. # p <0,05 em compara¢do com o grupo
de controle (teste de Wilcoxon).

Posteriormente, observou-se que 0s animais submetidos a
administracdo aguda AACR apresentam um aumento significativo no
nimero de treinos requeridos para atingir o critério de aquisi¢do (50
segundos sobre a plataforma), quando comparado com o grupo de
controle (Figura 24). Os resultados desta tarefa sugerem que o0 grupo
DXB necessita de aproximadamente duas vezes mais estimulos para
atingir o critério de aquisicdo em compara¢do com 0 grupo controle,
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indicando dificuldade de aprendizagem. No teste de retencdo de
memoria, ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 24).
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Figura 24: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) na aquisi¢do (A) e retencdo (B) de meméria durante o
teste de esquiva inibitéria de multiplos treinos. Os dados do gréafico A sdo
apresentados com média + desvio padrdo (teste t de Student). Os dados do
grafico B sdo apresentados como mediana e intervalo interquartil, n = 12
animais por grupo. * p <0,05 quando comparado com o grupo de controle (teste
de Wilcoxon).
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Finalmente, investigou-se o efeito da administracdo crénica de
AACR e a influéncia da suplementacdo de antioxidantes sobre as
mudancas na aquisicdo e retencdo de memoria provocada pela
administragdo de AACR. Nossos resultados demonstraram que durante a
sessdo treino ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Na
sessdo de teste, observou-se um reducdo significativa no tempo de
laténcia, quando comparado com 0 grupo controle, e esta alteracdo foi
previnida pela suplementagao com antioxidantes (Figura 25).
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Figura 25: Efeito da administracdo crdonica de aminoécidos de cadeia
ramificada (AACR) e antioxidantes sobre a memdria de longo prazo (24 h
apos o treino) durante a tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sdo
apresentados como mediana e intervalo interquartil, n = 12 animais por grupo. *
p <0,05 em comparagdo com o treino. # p <0,05 em compara¢do com o0 grupo
de controle.

Além disso, observou-se que 0s animais submetidos a
administracdo cronica de AACR apresentaram maior nimero de treinos
para atingir o critério de aquisicdo, indicando um déficit de
aprendizagem, quando comparado como grupo controle, e a
suplementacdo com antioxidante foi capaz de manter o ndmero de
treinos similares ao grupo controle, mostrando que o tratamento foi
capaz de prevenir o déficit de aprendizagem (Figura 26A). Por outro
lado, no teste de retengdo ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (Figura 26B).
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Figura 26: Efeito da administracdo crdonica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e antioxidantes na aquisi¢do (A) e retencdo (B) de
memdria durante o teste de esquiva inibitéria de mdultiplos treinos. Os
dados do grafico A sdo apresentados com média + desvio padrdo (teste de
Tukey). Os dados do grafico B sdo apresentados como mediana e intervalo
interquartil, n = 12 animais por grupo. * p <0,05 quando comparado com o
grupo de controle (teste de Wilcoxon).
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Efeitos da administracdo aguda e crbénica de AACR sobre a
memoria ndo aversiva

Na tarefa de habituacdo ao campo aberto ndo houve diferenca
no nimero de “crossings” € “rearings” entre 0S grupos durante o
treino, tanto nos animais submetidos a administragdo aguda, quanto nos
animais submetidos a administracdo cronica de AACR, estes resultados
demonstram que ndo houve diferenga na atividade motora e exploratéria
entre grupos (Figura 27 e 28, respectivamente). No grupo controle, de
ambos os tratamentos, houve uma reducgdo significativa no nimero de
“crossings” € “rearings” na sessdo de teste, quando comparado com
sessdo treino. No grupo DXB, ndo houve diferenga significativa no
nimero de “crossings” e “rearings” na sessdo de teste, quando
comparado com a sessdo treino, sugerindo comprometimento da
meméria ndo aversiva ap6s a administracdo aguda e cronica de AACR
(Figura 27 e 28). Além disso, o presente estudo demonstrou que 0s
animais que receberam a suplementacdio com antioxidantes
apresentaram uma reducdo no namero de “crossings” € “rearings” na
sessdo de teste, quando comparado com a sessao treino, sugerindo que o
déficit de memoria causado pelo AACR foi prevenido pela
suplementacéo com antioxidantes (Figura 28).
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Figura 27: Efeito da administragdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre a memdria ndo aversiva na tarefa de habituagédo
ao campo aberto. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrdo, n =
12 animais por grupo. * p <0,05 comparado com a sessdo treino (teste de

Wilcoxon).
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Figura 28: Efeito da administracdo crdénica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e antioxidantes sobre a memdria ndo aversiva na
tarefa de habituagdo ao campo aberto. Os dados sdo expressos como a média
+ desvio padrdo, n = 12 animais por grupo. * p <0,05 comparado com a sessdo
treino (teste de Wilcoxon).
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Para o teste de reconhecimento de objetos, os animais foram
colocados no ambiente em que foi realizado o teste de habituagdo ao
campo aberto. Porém nesse teste foi avaliada a capacidade de
memorizacao e exploracdo de objetos. Os resultados demonstraram que
0s animais do grupo controle e do grupo DXB apresentaram uma
porcentagem significativamente maior no tempo de exploracdo de um
novo objeto durante a memoria de curta e longa duracdo, demonstrando
gue os animais do grupo DXB ndo apresentaram déficit de memoria no
teste de reconhecimento de objetos (Figura 29A).

Por outro lado, os animais submetidos a administracdo crénica
de AACR apresentaram déficit de memoria no teste de reconhecimento
de objetos, uma vez que 0s animais do grupo controle apresentaram uma
porcentagem significativamente maior de tempo de explora¢do do novo
objeto no teste de curta e longa duracdo, enquanto que 0s animais do
grupo DXB apresentam um tempo de exploragdo ao novo objeto similar
a sessdo treino. Além disso, apds o tratamento com antioxidantes os
animais apresentaram um aumento significativo no indice de
reconhecimento no teste de curta e a longa duracéo (Figura 29B).
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Figura 29: Efeito da administracdo aguda aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) (A) e da administracdo de crbnica de AACR e
antioxidantes (B) sobre a meméria nédo aversiva na tarefa reconhecimento
de objetos. Os dados sdo expressos como a mediana * intervalo interquartil, n =
12 animais por grupo. * p <0,05 comparado com a sessdo treino (teste de
Wilcoxon).
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Efeitos da administracdo cronica de AACR, antioxidantes e
imipramina sobre o comportamento depressivo

Como demonstrado na Figura 30, a administracdo cronica de
AACR diminuiu o consumo de sacarose, quando comparado com 0
grupo controle, e o tratamento com antioxidantes ou imipramina
preveniu parcialmente a redugdo do consumo de alimentos doces,
guando comparado com o grupo DXB. Além disso, observou-se que nao
houve diferenca do peso corporal dos animais nos diferentes grupos
(Tabela 5).

5-
2 T
o 2 44
0 E #
g a # — —
o E
&8 3
o 2 *
[}
o8, T
-
2o
O ©
O35 14
@
E
c 1 I_ . 1 R N T R
Controle Salina Antioxidantes Imipramina
H-AACR

Figura 30: Efeito da administracdo crdonica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR), antioxidantes e imipramina sobre o consumo de
sacarose, durante o teste anedonia. Os dados sdo expressos como a média +
erro padrdo da média. * p < 0,05 comparado ao controle. # p < 0,05 comparado
ao grupo DXB (teste de Wilcoxon).
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Tabela 5. Efeitos da administragdo crénica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR), antioxidantes (ATX) e imipramina (IMI) sobre o peso
corporal no dia 0 (A) e dia 22 (B). Os dados sdo expressos como a média +
desvio padrdo de 12 ratos.

Peso Corporal

Dia0 Dia 22
Controle 11,65 (1,06) 48,77 (4,53)
AACR 11,78 (0,918) 48,94 (2,93)
AACR + ATX 11,81 (0,99) 49,86 (3,22)
AACR + IMI 11,63 (1,07) 47,62 (1,42)

Entretanto, houve um aumento no peso da glandula adrenal nos
animais do grupo DXB, em comparagdo com o grupo controle, e
tratamento com antioxidantes ou imipramina foi capaz de manter o peso
a glandula adrenal similar ao grupo controle (Figura 31).
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Figura 31: Efeito da administracdo crbénica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR), antioxidantes e imipramina sobre o peso da glandula
adrenal. Os dados sdo expressos como a media + erro padrdo da média. * p
<0,05 comparado ao controle. # p <0,05 comparado ao grupo DXB (teste de
Tukey).
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Por fim, avaliou-se o efeito da administracéo crénica de AACR
sobre o tempo de imobilidade no teste de natagdo forcada. Os resultados
demonstram um aumento no tempo de imobilidade no grupo DXB, em
comparacdo com o grupo controle. Além disso, o tratamento com
antioxidantes ou imipramina apresentou um efeito antidepressivo, uma
vez que o tempo de imobilidade dos animais tratados com antioxidantes
ou imipramina apresentou-se similar ao tempo de imobilidade dos
animais controle (Figura 32).
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Figura 32: Efeito da administracdo cronica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR), antioxidantes e imipramina sobre o tempo de
imobilidade durante a tarefa de nado forgado. Os dados s&o expressos como
a média + erro padrdo da média. * p <0,05 comparado ao grupo controle. #p <
0,05 comparado ao grupo DXB (teste de Wilcoxon).
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V. DISCUSSAO

Pacientes com DXB mostram extensos danos no cérebro,
incluindo edema cerebral, atrofia dos hemisférios cerebrais, degeneracao
da matéria branca e hipomielinizacdo/desmielinizacdo (Snyderman et
al., 1964; Chuang e Shih, 2001; Schonberger et al., 2004), resultando em
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e disfuncédo neurolégica em
suas diferentes formas de expressdo. Apesar das sequelas neurologicas
serem comuns em pacientes com DXB, 0s mecanismos do dano cerebral
nesta doenga ainda sdo pouco conhecidos. No entanto, a leucina e/ou o
seu a-cetoacido sdo considerados como sendo os principais metabdlitos
neurotoxicos na DXB, uma vez que o aumento das concentracdes
plasmaticas destes compostos (cerca de 5,0 mM) esta associado com o
aparecimento de sintomas neurol6gicos (Snyderman et al., 1964;
Chuang e Shih, 2001). Além disso, tem sido demonstrado que os
metabolitos acumulados 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 (Fontella et al., 2002; Bridi et al.,
2003; Bridi et al., 2005a; Bridi et al., 2005b; Mescka et al., 2011;
Mescka et al., 2013) e causam apoptose e morte celular em neurénios e
outros tipos de células (Jouvet et al., 2000a; Jouvet et al., 2000b;
Funchal et al., 2002; Pessoa-Pureur et al., 2002; Funchal et al., 2004a).
A neurotoxicidade da leucina pode decorrer, pelo menos em parte, pela
sua capacidade em interferir no transporte de outros aminoacidos
neutros grandes através da barreira hematoencefalica (BHE), reduzindo
o fornecimento de triptofano, metionina, tirosina, fenilalanina, histidina,
treonina e valina para o cérebro (Gjedde e Crone, 1983; Smith e
Takasato, 1986; Boado et al., 1999; Killian e Chikhale, 2001), levando a
diminuicdo da sintese de neurotransmissores, tais como dopamina,
serotonina, norepinefrina e histamina (Kamei et al., 1992, Aradjo et al.,
2001, Zinnanti et al., 2009). No entanto, muitas questdes permanecem
sem resposta sobre a patogénese da disfuncdo cerebral na DXB.

Inicialmente  demonstrou-se que os AACR, ap6s a
administragdo aguda, aumentam a atividade da AChE, e este aumento
ndo estd diretamente relacionado ao aumento da expressdo do gene da
ache. Esta discrepancia aparente entre a atividade da AChE e a sua
expressao, pode ser resultado de alteracBes pos-traducionais, uma vez
gue a maquinaria de transcricdo é continuamente controlado pela
regulacdo da transcricdo/traducao, modificagdes nas interacfes proteina-
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proteina e uma rede metabdlica, que formam um sistema que permite
gue as células respondam de forma sensivel a maltiplos sinais que
existem em seu ambiente (Krishna et al.,, 2006). Grifman e
colaboradores (1997) demonstram que a subunidade catalitica da
proteina quinase dependente de cAMP (PKA) pode fosforilar a AChE
em locais ndo-consenso. Neste contexto, observamos que as subunidade
cataliticas da AChE de ratos apresentam diferentes sitios de forforilagéo,
como o S-88 (PKA), T-280 (PKA) e S-593 (PKC), de acordo com a
analise realizada em NetPhosk, uma ferramenta que faz a previsdo dos
locais da fosforilagdo de proteinas, quinase-especifica. Assim, a
fosforilagcdo da AChE por PKA pode ser uma possivel candidata para
realizar o aumento na atividade AChE observada apds a administragcdo
aguda de AACR. Além disso, o fendbmeno conhecido como feedback
negativo (Salgado et al., 2001; Keseler et al., 2005), que situa-se na
interface das redes metabdlicas e genéticas, poderia esclarecer o
concomitante aumento da hidrolise acetilcolina e a diminuicdo dos
niveis de mRNA do gene da ache no hipocampo apds a administracdo
aguda de AACR.

Por outro lado, os resultados demonstraram que 0s niveis de
MmRNA do gene da ache aumentaram significativamente apds a
administragdo cronica de AACR no cértex cerebral, sugerindo que o
aumento da atividade AChE observado neste tratamento pode ser
diretamente relacionado a uma maior expressdo do gene da ache.
Interessantemente, a administracdo de antioxidante (NAC + DFX) foi
capaz de impedir 0 aumento da atividade da AChE, mas néo de alterar
os niveis de mMRNA. No estriado, os niveis de MRNA do gene da ache
diminuiram significativamente apds a administracdo crénica de AACR,
sugerindo que o aumento da atividade da AChE observada nesta regido
ndo esta diretamente relacionado com um aumento da expressdo de gene
desta enzima e que o aumento da hidrolise de acetilcolina pode levar a
diminuicdo da expressdo do gene da ache devido a um feedback
negativo. Por outro lado, a regulagdo da atividade AChE observada no
estriado e no hipocampo poderia ser atribuida a possiveis alteracdes no
estado de fosforilagdo da mesma. Neste contexto, sugere-se que a
fosforilacdo da AChE por PKA pode estar diretamente ligada com o
aumento a atividade da AChE ap6s a administracdo crénica, e que a
fosforiagdo da AChE por PKA pode ocorrer em decorréncia do aumento
de espécies reativas de oxigénio, uma vez que diversos estudos
demonstram que os AACR causam estresse oxidativo (Fontella et al.,
2002; Bridi et al., 2003; Bridi et al., 2005a; Bridi et al., 2005b; Mescka
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et al., 2011; Mescka et al., 2013), que o tratamento com antioxidantes
foi capaz de impedir o aumento da atividade da AChE e que espécies
reativas de oxigénio estdo envolvidas em diferentes eventos de
capacitacéo relacionados com o aumento dos niveis de cCAMP e ativacdo
da via PKA dependente de cAMP (Leclerc et al., 1997; Aitken et al.,
1998; Herrero et al., 2000). Assim, a fosforilacdo da AChE por PKA
poderia ser um fator decisivo na mudanca conformacional da enzima,
levando a um aumento da afinidade da enzima com o substrato (Das et
al., 2001; Melo et al., 2003; Aldunate et al., 2004).

A AChE é associada com o desenvolvimento do cérebro,
aprendizagem, memoria e dano neuronal (Ballard et al., 2005; Metz e
Tracey, 2005; Zimmerman e Soreq, 2006). A ativacdo da AChE leva a
uma rapida degradacdo da acetilcolina e um baixo estimulo subsequente
de receptores de acetilcolina causando efeitos indesejaveis sobre as
funcBes cognitivas (TAugu e Kesvatera, 1996; Soreq e Seidman, 2001).
Baseado nos resultados apresentados neste estudo pode-se sugerir que o
aumento na atividade da AChE causado pelo acimulo de AACR leva a
uma rapida reducdo da neurotransmissdo colinérgica devido a uma
diminuicdo dos niveis de acetilcolina na fenda sinaptica, contribuindo
assim para um declinio cognitivo progressivo e outras disfungdes
neurol6gicas observadas em pacientes com DXB. Além disso, varias
linhas de evidéncia demonstraram atividades ndo-cataliticas para a
AChE, demonstrando que a enzima desempenha um papel complexo,
modulando o crescimento e a morte celular (Greenfield, 1984; Layer e
Willbold, 1995; Inestrosa et al., 1996; Karpel et al., 1996). Jiang e
Zhang (2008) mostraram que as isoformas da AChE participam da
apoptose através da promoc¢do ou supressao de morte celular, onde a
melhora da expressdo variante da AChE pode influenciar na expressdo
de outro grupo de genes, incluindo aqueles envolvidos na apoptose
(Ben-Avri et al., 2006). Além disso, a AChE também contribui para a
formacédo do apoptossomo durante a apoptose, o silenciamento da AChE
com RNA de interferéncia (siRNA), blogueia a interacdo entre o fator
ativador de proteases pro-apoptéticas 1 (Apaf-1) e o citocromo c,
impedindo a formac&o do apoptossomo (Park et al., 2004). Desta forma,
considerando que estudos tém demonstrado que os AACR causam
apoptose e que a AChE é capaz de promover a apoptose, pode-se sugerir
gue o aumento da AChE também pode estar relacionado com a morte
celular através da ativacdo de vias apoptoticas em decorréncia dos
AACR.
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Estudos demonstram uma estreita relacdo entre a AChE e os
niveis de NGF, visto que a expressao de enzimas relacionadas com a
acetilcolina, tais como a colina-acetiltransferase, a AChE e o
transportador vesicular de acetilcolina podem ser reguladas pela a¢do do
NGF (Hartikka e Hefti, 1988; Takei et al., 1988; Takei et al., 1989;
Knipper et al., 1994) e que o NGF pode ser regulado pelo sistema
colinérgico durante o desenvolvimento (da Penha Berzaghi et al., 1993).
Além disso, Jiang e colaboradores (2007) mostraram que o H,0,
induziu um aumento da AChE em células apoptéticas por mecanismos
que requerem a producdo de espécies reativas de oxigénio, e o NGF
preveniu o aumento da apoptose associada a AChE, mantendo a
fosforilacdo da proteina quinase B (Akt).

Corroborando com essa hipotese, demonstrou-se que os AACR
diminuiram os niveis de NGF no hipocampo de ratos, sendo que nos
animais com 10 dias de idade observou-se uma diminui¢do na expresséo
de mRNA do gene ngf, sugerindo que a diminui¢do observada nos
niveis proteicos de NGF est4 diretamente relacionada com uma menor
expressdo do gene ngf. Entretanto, em animais de 30 dias de idade e
apos a administracdo cronica, a diminuicdo dos niveis de NGF nao foi
acompanhada por uma diminui¢ao na expressao génica, sugerindo que o
decréscimo nos niveis proteicos de NGF ndo estd diretamente
relacionado com uma menor expressdo desse gene nessas estruturas,
mas pode ser em funcdo de uma alteracdo pds-traducional.

Embora o mecanismo exato pelo qual os AACR alteram os
niveis de NGF ainda é desconhecido, evidéncias a partir da literatura
mostram que 0 estresse oxidativo provoca alteracGes seletivas em
cascatas de sinalizacdo ativadas pelo NGF, com a fosforilacdo da
ERK1/2, que é induzida por estes fatores de crescimento, sugerindo um
mecanismo de a¢do comum para que o H,O, module negativamente a
fosforilacdo de CREB (proteina de ligacdo dos elementos
responsivos ao CAMP), independentemente do estimulo aplicado, e este
pode ser dependente de Ras (Zhang e Jope, 1999; O'Loghlen et al.,
2006). 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 Serl33 é um local regulador chave para a
transcricdo de varios genes, e tem sido associado como um fator
fundamental na aprendizagem e memoria (Sheng et al., 1991).
Confirmando essa hipétese, os resultados do presente trabalho
demonstrou que a administracdo de antioxidantes (NAC + DFX)
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preveniu a diminuicdo nos niveis proteicos de NGF pelo aumento na
expressao do gene ngf.

Vérios estudos demonstram que a supressdo genética de NGF
estd associada com déficits tanto na aquisicdo quanto na retencdo de
memoria espacial (De Rosa et al., 2005; Pirondi et al., 2007; Terry et al.,
2011). Além disso, o blogueio de NGF endégeno por infusdo de
anticorpos anti-NGF reduz a perfusdo de LTP no hipocampo e prejudica
a retencdo da memdria (Zou et al., 2002; Conner et al., 2009), mas a
administracdo intranasal de NGF previne o déficit de memoria de
reconhecimento de objetos (De Rosa et al., 2005). Essas séries de
evidéncias proporcionam a ligacdo intrinseca entre NGF enddgeno e
meméria dependente do hipocampo. Assim, niveis anormais de NGF
poderiam induzir efeitos negativos a longo prazo. Neste contexto,
estudos prévios demonstraram que uma Unica inje¢do intra-hipocampal
de leucina em ratos adultos prejudica a memdria de consolidagdo e a
inducdo da LTP (Glaser et al., 2010). Além disso, a administracdo
cronica por via subcuténea, de doses elevadas de leucina em ratos jovens
induz a déficits de aprendizagem/meméria verificadas no teste de campo
aberto e nos testes de esquiva inibitoria durante a idade adulta (Mello et
al., 1999). Assim, € possivel que a alteragdo dos niveis de NGF durante
a maturacdo cerebral possa ser de importancia crucial no
desenvolvimento dos efeitos neurotoxicos do AACR, podendo estar
relacionada com os déficits cognitivos apresentados pelos pacientes com
DXB.

Demonstrou-se que os AACR alteram os niveis de BDNF.
Entretanto, os efeitos sobre essa neurotrofina diferem quanto ao tempo
de exposicdo. Observou-se que os niveis BDNF detectados através do
método de ELISA apresentaram-se elevados apés a administra¢do aguda
de AACR. Entretanto, este ensaio ndo permitem distinguir entre o pro-
BDNF e o mBDNF, pois eles sdo igualmente reconhecidos pelo
anticorpo utilizado no método de ELISA. A hipétese de yin-yang (Lu et
al., 2005) sugere que pro-neurotrofinas e neurotrofinas maduras
provocam efeitos opostos através da ativacdo de receptores p75™ '~ e
Trk, respectivamente. A via do pro-BDNF promove a morte celular (Lee
et al., 2001) e atenua a transmissdo sinaptica por induzir a depressdo de
longo prazo (LTD) (Woo et al., 2005). Em contraste, a sinalizacdo do
mBDNF com o TrkB é essencial para a LTP, sobrevivéncia e
plasticidade celular (Korte et al., 1995; Figurov et al., 1996; Patterson et
al., 1996). Neste contexto, uma possibilidade interessante é que, no
modelo animal de DXB usado neste estudo, a propor¢do entre 0s niveis
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de pro-BDNF e mBDNF pode ser em favor do primeiro, resultando em
hiperativacdo global dos receptores de baixa afinidade p75™™" e um
acoplamento relativamente baixo dos receptores TrkB de alta afinidade.
Assim, devido aos potenciais efeitos contrastantes do pro-BDNF e
mBDNF, os niveis da proteina precursora no cérebro foram avaliados,
demonstrando que a administracdo aguda de AACR aumenta os niveis
de pro-BDNF.

E concebivel que a administracdo aguda de AACR pode
diminuir a expressdo e/ou a atividade de proteases envolvidas na
clivagem proteolitica do pro-BDNF, sendo a tPA um dos principais
ativadores de plasminogénio, clivando este em plasmina, que por sua
vez cliva a forma pro-BDNF em mBDNF (Lee et al., 2001; Pang et al.,
2004), enquanto que a S100A10 é uma proteina dimérica determinante
para a interagdo da proteina anexina Il tetrdmero com o tPA e o
plasminogénio, estimulando assim a clivagem do plasminogénio em
plasmina e consequentemente a clivagem do pro-BDNF em mBDNF
(Kassam et al., 1998; Zobiack et al., 2003). Assim, no presente estudo
observou-se que a administragdo aguda de AACR causa uma diminuicéo
nos niveis proteicos de tPA, sem alterar os niveis de S100A10.
Curiosamente, demonstrou-se que os niveis de mMRNA do gene tPA nédo
foram alterados ap6s a administragdo de AACR, sugerindo que a
reducdo dos niveis proteicos de tPA observado ap0s este tratamento nédo
estd diretamente relacionada a sua menor expressdo, mas pode ser
devido a uma alteragdo pods-traducional. Por outro lado, ndo foi
observado qualquer alteracdo nos niveis proteicos e de mRNA da
proteina S100A10.

N&o ha na literatura estudos que esclarecam o mecanismo pelo
gual os AACR afetam os niveis de tPA. No entanto, estudos anteriores
demonstraram que o estresse oxidativo é capaz de afetar a transcrigcdo de
ambos os genes em figado de ratos, causando um aumento na
concentracdo do inibidor do ativador do plasminogénio do tipo 1 (PAI-
1), um modulador da atividade do tPA, que se liga a ele tornando-o
inativo (Dimova et al., 2004; Zagotta et al., 2013). Confirmando essa
hipotese, Zervos e colaboradores (2011) demonstraram que a
intoxicacdo por endossulfan induz estresse oxidativo no cérebro de ratos
adultos e aumenta a atividade do PAI-1. Além disso, a administracdo de
vitamina E, isolada ou em combinagdo com a vitamina C, apresentou
efeitos benéficos, diminuindo o estresse oxidativo e o aumento do PAI-
1. Assim, especula-se que a diminuicdo dos niveis de tPA acompanhado
pelo aumento dos niveis proteicos de pro-BDNF apds administragdo
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aguda de AACR pode estar associado ao aumento do PAI-1,
possivelmente atribuido ao estresse oxidativo causado pelo acumulo de
AACR.

Os resultados observados neste trabalho sugerem que a baixa
atividade proteolitica gera niveis menores de mBDNF e, portanto, um
acumulo de pro-BDNF no cérebro. Embora o mecanismo pelos quais os
AACR possam diminuir a conversdo eficiente do pro-BDNF em
mBDNF ainda é desconhecido. Varios estudos tém observado que o pro-
BDNF tem uma funcdo biologica distinta do mBDNF (Figurov et al.,
1996; Yamada et al., 2000; Lu et al., 2005; Woo et al., 2005;
Bekinschtein et al., 2008; Lu et al., 2008), demonstrando que pro-
BDNF diminui a viabilidade neuronal e enfraquece as conexdes
sinapticas (Teng et al., 2005; Woo et al., 2005). Assim, pode-se
especular que o acimulo de pro-BDNF causado pelos AACR pode ser
prejudicial para o SNC e contribuir para a disfungdo neuroldgica
apresentada pelos pacientes com DXB.

Por outro lado, a exposicdo prolongada a altos niveis de AACR
leva a um aumento nos niveis proteicos de BDNF total, sem alterar os
niveis proteicos de pro-BDNF, sugerindo que este aumento é de
mBDNF. Estudos tém demonstrado que altos niveis de BDNF
apresentam efeitos deletérios, causando prejuizos cognitivos. Cunha e
colaboradores (2009) demonstraram que a superexpressdo cronica de
BDNF no SNC provoca déficits de aprendizagem e perda de memoria
de curto prazo, em tarefas espaciais e instrumentais de aprendizagem.
Além disso, foi relatado que doses elevadas de BDNF in vitro (em
concentracbes de 10 a 100 ng/mL) aceleram a necrose neuronal
excitotoxica (Koh et al., 1995) e a morte celular por apoptose induzida
por doadores de 6xido nitrico (NO) em neurénios corticais embrionarios
(Ishikawa et al., 2000). Além disso, altas doses de BDNF (12-20 ug/dia)
inibem significativamente a regeneracdo axonal motora, mas doses
relativamente baixas de BDNF (0,5-2 ug/dia) promovem a regeneragdo
de neurdnios motores lesionados periféricos nos ratos (Boyd e Gordon,
2002). Por fim, evidéncias monstram que a superexpressao de BDNF
esta associada com hiperexcitabilidade, e essa hiperexcitabilidade pode
contribuir para déficits na aprendizagem e plasticidade (Croll et al.,
1999).

Embora o exato mecanismo pelo qual os AACR levam ao
aumento dos niveis de BDNF ainda é desconhecido, sugerimos um
envolvimento do estresse oxidativo nesse processo, uma vez que a
administracdo de antioxidantes preveniu o aumento nos niveis de
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BDNF. Enfatizando essa hipétese, Haddad e Land (2002) sugeriu que
espécies reativas de oxigénio podem induzir a fosforilagdo de
p38MAPK. Eles também demonstraram que antioxidantes seletivos
(incluindo NAC) reduziram a fosforilacdo de p38MAPK dependente de
espécies reativas de oxigénio. Neste contexto, Ishikawa e colegas (2000)
demonstraram que o BDNF, através do receptor TrkB, pode acelerar a
via de morte induzida por nitroprussiato de sodio, ao estimular as
atividades de ERK e p38MAPK. Além disso, Gwag e colaboradores
(1995) demonstraram que o BDNF potencializou a morte neuronal
induzida tanto por Fe®*, quanto por L-butionina-(S,R)-sulfoximina, e
gue a adicdo de trolox (antioxidante) impediu a morte neuronal.

Tendo em vista que pacientes com DXB usualmente apresentam
graus variados de retardo mental e outros sintomas neuroldgicos
(Snyderman et al., 1964; Chuang e Shih, 2001), que os resultados deste
estudo demonstram que AACR alteram parametros que estdo envolvidos
nos processos de formacdo de meméria (AChE, NGF e BDNF), como ja
descrito anteriormente, o proximo passo deste estudo foi avaliar os
efeitos da administragdo de AACR sobre o comportamento cognitivo.

Observou-se que 0s AACR causam um prejuizo na memoria de
curta e longa duracdo através do teste de esquiva inibitoria simples, bem
como um déficit de aprendizagem sem alteragdes na memoria retencao,
observado no teste de esquiva inibitéria de maltiplos treinos. Utilizando
o protocolo SHIRPA, o qual determina diversas fungbes do SNC,
demonstrou-se que 0s animais submetidos a administracdo aguda e
cronica de AACR ndo apresentaram prejuizos no estado
neuropsiquiatrico, tdnus muscular e forga, e na funcdo autbnoma. Neste
contexto, alteragdes da atividade motora ou emocional provavelmente
ndo contribuiram para o prejuizo de memoéria causado pela
administracdo de AACR. Além disso, observou-se que a administracdo
aguda e crbnica de AACR causa déficit na memoéria ndo declarativa
(habituacdo), observado no teste de habituacdo ao campo aberto.
Entretanto, apenas os animais submetidos a administracdo crénica de
AACR demonstraram alteracfes no teste de reconhecimento de objetos,
onde os animais expostos aos AACR néo reconheceram a mudanca do
objeto, ja que exploraram da mesma forma e praticamente pelo mesmo
tempo os objetos conhecido e novo, ao contrario dos animais controle
gue demonstraram preferéncia pelo objeto novo.

Apesar do exato mecanismo através do qual os AACR alteram a
memoéria em ratos ainda ser desconhecido, evidéncias da literatura
mostraram que 0 estresse oxidativo esta associado com o déficit de
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memoria (Bickford et al., 1999; da Silva et al., 2004; Serrano e Klann,
2004), e que a administracdo dos agentes antioxidantes sdo alternativas
para melhorar tais déficits (Carney et al., 1991; Carrillo et al., 1993;
Knoll et al., 1994; Markesbery, 1997; Small, 1998; Kontush, 2001).
Vérios estudos evidenciam que um possivel mecanismo para o prejuizo
na LTP pode ser decorrente de espécies reativas de oxigénio,
envolvendo o aumento da c-Jun N-terminal quinase (JNK) e p38MAPK,
e a diminuicdo da ERK, resultando na inibicdo de liberacdo de
glutamato (Lynch, 1998; McGahon et al., 1999; O’Donnell et al., 2000;
Vereker et al., 2000; Kelly et al., 2001; Vereker et al., 2001; Martin et
al., 2002; Kelly et al., 2003). Corroborando esta hip6tese, o protocolo de
tratamento antioxidante impediu o déficit de memoria.

Tomados em conjuntos, esses resultados demonstram que 0s
AACR alteram a atividade da AChE, bem como o0s niveis de
neurotrofinas, possivelmente por diferentes modulagbes em vias de
sinalizacdo envolvidas com essas proteinas. Além disso, tomados em
conjunto os resultados deste estudo e dados da literatura, pode-se sugerir
gue o estresse oxidativo seja o responsavel por essas modula¢des, uma
vez que 0os AACR causam estresse oxidativo e que a administracdo de
antioxidantes apresentou efeitos benéficos sobre o0s parametros
analisados. Além disso, nossos resultados demonstraram que 0s animais
expostos a altos niveis de AACR apresentaram déficits de memoria e
aprendizagem. Neste contexto, e com base em dados da literatura, é
tentador especular que as alteracBes nos niveis de neurotrofinas e na
atividade da AChE estejam envolvidas no déficit cognitivo observado
nesse estudo. Entretanto, ndo se pode descartar a hip6tese de que 0s
AACR, via estresse oxidativo, possam modular outras vias de
sinalizacdo importantes nos processos de memdria e aprendizagem
(Figura 33).



124

N TN

+AChE T pro-BDNF * mBDNF | NGF

\\ 7/

} Déficit Cognitivo

Morte Celular

\ 1/

Estresse
Oxidativo

Figura 33: Figura representativa dos efeitos dos aminoécidos sobre pardmetros
neuroquimicos (acetilcolinesterase, NGF, pro-BDNF ¢ BDNF) em cérebro de
ratos durante o seu desenvolvimento.

Por fim, o ultimo passo deste estudo buscou avaliar os efeitos
dos AACR sobre alguns sintomas depressivos, visto que relatos sugerem
que o envelhecimento de pacientes com DXB aumentam os risco para o
desenvolvimento de problemas neuropsiquiatricos cronicos, como o
transtorno de déficit de atencdo, depressdo e ansiedade (Strauss et al.,
2006a, Walterfang et al., 2013). Muelly e colaboradores (2013)
mostraram que as deficiéncias neuroquimicas previamente demonstradas
em pacientes com DXB e modelos animais podem persistir no estado
crénico, embora em menor grau, e, cumulativamente, contribuir para a
morbidade neuropsiquiatrica. No presente estudo, observou-se que os
ratos submetidos a administracdo cronica de AACR apresentam uma
ingestdo diminuida de alimentos doce e um aumento do peso da
glandula adrenal, sem qualquer alteracdo do peso corporal. Observou-se
também um aumento no tempo de imobilidade dos animais submetidos
a administracdo de AACR durante o teste de nado forgado. Como
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descrito acima, os AACR ndo causam alteragdo da atividade
locomotora, reforgando a hip6tese de que a diminui¢do na ingestao de
alimentos doce e 0 maior tempo de imobilidade foram relacionados a
mudancas nas tarefas comportamentais (anedonia e nado forcado) e ndo
a alteragdes motoras.

Além disso, demonstrou-se que a administracdo de
antioxidantes preveniu a diminuicdo na ingestdo de alimentos doce, 0
aumento no tempo de imobilidade e no peso da glandula adrenal.
Corroborando com o0s resultados do presente trabalho, estudos tém
demonstrado que o NAC apresenta atividade antidepressiva em ratos
submetidos ao teste de nado forcado (Ferreira et al., 2008) e em
camundongos submetidos ao teste de suspensdo pela cauda (Linck et al.,
2012). Smaga e colaboradores (2012) demonstraram que a
administracdo cronica de NAC resultou numa reducdo, dose dependente,
no tempo de imobilidade em ratos bulbectomizados e em um aumento
significativo nos mecanismos antioxidantes (atividade da superdxido
dismutase). Arent e colaboradores (2012) demonstraram que a
administragdo de NAC e DFX, isoladamente ou em combinacéo,
reverteu a diminuicdo no consumo de alimentos doce e 0 estresse
oxidativo em ratos submetidos ao modelo de estresse cronico moderado.
As acdes do NAC sdo multiplas e inter-relacionadas, como na producéo
de glutationa, no ciclo cisteina/cistina, e no transporte reverso cistina-
glutamato, contribuindo para a manutencdo do equilibrio oxidativo e da
funcédo celular. Além da regulacdo da liberacdo de glutamato, 0 NAC
também tem a capacidade de modular a atividade de NMDA e a
liberacdo de dopamina (Gilbert et al., 1991; Leslie et al., 1992; Varga et
al., 1997; Baker et al., 2002; Janaky et al., 2007; Gere-Paszti e Jakus,
2009). Além disso, Linck e colaboradores (2012) demonstraram que 0S
receptores AMPA desempenham um papel importante no mecanismo da
acdo antidepressivo do NAC pela modulacdo indireta da via
serotoninérgica e noradrenérgica. Consistente com esses mecanismos,
uma reducdo de dopamina, serotonina e glutamato e um aumento de
espécies reativas de oxigénio é observado em modelo animais de DXB
(Dodd et al., 1992; Zinnanti et al., 2009) e em tecido cerebral pds-
mortem de uma crianca que morreu de intoxicacdo por leucina (Prensky
e Moser, 1996).

Curiosamente, demonstrou-se também que a imipramina (um
antidepressivo classico) impediu as alterages comportamentais
causadas pelos AACR. A imipramina aumenta os niveis de serotonina
e/ou noradrenalina, bloqueando a recaptacdo desses neurotransmissores
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pelos terminais pré-sinapticos (Yagasaki et al., 2006), sugerindo um
desequilibrio na neurotransmissao noradrenérgica e serotoninérgica apos
a exposicdo a altos niveis de AACR. De fato, estudos em humanos e
animais mostraram baixos niveis de dopamina e serotonina associados
com altos niveis de AACR (Wajner e Vargas, 1999; Wajner et al., 2000;
Araljo et al., 2001). Além disso, estudos anteriores relataram que o
tratamento com antidepressivos apresenta uma acdo antioxidante, visto
gue o tratamento com imipramina reverteu a peroxidagdo lipidica no
cérebro de ratos (Mokoena et al., 2010). Réus e colaboradores (2010)
mostraram que a imipramina também apresenta propriedades
antioxidantes, reduzindo o dano oxidativo e aumentando a atividade da
superéxido dismutase e catalase em cérebro de ratos. Além disso, a
imipramina (10 e 20 mg/kg) restaurou os niveis reduzidos de glutationa,
a atividade da catalase, atenuou a peroxidacdo lipidica e as
concentragBes de nitrito em ratos privados de sono (Kumar e Garg,
2009). Assim, os efeitos antidepressivos da imipramina podem ser
resultantes do aumento nos niveis de serotina e noradrenalina, bem
como pela sua capacidade de manter a homeostase pro- e antioxidante.
A deficiéncia de neurotransmissores pode ser a principal causa
de disturbios psiquidtricos ou causar mudangas compensatdrias na
expressao de receptores e na estrutura sinaptica que afetam a fungéo
cerebral. Entretanto, o déficit de energia, a desregulacdo osmética e a
desmielinizacdo também estdo envolvidas na fisiopatologia da depressdo
(Jou et al., 2009; Gardner e Boles, 2011). Além disso, este transtorno é
caracterizado por concentragcGes plasmaticas significativamente mais
baixas de antioxidantes importantes, como a vitamina E, zinco e a
coenzima Q10, resultando em uma diminuicdo na capacidade
antioxidante (Maes et al., 2000; Khanzode et al., 2003; Maes et al.,
2009a; Maes et al., 2009b). Similar aos mecanismos fisiopatoldgicos da
depressdo, estudos tém demonstrado que os metabdlitos acumulados na
DXB afetam o desenvolvimento da mielina (Taketomi et al., 1983;
Tribble e Shapira 1983; Treacy et al., 1992), inibem o transporte de
tirosina, triptofano e outros aminoacidos essenciais, limitando assim a
disponibilidade de substrato para a sintese da catecolaminas e proteinas
(Prensky e Moser, 1967; Dodd et al., 1992; Yudkoff et al., 1994; Wajner
e Vargas, 1999; Hutson et al., 2000; Tavares et al., 2000; Wajner et al.,
2000; Aradjo et al., 2001) e causam estresse oxidativo (Fontella et al.,
2002; Bridi et al., 2003; Bridi et al., 2005a; Bridi et al., 2005b; Mescka
et al., 2011; Mescka et al., 2013). Assim, pode-se sugerir que 0S
sintomas depressivos observados apés a administracdo de AACR podem
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ser resultantes de alteracBes nos niveis de neurotransmissores, bem
como alteracOes no estado redox. Além disso, os resultados do presente
estudo sugerem um efeito antidepressivo do NAC/DFX e da
imipramina, podendo este estar associado a sua capacidade de manter a
homeostase pro- e antioxidante e interagir com sistemas de receptores
distintos, como o0s sistemas glutamatérgicos e monoaminérgicos, que
poderiam produzir efeitos sinérgicos sobre os caminhos cerebrais
envolvidos na modula¢do do comportamento antidepressivo.

Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que durante as
crises de descompensacdo metabdlica, como observado em pacientes
com DXB, quando o cérebro é exposto as altas concentracfes de AACR
(concentracdes milimolares) e metabdlitos cognatos, varios mecanismos
deletérios podem ser desencadeados, levando a alteragGes em diferentes
vias modulatérias do SNC, como uma diminui¢do da neurotransmissao
colinérgica e do equilibrio nos niveis de neurotrofinas, culminando em
alteracBes cognitivas importantes, bem como em sintomas do tipo
depressivos. Além disso, a suplementacdo com antioxidantes (NAC e
DFX) apresentou efeitos benéficos em todos os pardmetros analisados,
sugerindo que o estresse oxidativo deve ser considerado um importante
mecanismo fisiopatoldgico subjacente ao dano cerebral observado na
DXB.
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V1. CONCLUSAO
Diante dos objetivos iniciais da tese, chegou-se as seguintes conclusdes:

— A administragdo de AACR aumenta a atividade da AChE em
cérebro de ratos ap6s a administracdo aguda e cronica.

— A administracdo de AACR diminui os niveis proteicos de NGF
em hipocampo de ratos ap6s a administracdo aguda e cronica.

— A administracdo aguda de AACR aumenta os niveis de pro-
BDNF e diminui os niveis de tPA em ratos de 10 e 30 dias de
idade.

— A exposicdo crénica aos AACR aumenta os niveis de BDNF
total, sem alterar os niveis de pro-BDNF.

— A administracdo aguda e cronica de AACR causa déficit de
memoria e aprendizado.

— A exposicdo cronica aos AACR induzem sintomas do tipo
depressivo.

— A suplementagdo com antioxidantes no tratamento crénico
(NAC e DFX) foi capaz de prevenir todas as alteracOes
causadas pelos AACR.

— O tratamento com imipramina foi capaz de prevenir os sintomas
do tipo depressivo apds a administracdo cronica de AACR.
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