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RESUMO

A doenca da urina do xarope do bordo (DXB) é um distarbio
neurometabdlico de heranca autossdmica recessiva, causado por uma
deficiéncia da atividade do complexo desidrogenase dos a-cetoacidos de
cadeia ramificada. Esta deficiéncia leva ao acimulo dos amino4cidos de
cadeia ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina, bem como de seus
o-cetodcidos correspondentes em tecidos e liquidos corporais de
pacientes. O acUmulo destes interfere no metabolismo astrocitico e
neuronal, sendo que concentra¢des elevadas de leucina e do acido a-
cetoisocaproico (CIC) sdo consideradas particularmente tdéxicas ao
cérebro. Acredita-se que o CIC seja 0 mais toxico dos cetoacidos, visto
gue esse inibiu o consumo de oxigénio cerebral, induziu estresse
oxidativo, provocou deficiéncia na formacdo de mielina em cerebelo de
ratos e esta associado ao aparecimento de sintomas neuroldgicos. No
entanto, até o momento, 0s mecanismos fisiopatolégicos ndo estdo
completamente estabelecidos. Considerando que a viabilidade neuronal
pode ser afetada pela reducdo dos fatores neurotréficos e pelo estresse
oxidativo, o propdsito deste estudo foi avaliar os efeitos neuroquimicos
da administracdo intracerebroventricular (ICV) de CIC sobre estruturas
cerebrais de ratos com 30 dias de vida. Analisaram-se os niveis proteicos
do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), do pr6-BDNF e do
fator de crescimento neural (NGF). Também foram avaliados os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS), proteinas
carboniladas, atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT), bem como o dano ao DNA em hipocampo, estriado e
cortex cerebral uma hora apds a administragdo ICV de CIC. Os resultados
demonstraram que a administracdo de CIC reduziu os niveis proteicos do
BDNF em hipocampo, estriado e cortex cerebral, sem alterar os niveis
proteicos de pro-BDNF. Adicionalmente os niveis proteicos de NGF
mostraram-se  reduzidos em hipocampo, observou-se aumento
significativo da concentracdo do marcador de peroxidacdo lipidica TBA-
RS, bem como da quantidade de proteinas carboniladas em todas as
estruturas cerebrais estudadas. A enzima CAT teve sua atividade reduzida
no estriado, enquanto que a atividade da SOD se mostrou aumentada em
hipocampo e estriado dos animais que receberam CIC. Por fim, a
administracdo ICV de CIC ocasionou aumento significativo do indice e
da frequéncia de danos ao DNA em todas as estruturas estudadas. Em
conclusdo, esses resultados sugerem que o CIC causa um desequilibrio
nos niveis de neurotrofinas, bem como induz estresse oxidativo.






Baseando-se em dados da literatura que demonstram que 0s metabolitos
acumulados na DXB causam desmielinizacdo e prejuizos na memoria,
especula-se que os efeitos do CIC encontrados neste trabalho possam
colaborar para tais achados por causar reducdo do suporte tréfico de
BDNF e NGF, pelo estresse oxidativo e dano ao DNA. Além disso, 0s
baixos niveis de BDNF e NGF séo consistentes com a hip6tese que um
déficit nestes fatores neurotréficos pode contribuir para alteragbes
estruturais e funcionais do cérebro subjacentes a fisiopatologia da DXB,
apoiando a hipotese do processo neurodegenerativo na DXB.

Palavras-chaves: Acido o-cetoisocaproico; Dano a0 DNA; Doenca da
urina do xarope do bordo; Estresse oxidativo; Fatores Neurotréficos.






ABSTRACT

Maple syrup urine disease (MSUD) is an autosomal recessive
neurometabolic disorder caused by a deficiency in the activity of the a-
branched-chain ketoacids dehydrogenase complex. This deficiency leads
to the accumulation of the branched-chain amino acids (BCAA) leucine,
isoleucine and valine, as well as their a-keto acids in body tissues and
fluids. The excess of them interferes on the astrocytic and neuronal
metabolism, being high concentrations of leucine and a-ketoisocaproic
acid (KIC) considered particularly toxic to the brain. It is believed that
the KIC is the most toxic ketoacid since it was able to inhibit the brain
consumption of oxygen, to induce oxidative stress, to cause impairment
in the myelin formation in the cerebellum of rats, and it has been
associated with the onset of neurological symptoms. However, there has
not been a completely satisfactory explanation to clarify the
pathophysiology of brain damage in this disease. Considering that the
neuronal viability can be affected by the reduction of neurotrophic factors
and by oxidative stress, the purpose of this study was to deepen
knowledge about the neurochemical effects of intracerebroventricular
(ICV) administration of KIC on brain structures of 30 day old rats. The
protein levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), pro-BDNF
and nerve growth factor (NGF); levels of reactive substances to
thiobarbituric acid (TBARS) and carboline protein; the activity of
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), as well as the damage
to DNA in the hippocampus, striatum and cerebral cortex one hour after
ICV administration of KIC were analyzed. The results showed that the
ICV administration of KIC reduced the protein levels of BDNF in the
hippocampus, striatum and cerebral cortex without changing the protein
levels of pro-BDNF, while the levels of NGF protein were reduced in the
hippocampus. Regarding the oxidative stress parameters,it was observed
an increase in the concentration of markers of lipid peroxidation TBA-RS
as well as for protein in every brain structures studied; CAT enzyme had
a reduced activity in the striatum while SOD activity was statistically
increased in the hippocampus and striatum of the animals. Finally, ICV
administration of KIC caused a significant increase in the rate and
frequency of damage to DNA in all structures studied. In conclusion,
these results suggest that KIC causes an imbalance in neurotrophin levels
as well induces oxidative stress. Based on data from the literature showing
that the metabolites accumulated in DXB cause demyelination and
impaired memory performance, it is tempting to speculate that KIC






effects on demyelination and memory processes may be mediated by the
reduction of the trophic support of BDNF and NGF and oxidative stress.
Morover, low levels of BDNF and NGF are consistent with the hypothesis
that a deficit in these neurotrophic factors may contribute to structural and
functional changes of the brain, subjacent the pathophysiology of DXB,
supporting the hypothesis of neurodegenerative process in DXB.

Key-words: a-ketoisocaproic acid; DNA damage; Maple syrup urine
disease; Oxidative stress; Neurotrophic factors.
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1. INTRODUCAO
1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Erros inatos do metabolismo (EIM) sdo distdrbios monogénicos,
em sua maioria com padrdo de heranca autossomica recessiva, que
ocasionam mudancas bioquimicas complexas por defeitos enzimaticos
especificos. Dependendo da importancia da rota afetada, o defeito
enzimatico repercute de forma clinica variavel, geralmente provocando
sintomatologia grave e afetando o sistema nervoso central (SNC) (Scriver
et al., 2001).

Os EIM de aminoacidos forneceram os primeiros exemplos de
defeitos bioquimicos ligados a condicdes patolégicas. Archibald Garrod
(1858-1936) reconheceu bloqueios herdaveis no fluxo metabdlico
humano normal, que obedeciam aos mecanismos mendelianos de heranca
e os descreveu em 1908, na obra “Croniam Lectures”, utilizando pela
primeira vez o termo EIM, para designar doengas como a alcaptondria, o
albinismo, a cistindria e a pentosuria (Scriver, 2008). Garrod observou
que, na alcaptondria, os individuos afetados excretavam na urina grandes
guantidades de &cido homogentisico, relacionando seu acimulo a um
blogueio enzimético na via de degradacdo da tirosina (Garrod, 1909;
Louis e Elsas, 2009; Berg et al., 2010). Também observou maior
frequéncia dos casos em individuos da mesma familia e decorrentes de
casamentos consanguineos. Frente a estas evidéncias e analisando que
pais dos individuos afetados ndo apresentavam a doenca, prop0s para
estes um modelo de heranga autossémica recessiva (Garrod, 1909;
Pasternak, 2007; Louis e Elsas, 2009; Berg et al., 2010).

Os EIM formam um grupo heterogéneo de mais de 700 disturbios
genéticos descritos que afetam a sintese, a degradacdo, o transporte e o
armazenamento de moléculas (Sinclair, 1982; Jimenez-Sanchez et al.,
2001). Embora individualmente raros, quando analisados em conjunto,
atingem 1 para cada 1.000 nascidos vivos (Jimenez-Sanches et al., 2001)
e quando observados em grupos pré-selecionados como de alto risco,
podem atingir frequéncia superior a 200 vezes aquela identificada na
populacdo em geral (Wannmacher et al., 1982).

1.2 DOENCA DO XAROPE DO BORDO
1.2.1 Breve Histérico

Em 1954, Menkes e colaboradores descreveram quatro casos de
encefalopatia degenerativa familiar, com inicio dos sintomas na primeira
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semana de vida e sobrevida maxima de trés meses. Episédios convulsivos,
edema cerebral, espasticidade muscular generalizada, recusa alimentar e
disfuncdo respiratoria grave, associados a um forte odor de aglcar
gueimado na urina, semelhante ao xarope do bordo, estavam entre 0s
principais sinais e sintomas. Esta caracteristica, comum a todos os casos,
deu origem a doenca da urina do xarope do bordo (DXB; OMIM 248600)
(Menkes et al., 1954). Anos mais tarde, Westall e colaboradores (1957)
relataram outro caso semelhante, identificando concentracGes elevadas de
aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) na urina de uma criangca com
DXB. Menkes, em 1959, a partir de amostras de urina cedidas por Westal,
relatou elevadas concentra¢des do acido a-cetoisocaproico (CIC), bem
como de menores concentragdes dos acidos a-cetoisovalérico (CIV) e do
a-cetometilvalérico (CMV), provenientes, respectivamente, da via de
degradagdo dos AACR leucina (LEU), valina (VAL) e isoleucina (ISO).
Supls, entdo, que os o-cetoacidos poderiam ser indiretamente
responsaveis pelo odor de aglcar queimado da urina (Menkes, 1959). A
partir de estudos enzimaticos em leucdécitos e fibroblastos de individuos
com DXB na década de 60, identificou-se como causa bioquimica da
doen¢a uma deficiéncia no complexo enzimatico da a-cetoacido
desidrogenase de cadeia ramificada (CDCCR; EC 1.2.4.4), responsavel
pela descarboxilagdo dos o-cetoacidos de cadeia ramificada (CACR)
(Dancis et al., 1960; Menkes, 1962; Chuang e Shih, 2001).

1.2.2 Etiologia e Aspectos Epidemiolégicos

A DXB é um distlrbio neurometabdlico de heranga autossémica
recessiva, causada pela deficiéncia da atividade do CDCCR, que envolve
a via de degradacdo dos AACR. O defeito metabolico leva ao acimulo
dos aminoacidos essenciais LEU, ISO e VAL, dos a-cetoacidos
correspondentes, CIC, CMV e CIV, bem como dos hidroxiacidos, acido
a-hidroxi-isocaproico, a-hidroxi-isovalérico e 2-hidroxi-3-metilvalérico,
em tecidos e liquidos corporais de pacientes (Mackenzie e Woolf, 1959;
Treacy et al., 1992; Chuang e Shih, 2001).

Estima-se que a incidéncia mundial da DXB seja de 1 para
185.000 nascidos vivos. Embora relativamente rara, apresenta elevada
incidéncia entre 0s Menonitas residentes no estado da
Pensilvania/Estados Unidos, atingindo 1 para cada 176 (Chuang e Shih,
2001). A segregacdo mendeliana da mutacdo do tipo A
(p.Y393N/pY438N) foi estabelecida através de estudo gendmico de 70
membros, incluindo 12 pacientes de diferentes geracbes Menonitas
(Mitsubuchi et al., 1992) que migraram da Europa Central para a
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Pensilvania no século XVIII (Love-Gregory et al., 2002; Puffenberger,
2003). Em sua totalidade, os Menonitas carregam a mutacéo do tipo 1A,
0 mais prevalente fen6tipo classico da DXB (Zhang et al., 1989).

Estudos epidemioldgicos realizados em paises que incluem a
DXB em programas de rastreamento neonatal estimam incidéncias
variadas para esta doenga. Na Alemanha, 1 para 133.000 nascidos vivos
(Fingerhut, 2009), em Portugal, 1 para 86.800 (Quental et al., 2010) e na
regido da Galicia/Espanha, 1 para 39.300 (Couce Pico et al., 2007).
Estima-se a prevaléncia da DXB no Brasil em 1 para 43.000 nascidos
vivos (Pinto et al., 1998; Martins, 1999; Souza et al., 2002).

1.2.3 Metabolismo dos AACR

Os AACR LEU, ISO e VAL sdo aminodcidos alifaticos neutros,
constituidos por quatro ou mais atomos de carbono, com um grupamento
metila que ramifica a cadeia de carbonos na posi¢do 3 ou 4 (Schadewaldt
e Wendel, 1997; Chuang e Shih, 2001). Sdo aminoacidos essenciais que
resultam em um acréscimo superior a 60 % na concentragdo dos
aminoacidos sanguineos ap6s a ingestdo de proteinas (Wahren et al.,
1976). Estes trés aminoacidos possuem rota catabdlica semelhante e sdo
metabolizados pelo musculo esquelético como fonte alternativa de
energia (Odessey e Goldberg, 1972; Hutson et al., 1978), sendo também
oxidados ativamente pelos rins (Goldberg e Odessey, 1972), coracdo
(Buse et al., 1972; Sans et al., 1980), tecido adiposo (Goodman, 1977) e
cérebro (Chaplin et al., 1976).

A via de degradacdo dos AACR inicia com o transporte desses
amino4cidos para o interior celular através do sistema L-transportador
independente de Na*, localizado na membrana plasmatica (Oxender e
Christensen, 1963; Prentki e Renold, 1983). Na célula, estes aminoacidos
passam por trés etapas iniciais comuns: transaminacéo, descarboxilagdo
oxidativa e desidrogenacdo (Meister, 1965). Na primeira etapa, ocorre
uma transaminacdo reversivel, catalisada pela aminotransferase dos
aminoacidos de cadeia ramificada (ATCR; EC 2.6.1.42), existente nas
isoformas citosélica (ATCRc) e mitocondrial (ATCRm) (DeSantiago,
1998). Essa transaminacg&o origina os CACR derivados da LEU, CIC, da
ISO, CMV e da VAL, CIV. Na sequéncia, os a-cetoacidos citosolicos sao
translocados para o interior mitocondrial através de seus transportadores
especificos (Hutson e Rannels, 1985), onde sofrem descarboxilacdo
oxidativa irreversivel catalisada pelo CDCCR (Pettit et al., 1978; Danner
et al., 1979). Nesta segunda etapa, havera a producao de isovaleril-CoA,
a-metilbutiril-CoA e isobutiril-CoA, derivados do CIC, CMV e CIV,
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respectivamente, que passam posteriormente para a terceira etapa, em que
sofrem desidrogenacdo pelas acil-CoA desidrogenases especificas (Ikeda
e Tanaka, 1988a; Ikeda e Tanaka, 1988b). Apos estas etapas, cada o-
cetoacido segue uma via diferente de degradacdo. A LEU forma acetil-
CoA e acetoacetato como produtos finais, sendo, portanto, um
aminoacido cetogénico, a ISO produz acetil-CoA e succinil-CoA, sendo
tanto cetogénico como glicogénico e a VAL é convertida exclusivamente
a succinil-CoA, portanto, glicogénico (Chuang e Shih, 2001). A
deficiéncia enzimatica na segunda etapa resulta no acimulo dos AACR e
seus cetoacidos, originando a DXB (Figura 1).
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Figura 1. Rota metabolica dos aminoéacidos de cadeia ramificada leucina,
isoleucina e valina. As duas primeiras reagdes comuns sdo catalisadas pelas
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seguintes enzimas: transaminacdo reversivel pela aminotransferase dos
aminodcidos de cadeia ramificada (1); descarboxilagdo oxidativa dos cetodcidos
de cadeia ramificada e esterificagdo da coenzima A pelo complexo a-cetoacido
desidrogenase (2). Em 2, destaque ao blogueio que determina a doenca da urina
do xarope do bordo pela deficiéncia do complexo multienziméatico mitocondrial
CDCCR. Adaptado de Chuang e Shih (2001).

1.2.3.1 CDCCR

O CDCCR é um complexo multienzimético localizado na
membrana mitocondrial interna das células de mamiferos (Yeaman, 1986;
Chuang e Shih, 2001; Chuang et at., 2008) envolvido na descarboxilagdo
oxidativa dos AACR (Nobukuni et al., 1992; Parrella et al., 1994; Chuang
e Shih, 2001). E uma macromolécula que compreende trés componentes
cataliticos: uma a-cetoacido descarboxilase de cadeia ramificada (0232)
ou E1, uma di-hidrolipoil transacilase (24 subunidades idénticas) ou E2 e
uma di-hidrolipoamida desidrogenase homodimérica ou E3 (Chuang et
al., 2008). O componente catalitico E1 é composto por duas subunidades:
Ela e E1B (Yeaman, 1989). O complexo multienzimatico é composto
ainda por duas enzimas regulatdrias, uma cinase e uma fostatase. Estas
enzimas regulam a atividade do complexo através dos ciclos de
fosforilacdo (inativacdo)/desfosforilicdo (ativacdo) de dois residuos de
serina da unidade Ela (Eisenstein et al., 1991; Peinemann e Danner,
1994).

A atividade deste complexo regula o fluxo dos AACR usados
para a obtencdo de energia, sendo 0 passo irreversivel da via catabdlica.
Os componentes E1 e E2 sdo especificos para 0 CDCCR, enquanto que a
proteina E3 é também componente dos complexos o-cetoglutarato e
piruvato desidrogenase (EC 1.2.4.1) (Reed e Hackert, 1990). O
componente E1 catalisa uma descarboxilacdo dos a-cetoacidos mediada
pela tiamina pirofosfatase (EC 3.6.1.-) reduzindo a molécula de lipoil
covalentemente ligada a E2. A molécula do lipoil reduzida e o dominio
lipoil servem como um brago movel 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 dinucleotideo
de flavina e adenina (FAD), reoxida o residuo de di-hidrolipoil do
componente E2, dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidado
(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 producéo de
acil-CoA de cadeia ramificada, CO; e dinucleotideo de nicotinamida e
adenina reduzida (NADH) na proporcao de 1:1:1 (Danner et al., 1979).
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1.2.4 Aspectos moleculares do CDCCR

O CDCCR humano ¢ codificado por seis l6cus genéticos (Ela,
E1B, E2, E3, CDCCR cinase ¢ CDCCR fosfatase). Com base na
subunidade afetada do CDCCR humano, a DXB ¢ classificada em quatro
grupos moleculares que destacam a heterogeneidade genética da doenca
(Chuang e Shih, 1995). Estes incluem os tipos IA e IB para muta¢Ges nos
genes BCKDHA e BCKDHB, subunidades cataliticas Ela e EIf,
respectivamente, tipo Il para mutagdes no gene DBT (unidades cataliticas
E2) e tipo Il para mutacdes no gene DLD (unidade catalitica E3). Ha
outros dois tipos ainda ndo documentados, tipo 1V e V, reservados para
as mutacBes na CDCCR cinase e CDCCR fosfatase (Nellis e Danner,
2001; Chuang et al., 2008).

Foram identificadas até hoje um total de 166 mutacfes em trés
unidades cataliticas que causam a DXB, sendo 50 mutag@es no tipo IA,
53 no tipo IB, 49 no tipo Il e 14 no tipo Il1l, demonstrando ndo haver
ocorréncia preferencial de mutagdes da DXB entre as trés subunidades
CDCCR especificas (Ela, E1B e E2), exceto para o tipo III (Nellis e
Danner, 2001). A gravidade da deficiéncia enzimatica causada por
mutagdes na unidade E3 pode estar associada a um aumento na letalidade
intrauterina, resultando em menor incidéncia de NVs com DXB tipo Il
(Fischer et al., 1989; Chuang et al., 1997; Chuang et al., 2004). As 50
mutacBes do tipo 1A estdo fortemente associadas ao feno6tipo da DXB
classica (Zhang et al., 1989).

1.2.5 Aspectos clinicos da DXB

H& cinco fendtipos clinicos na DXB, causados por mutagfes
genéticas em alguns dos genes citados acima. As manifestacdes clinicas
sdo varidveis e dependentes da atividade residual do CDCCR. Séo
classificadas em fenOtipo classico, intermediério, intermitente,
responsivo a tiamina e deficiente de E3 (Tabela 1) (Chuang e Shih, 2001).
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Tabela 1. Classificacdo dos fen6tipos clinicos da DXB de acordo com
a atividade residual do CDCCR.

Atividade
Fenotipo Clinico Caracteristicas Clinicas Enzimatica
Residual (%)

Inicio neonatal, recusa
alimentar, letargia,
Cléssico hipotonia ou hipertonia 0a2
muscular, cetoacidose e
convulsdes

ADNPM*, cetoacidose

Intermediario pouco frequente 3a30
Inicio de desenvolvimento
normal. Episodios de
Intermitente ataxia, cetoacidose 5a20
precipitada por infeccdo ou
estresse
Responsivo a Semelhante a forma 2240
Tiamina intermediaria

Auséncia de sintomas

neonatais, ADNPM*,

Deficiéncia de E3 hipotonia, acidose latica, 0a25
distdrbios do movimento,

deterioracdo progressiva

*ADNPM = Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor. Adaptado de Chuang
e Shih (2001).

A forma neonatal classica é a mais comum e a mais grave da
doenca, visto que a atividade enzimatica do CDCCR nos recém-nascidos
atinge um méximo 2 %. Representa aproximadamente 80 % dos casos de
DXB. Os niveis de AACR, em especial da LEU, estdo particularmente
elevados, podendo chegar a 2000 pmol/L em sangue, liquido
cerebrospinal e urina. Cinquenta por cento ou mais dos a-cetodcidos
presentes é o que deriva da LEU, ou seja, CIC (Chuang e Shih, 2001).
Valores de LEU superiores a 800 pmol/L aumentam o risco de
desenvolvimento de encefalopatia (Morton et al., 2002; Serra et al.,
2010). Os recém-nascidos apresentam-se assintomaticos ao nascimento,
sendo que as manifestacOes clinicas se iniciam geralmente entre 0 4° e 7°
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dia de vida e caracterizam-se por letargia e succdo débil, que evoluem
com perda de peso e sinais neuroldgicos progressivos, com alternancia
entre hipotonia/hipertonia muscular com extenséo distonica (opistétono)
semelhante a postura de descerebracéo. Cetose e odor adocicado que se
assemelha ao odor do xarope do bordo é perceptivel nesta fase, na
urina/cerimen. No entanto, é mais aparente quando a urina seca na roupa
ou fralda (Morton et al., 2002). A intensidade do odor na urina esta
diretamente relacionada ao aumento da LEU no plasma, sendo mais
evidente durante a descompensagdo metabolica (Chuang e Shih, 2001).
Se ndo tratados, o quadro clinico evolui para convulsdes e edema cerebral
generalizado com progressiva deterioracdo neurolégica, que culmina com
0 Obito em poucas semanas de vida (Chuang e Shih, 2001). Observa-se
hipomielinizacdo/desmielinizacdio no SNC e atrofia cerebral,
principalmente durante as crises de descompensacéo metabolica (Chuang
e Shih, 2001; Schonberger et al., 2004).

Individuos com a forma intermediaria da DXB apresentam uma
atividade enzimatica residual entre 3 a 30 % do normal, geralmente nédo
manifestam sintomas no periodo neonatal e o diagndstico ocorre entre 0s
cinco meses e sete anos de vida. Apresentam ADNPM e convulsfes
(Fischer e Gerritsen, 1971; Kalyanaraman et al., 1972; Weiss et al., 1975;
Stoppoloni et al., 1978; Verdu et al., 1985; Rittinger et al., 1986) e graves
episodios de cetoacidose (Fischer e Gerritsen, 1971; van der Horst e
Wadman, 1971; Duran etal., 1978; Velazquez et al., 1981; Gonzalez-Rios
et al., 1985), porém a encefalopatia aguda ¢é rara (Muller et al., 1971;
Gonzalez-Rios et al., 1985). Os pacientes cursam com persistentes
elevacdes de AACR e prejuizo neurol6gico, podendo apresentar
deficiéncia intelectual progressiva e inespecifica (Chuang e Shih, 2001).

Na forma intermitente da doenca, a atividade enzimatica
representa 5-20 % de atividade normal do CDCCR. O surgimento dos
sintomas geralmente aparece entre 0 quinto més e o segundo ano de vida
em associacdo com otite média e/ou outra infeccdo, mas pode aparecer
até a 52 década de vida (Lie et al., 1985). Nesta forma, os niveis de AACR
estdo aumentados apenas nas crises metabolicas agudas, desencadeadas
por quadro infeccioso ou sobrecarga de proteinas na dieta (Chuang e Shih,
2001; de Baulny et al., 2012).

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

A DXB por deficiéncia da subunidade E3 é rara. O fendtipo é
semelhante a DXB intermedidria, porém esta associada a acidose lactica
grave. Os sintomas podem surgir no periodo neonatal ou mais tarde
(Chuang e Shih, 2001). A subunidade E3 do CDCCR também é
componente dos complexos a-cetoglutarato desidrogenase e piruvato
desidrogenase. Portanto, este tipo de DXB apresenta fenétipos clinico e
bioquimico distintos, caracterizados por elevacdes plasmaticas de lactato,
piruvato e alanina (Chuang e Shih, 2001; Strauss et al., 2006a).

1.2.6 Diagnostico e Tratamento

O diagndstico da DXB é laboratorial através da andlise de
aminoacidos e/ou &cidos organicos em sangue, plasma ou urina, sendo
geralmente realizado em individuos com teste de triagem positivo, com
sintomas sugestivos ou naqueles com histéria positiva para DXB (Chuang
e Shih, 2001, Strauss et al., 2006a). A identificacdo da doenca pode
ocorrer através do Teste do Pezinho ampliado (teste de triagem neonatal),
0 qual fornece um resultado semiquantitativo, quando realizado por
cromatografia de aminoacidos, ou quantitativo, quando realizado por
espectrometria de massa em sequéncia (MS/MS) (Souza et al., 2002).
Esse ultimo, considerado um teste diagnéstico por apresentar maior
sensibilidade e especificidade (Simon et al., 2006).

A identificacdo de concentragfes plasmaticas e urinarias
elevadas de LEU, ISO e VAL é feita por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), autoanalisador de aminoacidos ou por
espectrometria de massa em sequéncia. No entanto, o perfil normal destes
aminoacidos ndo pode excluir o diagndéstico da forma intermitente, que
geralmente é diagnosticada durante a descompensacdo aguda. Os CIC,
CIV e CMV podem ser detectados pela analise de acidos organicos na
urina através da cromatografia gasosa acoplada a espectrémetria de massa
(CG-MS) (Chuang e Shih, 2001). O diagndstico é confirmado pela
avaliacdo da atividade enzimatica do CDCCR em linfdcitos, fibroblastos
ou por bidpsia de figado (Schadewaldt et al., 2001; Strauss et al., 2006a).
As concentracfes plasmaticas normais dos AACR, depois de 2 a 3 horas
de ingestdo de proteina, sdo LEU entre 80-200 pmol/L (1,0-2,6 mg/dL),
ISO 40-90 umol/L (0,5-1,2 mg/dL) e VAL 200-425 umol/L (2,3-5,0
mg/dL) (de Baulny et al., 2012). Entretanto, em pacientes com DXB nédo
tratados, a LEU, principal metabdlito acumulado na doenca, pode atingir
niveis plasmaticos de até 5 mM, enquanto a ISO e a VAL atingem 1 mM



44

(Zielke et al., 1996). O diagndstico pré-natal para as familias em que ja
houve identificacdo da mutacdo envolvida pode ser obtido através da
cultura de células do liquido amnidtico retiradas por amniocentese entre
a 142 e a 18?2 semanas gestacionais (Chuang e Shih, 2001, Wajner e
Vargas, 2002, de Luis Roman e Izaola Jauregui, 2005). A detec¢do sérica
da aloisoleucina é considerada fator patognoménico da doenca
(Schadewaldt et al., 1999). Esta € um aminoacido néo proteico formado a
partir da ramificacdo da ISO e apresenta depuracdo lenta. Isto faz com
gue sua concentracao plasmatica permaneca elevada por varios dias apos
a descompensacdo metabolica, sendo permanentemente detectavel na
forma classica da DXB (Chuang e Shih, 2001, de Luis Roman e lzaola
Jauregui, 2005). Exames complementares como a tomografia
computadorizada, ressonancia nuclear magnética e eletroencefalograma
geralmente sdo realizados com fins de acompanhamento e/ou defini¢do
prognostica (Chuang e Shih, 2001).

Essencialmente, o tratamento da DXB visa a restaurar a
homeostase do metabolismo intermediario e evitar a descompensacédo
metabdlica, através da manutencdo da sintese de proteina normal e
prevencdo de catabolismo proteico. Ainda, através da prevencdo de
desequilibrios ou deficiéncias de aminoacidos e intermediarios
metabdlicos, da atenuagdo da disfuncdo celular, da restauracdo da
homeostase energética e da promocao de anabolismo (Snyderman et al.,
1964; Chuang e Shih, 2001). Clinicamente, ha duas condutas a serem
adotadas: o tratamento de fase aguda (durante crises de descompensagdo
metabdlica) e o de fase da manutengdo (paciente assintomatico e com
bom controle dos niveis de AACR). Na fase aguda, o tratamento é
baseado em trés pontos: rapida reducdo das concentrac6es dos niveis de
AACR, suporte nutricional e inducéo do anabolismo através do aporte de
proteinas hidrolisadas isentas de AACR. Outras estratégias podem ser
utilizadas, se necessario, como dialise peritoneal (mais pratica e mais
utilizada nos hospitais), hemodidlise e hemofiltracdo (Calvo et al., 2000;
Strauss et al., 2006a).

Na fase da manutencdo, preconiza-se uma dieta restrita de
proteinas, com baixo conteudo de AACR e suplementada com uma
férmula semissintética, que consiste em complemento alimentar isento de
AACR, mas que conttm uma mistura de outros aminoacidos,
carboidratos, vitaminas, minerais e oligoelementos (Strauss et al., 2006a).
Recentemente, as formulas para pacientes com DXB foram enriquecidas
com aminoAacidos essenciais (triptofano, tirosina, fenilalanina, metionina
e treonina), uma vez que estes competem com 0s AACR pelo mesmo
transportador de aminoacidos neutros no cérebro, objetivando diminuir o
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aporte de AACR para esta estrutura (Strauss et al., 2010). Esse tratamento
visa a diminuir o acimulo de metabdlitos toxicos, principalmente da LEU
e do CIC, minimizando os efeitos deletérios ao SNC. O objetivo do
tratamento € manter os niveis plasmaticos de LEU o mais préximo
possivel dos valores de referéncia, entre 77 e 153 umol/L (Lepage et al.,
1997) ou, preferencialmente, entre 100 e 300 umol/L, que sdo limites
aceitaveis para evitar danos (Morton et al., 2002). Contudo, a disfuncédo
neurolégica pode ser observada em muitos pacientes, uma vez que o
desenvolvimento mental estd relacionado & idade de inicio da terapia
(mais precoce possivel), a duragcdo dos periodos de descompensacdo
metabdlica e ao estrito cumprimento da dieta a longo prazo (Chuang e
Shih, 2001; Morton et al., 2002; Strauss et al., 2010).

Outra opcdo terapéutica proposta recentemente é o transplante
ortotdpico hepatico, considerado particularmente benéfico na DXB
classica, quando a atividade residual do CDCCR é extremamente baixa
(Serra et al., 2010). No entanto a experiéncia relacionada a esta pratica
ainda é limitada. A possibilidade de passar de uma dieta restrita para uma
dieta livre e prevenir crises de encefalopatias é contrastada com os
problemas cirdrgicos e riscos de imunossupressdo, fazendo com que as
taxas de morbidade e mortalidade sejam substanciais (Strauss et al.,
2006b; Ng et al., 2008; Mazariegos et al., 2012).

1.2.7 Achados Neurofisiopatoldgicos

Os AACR, particularmente a LEU, sdo rapidamente
transportados para cérebro e metabolizados ativamente (Oldendorf, 1971;
Chuang e Shih, 2001), sugerindo um importante papel na manutencéo
estavel do glutamato (GLU), maior neurotransmissor excitatério para a
comunicacdo interneuronal do SNC, por serem doadores de nitrogénio
(Yudkoff et al., 1993). A sintese de GLU nos astrécitos, local de maior
transaminagdo dos AACR, transfere o grupamento amino para o-
cetoglutarato para produzir GLU, que é convertido a glutamina (GLN).
Os a-cetodcidos produzidos pela transaminagdo podem ser liberados dos
astrocitos para o liquido extracelular e captados pelos neurdnios. Estas
células podem oxidar o CIC; no entanto, este preferenciamente ¢
reaminado a LEU (Snyderman, 1988; Yudkoff, 1997; Chuang e Shih,
2001).

Na DXB, o excesso de AACR e de seus a-cetoacidos interfere no
metabolismo astrocitico e neuronal, podendo afetar a biossintese de
serotonina e catecolaminas e alterar a homeostase dos ciclos GLU/LEU e
GLU/GLN (Chuang e Shih, 2001). Concentrac@es elevadas de LEU e CIC
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sdo particularmente tdxicas ao cérebro (Zinnanti et al., 2009; Strauss et
al., 2010). O CIC é considerado o cetodcido mais tdxico, pois inibe o
consumo de oxigénio no cérebro de ratos (Amaral et al., 2010), a oxidagdo
do 3-hidroxibutirato de cobaias e provoca deficiéncia na formagéo de
mielina em cerebelo de ratos (Gibson e Blass, 1976). Além disso, o
acumulo de CIC favorece a sintese de LEU, numa reacéo bidirecional de
transaminase, consumindo GLU, que é utilizado tanto como
neurotransmissor como fonte de energia (Hutson et al., 2001). O GLU ¢
precursor direto do neurotransmissor inibitdrio GABA, que também pode
estar depletado (Figura 2) (Zinnanti et al., 2009; Strauss et al., 2010;
Muelly et. al., 2013).

SANGUE CEREBRO

Cic

4 ALANINA

PIRUVATO LACTATO
¥

.’ LEU LEUCINA NADH + H- Nao-

TIROSINA

»  DOPAMINA

a CETOGLUTARATO

FENILALANINA
» >
TRIPTOFANO SEROTONINA

ISOLEUCINA

> > HISTAMINA
HISTAMINA

VALINA <« » »  S-ADENOSILMETIONINA CEN

METIONIA

TIROSINA GLU »

=P cic cic e

Figura 2. Teorias do mecanismo neurotéxico na DXB. Na barreira
hematoencefalica, a LEU, possui alta afinidade pelo LAT-1, satura o
transportador e bloqueia a captacdo de outros competidores tirosina, fenilalanina,
triptofano, isoleucina, histamina, valina, metionina, glutamina e treonina. Entre
estes estdo os precursores dos neurotransmissores (dopamina, norepinefrina,
serotonina e histamina) e S-adenosilmetionina (S-AdoMet), o maior doador de
grupo metila cerebral. O CIC entra no cérebro através do transportador de
monocarboxilatos (MCT) e reverte 0 sentido da atividade da transaminase
cerebral. Isto esgota 0 GLU, 0o GABA e a GLN, enquanto aumenta a producdo de
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LEU e a-cetoglutarato. O GLU e 0 GABA s&o 0s neurotransmissores excitatorios
e inibitérios mais abundantes, repectivamente, no cérebro humano. A
encefalopatia na DXB pode também bloquear a fosforilagdo oxidativa, através de
um mecanismo ainda desconhecido, que aumenta as relacées de NADH/NAD",
0 que poderia explicar os niveis elevados de lactato cerebral observados tanto em
camundongos como em humanos, durante crises metabdlicas. LEU = leucina;
CIC = acido a-cetoisocaproico; LAT-1 = transportador de aminoacido do tipo 1;
MCT = transportador de monocarboxilatos; TA = transaminacdo; NADH =
dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido; NAD* = dinucleotideo de
nicotinamida e adenina reduzido; GLU = glutamato; GABA = acido gama
aminobutirico; GLN = glutamina. Adaptado de Strauss et al., (2010) e Muelly et
al., (2013).

Estudos tem demonstrado que os metabélitos acumulados na DXB
podem comprometer a homeostase mitocondrial. Gibson e Blass (1976)
demonstraram que o-cetoacidos inibem a oxidacdo da glicose e a sintese
de acetilcolina, lipidios, proteinas e acidos nucleicos em fatias de cérebro
de ratos. Ainda, inibem a enzima &cido graxo sintetase, a oxidagéo do
piruvato, o transporte mitocondrial de piruvato, a atividade do complexo
piruvato desidrogenase e a atividade da enzima o-cetoglutarato
desidrogenase em cérebro de ratos. Os aminoacidos VAL e ISO por sua
vez, inibem alostericamente a enzima piruvato cinase. Panten e
colaboradores (1972) propuseram que a LEU seria a responsavel pela
hipoglicemia apresentada pelos pacientes com DXB, ja que uma de suas
propriedades é estimular a secrecdo de insulina.

Estudos in vitro apontam para um efeito inibitdrio dos CACR sobre
a producéo de CO; e a atividade do complexo I-11l da cadeia respiratoria
(Sgaravatti et al., 2003). Nesse mesmo modelo, foi demonstrado que os
AACR, mas ndo CACR, reduzem a atividade da creatina cinase em
homogeneizados de cérebro (Pilla et al., 2003). Ribeiro e colaboradores
(2008) demonstraram que 0os AACR produziram um efeito inibitério in
vitro sobre a producdo de CO,, bem como sobre a cadeia respiratdria,
inibindo os complexos II-111, 111 e IV. Outros resultados in vitro indicaram
gue o CIC atua como desacoplador da fosforilagéo oxidativa e como um
inibidor metabdlico, possivelmente através do seu efeito inibitorio sobre
a atividade da a-cetoglutarato desidrogenase, enquanto a LEU atua como
um inibidor metabdlico (Amaral et al., 2010).

Evidéncias crescentes demonstram que o estresse oxidativo esta
envolvido na fisiopatologia da DXB. Barschak e colaboradores (2009)
demonstraram que pacientes com DXB apresentam um aumento nos
niveis de peroxidacdo lipidica, enquanto que as concentraces de
triptofano e metionina estdo significativamente reduzidas. Foi
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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 suplementagdo de L-carnitina
apresentaram uma acentuada reducdo no teor de malondialdeido em
relagdo aos controles, reduzindo a peroxidacdo lipidica (Mescka et al.,
2013). Estudos in vitro também tém demonstrado que os AACR ¢ os a-
cetodcidos de cadeia ramificada, especialmente a LEU e o CIC,
aumentam a quimioluminescéncia e os niveis de TBA-RS, reduzem a
reatividade antioxidante total e inibem a GPx em cértex cerebral de ratos
de 30 dias de idade (Fontella et al., 2002; Bridi et al., 2003; Bridi et al.,
2005a). Ainda, a peroxidagdo estimulada pela LEU foi atenuada pelos
antioxidantes: vitaminas C e E, GSSG e SOD (Bridi et al., 2005b).
Estudos in vivo também demonstram o envolvimento do estresse
oxidativo na DXB, Mescka e colaboradores (2011) demonstraram que
animais submetidos ao modelo quimicamente induzido de DXB
apresentaram peroxidacao lipidica e dano a proteina, assim como uma
diminuicdo na atividade da CAT e GPx em cortex cerebral de ratos, e a
suplementacdo com L-carnitina foi capaz de prevenir tais alteracGes.
Além disso, também foi demonstrado que a administracdo aguda e
cronica de AACR induz dano ao DNA em hipocampo e estriado de ratos,
e a suplementacdo com antioxidantes foi capaz de prevenir tal dano
(Scaini et al., 2012b).

Jouvet e colaboradores (2000) descreveram efeitos deletérios dos
a-cetoacidos de cadeia ramificada e aminoacidos de cadeia ramificada
sobre a viabilidade celular de fibroblastos cultivados da pele de um
paciente com DXB. Pela proposi¢do dos autores, a apoptose foi ativada
pela presenga de niveis de o-cetodcidos de cadeia ramificada e
aminoacidos de cadeia ramificada semelhantes aos encontrados nos
pacientes. Funchal e colaboradores (2004a) demonstraram, em cultura de
astrdcitos, que os a-cetoacidos de cadeia ramificada levam a morte celular
em concentragdes comparaveis as observadas em individuos afetados e
gue estdo no estado de descompensacdo metabdlica. Demonstraram ainda
gue os o-cetoacidos de cadeia ramificada alteram a fosforizagdo de
proteinas do citoesqueleto celular, levando a reorganizagéo da actina e da
GFAP (proteina fibrilar glial acida) do citoesqueleto (Funchal et al., 2002;
Pessoa-Pureur et al., 2002; Funchal et al., 2004c), bem como observaram
qgue as células gliais tratadas com estes metabolitos apresentam
morfologia distinta das células controles, distinguindo-se da caracteristica
poligonal e apresentando uma distribuicdo fusiforme (Funchal et al,
2004a). Scaini e colaboradores (2012a) demonstraram que a
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administracdo aguda e crénica AACR provoca um aumento na atividade
da acetilcolinesterase em cérebro de ratos, e a coadministracdo de N-
acetilcisteina e deferroxamina previne este aumento.

Além disso, estudos em culturas de células e modelos animais tém
demosntrado o envolvimento dos AACR na modulagdo de fatores
neutréficos, como o BDNF e NGF. Nitta e colaboradores (2004)
relataram que a LEU-1SO, um dipeptido hidrofdbico, induz a sintese de
BDNF no estriado e em cultura de neurdnios mesencefalicos. Por outro
lado, o0 BDNF regula a expressdo de mRNA da aminotransferase de
AACRc (enzima que catalisa a transaminagdo de AACR com a-
cetoglutarato, o que resulta na producdo o-cetoacidos de cadeia
ramificada no cérebro (Castellano et al., 2006). Scaini e colaboradores
(2015) demonstraram que a administracdo aguda de AACR em ratos de
10 e 30 dias de idade aumentou os niveis de pr6-BDNF e diminuiu os
niveis proteicos do ativador de plasminogénio tecidual (tPA) no estriado
e hipocampo, sugerindo que a baixa atividade proteolitica gera niveis
menores de mBDNF e, portanto, um acimulo de pr6-BDNF no cérebro.
Por outro lado, os mesmos autores demonstraram que a administragdo
cronica de AACR causou um aumento nos niveis de BDNF no hipocampo
e cortex cerebral acompanhado por prejuizo da memoria espacial,
sugerindo que o prejuizo da memoria possa ser decorrente da
hiperexcitabilidade cerebral causada pelo BDNF (Scaini et al., 2013a).
Além disso, um estudo realizado em ratos sumetidos ao modelo
guimicamente induzidos de DXB, demonstrou que apds a administracdo
aguda e cronica de AACR houve uma reducéo significativa nos niveis
proteicos de NGF e dos niveis de mMRNA do gene ngf no hipocampo de
ratos, e a suplementagcdo com antioxidante foi capaz de prevenir essa
diminuigdo nos animais submetidos a administracdo crénica de AACR
(Scaini et al., 2013b).

AlteracGes comportamentais também s&o atribuidas ao acumulo
de AACR e seus respectivos o-cetodcidos. Walsh e Scott (2010)
demonstraram alteracfes no perfil neurocognitivo e motor de uma
paciente com diagnostico de DXB, observando déficit no raciocinio ndo
verbal e visuo-espacial, déficit de atencdo, de controle motor fino e
prejuizo das funcdes executivas. Mello e colaboradores (1999), utilizando
um modelo crénico de administracdo de LEU, observaram alteragdes
comportamentais 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 LEU e seu a-cetoacido causam alteragdes em
processos associados com a aprendizagem. Coitinho e colaboradores
(2001) demonstraram que animais submetidos a administracdo
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intraestriatal de CACR apresentam comportamento convulsivante. Foi,
também, demonstrado que a administracdo intra-hipocampal de CACR
provoca déficit cognitivo em tarefas aversivas e ndo aversivas (Vasques
et al., 2005). Nesse contexto, foi demonstrado que uma Unica
administragdo intra-hipocampal de LEU em ratos adultos prejudica a
consolidacdo da memdria e causa comprometimento na formagdo da
potencializacdo de longa duracdo (LTP) (Glaser et al., 2010). Além das
alteragdes neurocognitivas, estudos tm demonstrado que pacientes com
DXB na idade adulta apresentam elevada taxa de distlrbios
neuropsiquiatricos, como transtorno de déficit de atencéo, depressao e
ansiedade (le Roux et al., 2006; Strauss et al., 2006a; Walterfang et al.,
2013). Muelly e colaboradores (2013) demonstraram que as deficiéncias
neuroquimicas demonstradas em pacientes com DXB e em modelos
animais podem persistir no estado crénico, embora em menor grau, e
cumulativamente contribuir para a morbidade neuropsiquiétrica.

1.3 FATORES NEUROTROFICOS

Fatores neurotroficos sdo proteinas sollveis que regulam a
sobrevivéncia, o crescimento, a plasticidade morfoldgica e a sintese de
novos neurdnios com funcdes diferenciadas (Hefti et al., 1993; Lewin e
Barde, 1996; Bibel e Barde, 2000). Seu conjunto de ac¢des inclui também
ainibicdo do processo de morte celular por apoptose (Shaltiel et al., 2007)
e 0 envolvimento em processos cognitivos (Rybakowski et al., 2006).
Sendo esses fatores essenciais para o funcionamento e sobrevivéncia
neuronal, supde-se que a viabilidade neuronal possa ser afetada pela
reducdo persistente destes no SNC (Du et al., 2003).

Os fatores neurotroficos comp6em duas principais familias: a das
neurotrofinas (NTs) e a do fator neurotrofico derivado da glia (GDNF)
(Chao, 2003). A familia das NTs compreende peptideos com grande
homologia estrutural, sintetizados inicialmente como pro-neurotrofinas
(pr6-NTs) no reticulo endoplasmatico rugoso e clivadas no complexo de
Golgi pela furina ou nos granulos secretores pelas pré-proteinas
convertases, adquirindo entdo sua forma madura. Em geral, séo
armazenadas no complexo de Golgi e entdo transportadas para o terminal
axonico pré-sinaptico ou dendritos pos-sinapticos para secre¢do local, que
pode ocorrer espontaneamente (permissiva, constitutiva) ou em resposta
aum estimulo (instrutiva, regulada) (Seidah etal., 1996; Limetal., 2003).
Os principais componentes dessa familia sdo o fator de crescimento
neural (NGF) (Sofroniew et al., 2001; Aloe, 2004), o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) (Barde et al., 1982), a neurotrofina-3 (NT-
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3) (Hohn et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990) e a neurotrofina-4/5 (NT-
4/5) (Hallbook et al., 1990, Berkemeier et al., 1991).

As formas maduras das NTs ligam-se a receptores especificos
chamados tropomiosina receptor cinases (Trk), promovendo a sua
dimerizacdo e ativacdo. Existem trés tipos de receptores Trk: TrkA, cujo
ligante ¢ NGF, TrkB, cujos ligantes sao BDNF e NT-4, e TrkC, ao qual
se liga NT-3 (Lim et al., 2003; Schechter et al., 2005). As pr6-NTs
apresentam afinidade ao receptor p75N™R, membro da familia do fator de
necrose tumoral (TNF). Usualmente, a ligagdo de NTs maduras ao
receptor p75NTR desencadeia cascatas de sobrevivéncia neuronal,
enquanto que a ligacdo de pro-NTs a ele, ativa cascatas apoptdticas (Lu
et al., 2005). Além disso, o receptor p75NTR também pode ser visto como
modulador desta interagdo. Existem evidéncias de que a expressdo do
receptor p75NTR confere maior seletividade de ligagéo e maior intensidade
de atuacdo dos receptores TrK. Embora o receptor p75NR e os receptores
Trk ndo tenham capacidade de ligacdo entre si, existem evidéncias da
formacdo de complexos interativos entre eles na auséncia de ligantes
(Figura 3) (Benedetti et al., 1993; Bibel et al., 1999; Chao, 2003).
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Figura 3. Esquema representativo das NTs e de seus receptores especificos. As
NTs ligam-se seletivamente a receptores especificos de Trk promovendo a sua
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dimerizacéo e ativacdo de vias de transducéo 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-NTs se ligam ao receptor p75N'R, ativando
cascatas de morte celular. InteragBes entre Trk e receptores p75 podem alterar a
especificidade da ligacdo dos receptores Trk, aumentando sua afinidade. Trk =
tropomiosina receptor cinases; NGF = fator de crescimento neural; BDNF = fator
neurotréfico derivado do cérebro; NT-3 = neurotrofina 3; NT-4 = Neurotrofina 4.
Adaptado de Chao (2003).

Os receptores Trk tém como caracteristica a presenca de
dominios tirosina-cinases desencadeadores da transducdo de sinais
intracelulares. Sofrem dimerizacdo induzida pelo ligante, ativando
maltiplos sinais que promovem manutencdo e sobrevivéncia neuronal
através da autofosforilacdo de dominios especificos (Barbacid, 1995;
Gargano et al., 1997). Kaplan e colaboradores (2000) analisaram
diferentes vias de sinalizagdo citoplasmaticas, comparando a atuacdo
diferencial dos receptores TrkA e TrkB em neurdnios simpaticos. O TrkA
desencadeia predominantemente a ativagdo de fosfatidilinositol-3-cinase
(PI-3-cinase), garantindo sobrevivéncia, enquanto que o TrkB pode
desencadear vias distintas de sinalizacdo pela ativagdo de PI-3-cinase ou
cinase ativada por mitdgeno (MAPK). Através das neurotrofinas, as
cascatas de virus do sarcoma de rato (Ras), proteina associada ao receptor
1 (Rap-1), MAPK, PI-3-cinase e fosfolipase C-C-y (PLC-y) sdo ativadas.
Estas vias estdo envolvidas em mecanismos patologicos e também na
modulagdo da plasticidade fisioldgica, como na melhora nos processos de
memoria em roedores devido a ativacdo da MAPK pelo NGF (Walz et al.,
2000).

O NGF, descoberto e caracterizado no inicio da década de 50
como fator de sobrevivéncia e crescimento de neuritos provenientes de
neurdnios simpaticos e sensitivos (Hamburger e Levi-Montalcini, 1949;
Levi-Montaltini e Hamburger, 1951), é produzido no cérebro durante a
vida e é crucial para o crescimento, manutencdo e sobrevivéncia de
neurdnios colinérgicos (Sofroniew et al., 2001). Além disso, 0 NGF atua
como fator tréfico para neurbnios colinérgicos, uma vez que sua
administracdo in vivo aumenta a atividade da colina acetiltransferase
(Gnahnetal., 1983; Mobley et al., 1985). Knipper e colaboradores (1994)
demonstraram que a estimulacdo aguda com NGF aumenta a liberagéo de
GLU em sinaptossomas corticais de ratos. A administracdo
intracerebroventricular (ICV) continua de NGF melhora a retengdo da
aprendizagem em camundongos (Ricceri et al., 1996), reverte o declinio
associado a idade em neur6nios colinérgicos do prosencéfalo basal e
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corrige os déficits de meméria espacial (Fischer et al., 1987). Estudos
também demonstraram que a infusdo de anticorpos anti-NGF durante
quatro semanas, prejudicaram o desempenho no labirinto aquéatico de
Morris (Nabeshima et al., 1991) e a indugdo da LTP (Hennigan et al.,
2009). Além disso, niveis diminuidos de NGF estéo correlacionados com
a deméncia em pacientes com Alzheimer (Gelfo et al., 2011).

O BDNF, uma pequena proteina dimérica amplamente expressa
no cérebro humano (Thoenen, 1995; Lewin e Barde, 1996), foi isolado
em 1982 por Barde e colaboradores em neurénios de suinos (Barde et al.,
1982). E considerado a principal NT do cérebro e o fator neurotréfico
mais abundante do SNC. O BDNF é produzido principalmente pela glia
e pelos nicleos neuronais, apresentando grande expressao em hipocampo,
neocoértex, amigdala e cerebelo (Shimizu et al., 2003). Essa NT induz
efeitos neurotréficos e neuroprotetores de longo prazo (Murer et al.,
2001). Atua como modulador da plasticidade sinaptica do SNC e SNP, na
liberacdo de neurotransmissores, facilitando a liberacdo de GLU, GABA,
dopamina e serotonina (Tyler et al., 2002; Yoshii e Constantine-Paton,
2010). Regula a excitabilidade neuronal (Bimonte, 2003; Shimizu et al.,
2003; Szapacs et al., 2004; Zhao et al., 2005). Tarefas de aprendizado
estdo associadas a um aumento dos niveis de RNA mensageiro (MRNA)
de BDNF em ratos (Yamada e Nabeshima, 2003) e ha indicios de que o
BDNF exerce um papel importante na LTP (Minichiello, 2009). Além
disso, a associacdo positiva entre 0s niveis séricos de BDNF e um teste
de fluéncia verbal em humanos foi demonstrada, reforcando a
importancia do BDNF em processos neurocognitivos (Dias et al., 2009).

AlteracOes na expressdo ou no funcionamento dessas moléculas
podem levar ndo somente a uma disfuncdo no desenvolvimento neural,
mas também a déficits de migracdo, desconexfes, alteragdo na
plasticidade cerebral e anormalidades estruturais. Tais consideragdes
conduzem a hipotese de que os fatores neurotréficos estejam envolvidos
na fisiopatologia da DXB, ja que os pacientes apresentam degeneracdo
aguda e/ou crénica de estruturas cerebrais (Chuang e Shih, 2001;
Schoénberger et al., 2004).

ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo ocorre quando h4 um desequilibrio entre
agentes oxidantes e sistemas de defesa antioxidantes, em favor da
producdo excessiva de espécies reativas ou em detrimento da velocidade
de sua remocdo (Ferreira e Matsubara, 1997). Como conceito, espécies
reativas sdo atomos, moléculas ou ions derivados do oxigénio, com um



54

ou mais elétrons desemparelhados, altamente instaveis e reativos, avidos
por ganhar ou perder um elétron de outras moléculas, para tornarem-se
estaveis (Ferreira e Matsubara, 1997; Asmus e Bonifaci¢, 2000). A
producdo de espécies reativas constitui-se em uma agdo continua e
fisioldgica, que cumpre fungdes bioldgicas essenciais, em um cenario de
reacdes de oxido-reducdo, podendo ceder o elétron solitario e serem
oxidados ou receber outro elétron e serem reduzidos (Ferreira e
Matsubara, 1997; Schneider e Oliveira, 2004). Estas rea¢cGes ocorrem no
citoplasma, mitocondrias ou membrana celular e os seus alvos celulares
(proteinas, carboidratos, lipideos ou DNA) estéo relacionados com o local
de formagdo (Anderson et al., 2000), sendo a mitocOndria, através da
cadeia transportadora de elétrons, a principal fonte geradora de espécies
reativas (Green et al., 2004). Constituem trés classes de compostos,
espécies reativas de oxigénio (EROSs), espécies reativas de enxofre
(ERES) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs). As EROs incluem todos
os radicais do oxigénio, dentre eles o anion superoxido (O2*"), o peroxido
de hidrogénio (H20>), o radical hidroxila (OH*®) e 0 oxigénio singlet (*O5).
Dentre as principais ERNs estdo o éxido nitrico (NO*) e o peroxinitrito
(ONOO") (Halliwell e Gutteridge, 2007).

O anion superdxido é formado principalmente através da cadeia
transportadora de elétrons ou por acdo de células fagocitarias durante o
processo de defesa. Apesar do nome, esse radical é fracamente reativo
(Halliwell, 1996; Halliwell, 2001; Thomas, 2003). O radical hidroxila,
formado pela reag&o entre 0 O2* e 0 H20; ou pela reacéo entre o0 H,0 e
metais de transicdo como o ferro (Reacdo de Fenton) é considerado um
poderoso e ndo seletivo oxidante. Pode reagir com todos os tipos de
macromoléculas bioldgicas, produzindo derivados que ndo podem ser
regenerados através do metabolismo celular. E o radical com maior
habilidade para iniciar a lipoperoxidacdo (Halliwell, 1996; Ferreira e
Matsubara, 1997; Halliwell, 2001), tendo uma meia vida curta (Del
Maestro, 1980; Yu, 1994). Isto torna sua configuracdo eletrdnica mais
instavel e com maior agilidade para retirar elétrons de outras moléculas
(Halliwell e Gutteridge, 2007). O peroxido de hidrogénio apresenta poder
oxidante indireto, gerando radicais OH® (Halliwell, 1996; Halliwell,
2001). O O&xido nitrico é um radical pouco reativo, com grande
importancia bioldgica por atuar na vasorregulacdo e neurotransmissdo,
porém, em excesso, pode ser citotdxico. A reacdo entre 0 NO® e o0 Oy*
leva & formagdo de peroxinitrito (ONOO"), o qual representa maior
reatividade, podendo oxidar lipideos, DNA e aminoacidos (Halliwell,
1996; Halliwell, 2001).
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As EROs e as ERNs, em baixos niveis, sdo indispensaveis em
muitos processos bioquimicos, incluindo comunicacdo intracelular,
apoptose e defesa organica contra agentes infecciosos (Halliwell, 2001).
Participam ainda de processos de sinalizagdo celular e também estéo
envolvidos na sintese e regulacdo de algumas proteinas (Halliwell, 2001).
Entretanto, a producdo excessiva dessas espécies ou deficiéncia na
remocdo gera um estado pré-oxidante que pode promover a
lipoperoxidacéo, causar a oxidagdo de proteinas ou reagir com os acidos
nucleicos, causando mutacfes ou disturbios de transcricdo (Agarwal et
al., 2006; Halliwell e Gutteridge, 2007; Ngb et al., 2009).

Para evitar os danos causados pelas EROs e pelas ERNs, o
organismo possui mecanismos de defesa chamados antioxidantes. Essas
defesas atuam contra a toxicidade dessas espécies e sdo responsaveis pela
manutencdo da homeostase entre a producdo e a eliminagéo de espécies
reativas (Halliwell e Gutteridge, 2007). O sistema de defesa antioxidante
é dividido em dois grandes grupos: sistema enzimatico e ndo enzimatico.
Os antioxidantes enzimaticos sdo importantes para desintoxicacao celular
das espécies reativas dentre as quais destacam-se as enzimas superoxido
dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; EC 1.11.1.6) e glutationa
peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9). A SOD catalisa a dismuta¢do do O2* a
H>0>, enquanto que a CAT é a responsavel pela decomposicao direta do
H>0, formando H.O e O,. A GPx catalisa a decomposicao de perdxidos
através da oxidacdo da glutationa reduzida (GSH), formando glutationa
oxidada (GSSG). Fisiologicamente, a GPx atua acoplada a enzima
glutationa redutase (GSR; EC 1.8.1.7) que por sua vez, catalisa a reducéo
da GSSG, usando dinucleotideo de nicotinamida e adenina fostato
reduzida (NADPH) como coenzima (Figura 4) (Halliwell, 2001;
Bonnefoy et al., 2002; Salvador e Henrigues, 2004; Garrel et al., 2010).
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Figura 4. Esquema representativo das vias de producéo das espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a chave do sistema antioxidante enzimatico que controla sua
producdo. SOD1 = superdxido dismutase cobre/zinco; SOD2 = superoxido
dismutase manganés; CAT = catalase; GPX = glutationa peroxidase; GSR =
glutationa redutase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada.
Garrel et al., (2010).

H& ainda compostos ndo enziméticos, sintetizados pelo
organismo e que apresentam alta capacidade antioxidante. Dentre eles
estdo a bilirrubina, a melatonina, o acido lipoico, a coenzima Q, o acido
Urico e a GSH que atuam de diferentes maneiras combatendo as espécies
reativas (Halliwell e Gutteridge, 2007). Além dos antioxidantes
endogenos, hd importantes antioxidantes exdgenos, ndo enzimaticos,
obtidos através da dieta. Dentre estes estdo acido ascorbico, B-caroteno,
a-tocoferol e os polifendis (Salvador e Henriques, 2004; Halliwell e
Gutteridge, 2007).

Em determinadas condi¢des patoldgicas, pode haver um
desequilibrio entre a producdo de oxidantes e as defesas antioxidantes,
favorecendo a ocorréncia do estresse oxidativo. Assim, o termo estresse
oxidativo é usado para se referir a situagdo na qual a geracao de espécies
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reativas ultrapassa a capacidade das defesas antioxidantes disponiveis,
gue pode resultar tanto de uma diminuicdo das defesas antioxidantes
guanto de uma producdo aumentada de oxidantes, bem como da liberacéo
de metais de transicdo ou a combinagdo de quaisquer desses fatores
(Halliwell e Whiteman, 2004; Sies et al., 2005). Esse processo conduz a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de fungdes bioldgicas
e/ou desequilibrio homeostatico (Halliwell e Whiteman, 2004). A
cronicidade deste processo tem relevantes implicacdes sobre a etiologia
de inimeras doencas cronicas ndo transmissiveis, como a aterosclerose, a
obesidade, os transtornos neurodegenerativos e o cancer (Bagchi e Puri,
1998; Green et al., 2004).

Diversos estudos evidenciam a relagéo do estresse oxidativo com
a patogénese de doencas metabolicas, neoplasicas e neurodegenerativas
(Reznick e Packer, 1993; Przedborski et al., 1996; Ben-Manachem et al.,
2000). Além disso, demonstrou-se a atuagdo do estresse oxidativo em
varios EIM, dentre eles em algumas acidemias organicas (Kolker et al.,
2001; Latini et al., 2005; Latini et al., 2007), em aminoacidopatias como
a homocistindria (Streck et al., 2003; Stefanello et al., 2005), tirosinemia
tipo I (Bird et al., 1995) e fenilcetondria (Sierra et al., 1998; Sirtori et al.,
2005; Sitta et al., 2006). Na DXB, ha suposicdes de que alteragdes nos
marcadores de lipideos, proteinas e lesdes oxidativas no DNA possam
decorrer da producdo excessiva de espécies reativas (Sitta et al., 2014).

1.5 JUSTIFICATIVA

O acumulo de AACR e de seus a-cetoacidos decorrentes de
defeitos na atividade do CDCCR interfere no metabolismo astrocitico e
neuronal, sendo que concentragdes elevadas de LEU e CIC sdo
consideradas particularmente toxicas ao cérebro, por estarem associadas
a disfuncdes neurolégicas, deficiéncia de neurotransmissores,
desmielinizacdo cerebral, distirbios neurocomportamentais, prejuizo das
fungdes executivas e de meméria. Acredita-se que o CIC seja 0 mais
téxico dos cetodcidos. Entretanto, até o momento ndo se tem uma
explicacdo completamente satisfatoria para esclarecer a fisiopatologia do
dano cerebral na DXB. Considerando que a viabilidade neuronal possa
ser afetada pela reducdo dos fatores neurotréficos e pelo estresse
oxidativo, o proposito do presente estudo foi avaliar os efeitos
neuroquimicos da administragdo intracerebroventricular aguda de CIC
sobre estruturas cerebrais de ratos com 30 dias de idade. Para tanto
analisaram-se os niveis proteicos das neurotrofinas (BDNF, pr6-BDNF e
NGF), marcadores de estresse oxidativo, atividade de enzimas
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antioxidantes e dano ao DNA, no hipocampo, estriado e cdrtex cerebral
dos animais.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito agudo da administragdo ICV do CIC sobre os niveis de
NTs, pardmetros de estresse oxidativo e dano ao DNA em cérebro de ratos
com 30 dias de vida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os niveis proteicos de BDNF, pro-BDNF e NGF em
hipocampo, estriado e cértex cerebral de ratos com 30 dias de idade,
1 hora apdés a administragéo ICV de CIC;

e Quantificar os niveis de TBA-RS e proteinas carboniladas em
hipocampo, estriado e cértex cerebral de ratos com 30 dias de idade,
1 hora apdés a administragdo ICV de CIC;

e Avaliar a atividade das enzimas SOD e CAT em hipocampo, estriado
e coOrtex cerebral de ratos com 30 dias de idade, 1 hora apds a
administracdo ICV de CIC;

e Avaliar o dano ao DNA através do teste cometa em hipocampo,
estriado e cortex cerebral de ratos com 30 dias de idade, 1 hora apés
a administracdo ICV de CIC.
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3 METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS

O presente estudo foi realizado seguindo-se as recomendacdes
internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratério, bem
como as recomendacdes para o uso de animais do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O experimento foi
previamente aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob Protocolo n°
05-2014 (Anexo A).

Foram utilizados 36 (trinta e seis) ratos machos jovens com 30 dias
de idade, pesando entre 90 e 120 g, da linhagem Wistar. Os animais,
fornecidos pelo biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense,
foram acondicionados em gaiolas, em grupos de seis. Foram mantidos
com iluminagéo e temperatura controladas, ciclo claro-escuro de 12 horas
(07:00 as 19:00, ciclo claro) temperatura de 23x1 °C, sem privacdo de
agua e alimento, exceto durante o desenvolvimento dos protocolos
experimentais. Para menor desconforto ambientel, a higiene da caixa
moradia foi realizada diariamente.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Para este estudo, foi utilizado o modelo de infusdo proposto por
de Castro Vasques e colaboradores (2004), através da administracdo ICV
de CIC (8 umol em um volume final de 2 pL) via cirurgia estereotaxica,
em ventriculo lateral direito. Foi utilizado como controle, liquido
cerebroespinhal artificial (aCSF: NaCl 140 mM, KCI 3 mM, CaCl; 2,5
mM, MgCl, 1 mM, NazHPO4 1,2 mM e NaHPO4 0,27 mM, pH 7,4) no
mesmo volume (2 pL).

Para tal, os ratos foram anestesiados com cloridato de cetamina
(80 mg/kg) associado a cloridrato de xilasina (10 mg/kg), por via
intraperitoneal, com posterior fixacdo de suas cabecas ao aparelho
estereotaxico (Insight® Equipamentos, Brasil) e tricotomizacéo da regido
entre os pavilhdes auditivos e olhos. A regido tricotomizada foi submetida
a assepsia e lavada com tampdo fosfato salina (PBS). A torre do
estereotaxico foi angulada na posicao zero, ajustando-se as coordenadas
em direcdo ao ventriculo lateral direito: 0,6 mm posterior ao bregma
(antero-posterior) 1,1 mm a partir da linha mediana (latero-lateral) e 3,2
mm ventral a partir da dura mater, de acordo com o Atlas de Paxinos e
Watson (1986). Na sequéncia, um pequeno orificio foi perfurado no
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cranio para microinjecdo das infusdes (CIC ou aCSF), através de uma
agulha conectada por um tubo de polietileno a uma microseringa
Hamilton 10,0 uL, através da qual, as solugdes foram administradas, a
uma velocidade de 1 uL/min. Uma hora ap6s a administracdo, 0s animais
sofreram eutandsia por decapitacao, sendo o cérebro removido, isolando-
se 0 hipocampo, o estriado e 0 cortex cerebral para as analises dos niveis
de neurotrofinas (n = 6 por grupo), estresse oxidativo (n = 6 por grupo) e
dano ao DNA (n = 6 por grupo), conforme mostra a figura 5.

-l - - -
IS
- -
Ssosivirar
36 Ratos Machos Wistar

Controle (ACFs) CIC 8umol/g
- A
_— e~
@ A,
1 hora 1hora
I Hipocampo / Estriado / Cértex Cerebral I I Hipocampo / Estriado / Cortex Cerebral I
Neurotrofinas \ Dano ao DNA | Neurotrofinas Dano ao DNA
(n=6) ‘.*(rf,s.),f,, | (n=6) (n= 61*“
Estresse Oxidativo Estresse Oxidativo
(n=6) | (n=6)

Figura 5. Protocolo experimental da administracdo intracerebroventricular de
CIC, bem como das andlises neuroquimicas. ACFs = liquido cerebroespinhal
artificial; CIC = acido a-cetoisocaproico. Elaborado pela autora (2015).

3.3 AVALIACOES NEUROQUIMICAS
3.3.1 Niveis proteicos de BDNF e NGF

Os niveis proteicos de BDNF e NGF nos tecidos cerebrais
homogeneizados em tampdo PBS (LaborClin, PR, Brasil), com um
coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
foram determinados através de Kkits comerciais de ensaio de
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imunoabsorcdo ligado a enzima (ELISA) com anticorpos monoclonais
especificos para BDNF e NGF (Millipore, EUA e Canadd).
Resumidamente, placas de microtitulagdo (96 pogos 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 tampédo 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 pogo 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 pogo
e incubou-se a temperatura ambiente durante 2 horas. Apds, foi
adicionada uma solucdo de estreptavidina (enzima-substrato) e uma
solucdo de parada. A quantidade de BDNF e NGF foi determinada através
da medida da absorbancia em espectrofotdmetro a 450 nm. A curva
padrdo demonstrou uma relacdo direta entre a densidade optica (DO) e a
concentracdo de BDNF e NGF.

Immunoblotting

As dosagens dos niveis proteicos de pro-BDNF foram realizadas
por Immunoblotting. Inicialmente, cortex cerebral, hipocampo e estriado
foram homogeneizados mecanicamente em tampao de amostra (Tris 200
mM, acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) 40 mM, dodecil sulfato
de sodio-poliacrilamida (SDS) 4 %, pH 6,8) e imediatamente fervidas
durante 5 min. Em seguida, a solugdo de diluicdo da amostra (1:4 vol/vol,
40 % de glicerol, Tris 50 mM e azul de bromofenol) e B-mercaptoetanol
foram adicionados a cada amostra para uma concentracdo final de 5 %.
As concentracdes de proteinas foram analisadas pelo método de Lowry e
colaboradores (1951) e utilizadas para normalizar a quantidade de
proteina. Para a eletroforese em gel monodimensional de dodecilsulfato
de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema 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®
(California/EUA) resfriada. A carga de proteina e a eficiéncia da
transferéncia foram verificadas com coloracdo Ponceau S. Ap0s, 0s sitios
de proteinas inespecificos foram bloqueados com tampao Tween-Tris-
Salina (TTBS: Tris-HCI 100 mM, pH 7,5, contendo NaCl 0,9 % e Tween-
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20 0,1 %) contendo 5 % de leite desnatado. Posteriormente, as membranas
foram incubadas durante a noite, a 4 °C com o anticorpo primario anti-
pr6-BDNF (Abcam - ab72440). Apds a incubacdo, o anticorpo primario
foi removido e as membranas lavadas 4 vezes com TTBS durante 15
minutos. Apds a lavagem, os anticorpos secundarios IgG conjugados com
peroxidase (anti-coelho e anti-camundongo; diluicdo 1:10.000) foram
aplicados a membrana e uma incubacdo por 2 horas a temperatura
ambiente foi realizada. Apds 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). Apés a
exposicdo, a membrana foi submetida ao processo de “stripping” e foi
incubada com um anticorpo anti-p-actina. Apés a lavagem, o anticorpo
secundario conjugado com peroxidase (anti-camundongo; diluicéo
1:10.000) foi aplicado & membrana e uma incubacdo por 2 horas a
temperatura ambiente foi realizada e as membranas foram lavadas
novamente. Os demais passos foram semelhantes aos processos
realizados para deteccdo de pro-BDNF. A densitometria das bandas foi
avaliada utilizando-se o programa Image Lab. SeeBlue® Plus2 Prestained
Standard (Invitrogen). Foi utilizado um marcador de peso molecular para
certificar-se de que as bandas corretas dos anticorpos descritos
anteriormente foram analisadas.

3.3.2 Avaliacao de parémetros de estresse oxidativo
Determinacao de Peroxidacao Lipidica (TBA-RS)

Para determinagdo dos niveis de TBA-RS, hipocampo, estriado e
cortex cerebral foram homogeneizados em tampéo PBS gelado (pH 7,4).
Logo apdés o homogeneizado foi precipitado por meio de uma reacéo
acida com acido tricloroacético (TCA, Vetec®) a 10 % com sulfato de
sodio adicionado ao sobrenadante na propor¢do 1:1 (v/v). Apoés
centrifugacéo, o sobrenadante foi tratado com &cido tiobarbitlrico (TBA,
Sigma-Aldrich®) 0,67 % na proporgéo de 1:1(v/v). A mistura foi levada
a um banho fervente durante 25 min e, apés, resfriada em agua a
temperatura ambiente. A absorvancia obtida através da coloracdo résea
resultante  foi medida em espectrofotbmetro a 532 nm.
Concomitantemente, foi feita uma curva de calibragdo com 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram tratados da mesma
forma que as amostras. Os resultados foram expressos como nmol de
TBA-RS.mg de proteina® (Esterbauer e Cheeseman, 1990).
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Determinacado do dano oxidativo a proteinas

O conteldo de proteinas carboniladas foi avaliado pela medida de
grupos carbonila conforme descrito por Levine e colaboradores (1994).
Para tal, hipocampo, estriado e cortex cerebral foram homogeneizadas em
tampdo PBS gelado (pH 7,4). Logo ap6s, as amostras obtidas foram
precipitadas pela adicdo de acido cloridrico (Vetec®) e as proteinas
dissolvidas com 2,4-dinitrofenilidrazina (DNPH, Sigma-Aldrich®). Os
grupos carbonila formados pela reacdo foram medidos em
espectrofotdmetro pela absorbancia a 370 nm. Os resultados foram
expressos em nmol/mg de proteina.

Atividade da SOD

A atividade da SOD foi determinada de acordo com Bannister e
Calabrese (1987). Primeiramente, foram realizadas leituras da auto-
oxidacdo da adrenalina. Apds, foram adicionados a amostra CAT 10 mM,
tampdo glicina 50 mM e adrenalina 60 mM, e ao branco foi adicionada
adrenalina 60 mM. A atividade enzimatica foi determinada pela inibicéo
da auto-oxidacgéo da adrenalina medida espectrofotometricamente em 480
nm a temperatura ambiente. A atividade da enzima foi expressa em U/mg
de proteina (unidade de atividade da SOD por mg de proteina).

Atividade da CAT

As amostras foram suspensas em tampao PBS (cloreto de s6dio
137 mM, cloreto de potassio 2,7 mM, fosfato de potassio monobasico 1,4
mM, fosfato de sodio dibasico 4,3 mM, pH 7,4) e uma aliquota desta
suspensdo foi diluida em PBS. Posteriormente uma aliquota desta
diluicdo foi novamente diluida em tampao PBS. Apo6s centrifugacdo da
solucdo resultante, o meio reacional foi preparado com a adi¢do de
peroéxido de hidrogénio 8,8 M e tampédo CAT. O branco foi preparado sem
a adicdo de H.0- e a atividade da CAT foi determinada medindo a taxa
de decaimento da absorbancia do H20. em 240 nm a temperatura
ambiente nos tempos 0, 30, 60 e 90 segundos. A atividade da CAT foi
expressa em U/mg de proteina (unidade de atividade da CAT por mg de
proteina) (Aebi,1984).
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3.3.3 Dano ao DNA

O dano ao DNA foi avaliado através do teste cometa, de acordo
como protocolo proposto por Tice e colaboradores (2000). Os esfregacos
de hipocampo, estriado ou cortex cerebral foram preparados pela mistura
de 5 pL de homogeneizado em tampéo PBS com 90 pL de agarose de
baixo peso de fusdo (LMP) (0,75%). A mistura (células/agarose) foi
adicionada a uma lamina revestida com uma camada de 300 pL de
agarose NMP. Apds a solidificacdo, as laminas foram postas em solugdes
de lise (NaCl 2.5M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM, pH 10,0 — 10,5),
adicionadas a Triton X-100 1 % e dimetilsulfoxido (DMSO) 10 %.
Subsequentemente, as Iaminas foram incubadas em tampéo alcalino
(NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH 12,6) por 30 minutos. O DNA foi
electrofosforisado por 30 minutos em 25 V (0,90 V/cm) e 300 mA e 0
tampdo foi neutralizado com Tris 0,4 M (pH 7,5). Finalmente, o DNA foi
corado com brometo de etidio e as laminas coradas foram analisadas em
microscopio optico de fluorescéncia com aumento de 200 a 400 x. A
extensdo dos danos ao DNA foi avaliada usando o método de
classificacdo visual de Collins (Collins, 2004). As células foram avaliadas
visualmente em cinco classes, de acordo com o tamanho e forma da cauda
(sem danos - classe 0 até danos maximos - classe 4). Para cada amostra,
foram calculados dois pardmetros de avaliagdo: indice de dano (ID),
definido como o dano total sofrido e a frequéncia de dano (FD), definida
como o numero de células que sofreram algum tipo de dano expresso em
forma de percentagem.

3.3.4 Dosagem de proteinas

A proteina total foi avaliada pelo método de Lowry e
colaboradores (1951), utilizando albumina de soro bovino como padréo.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises neuroguimicas, os resultados foram apresentados
como a média + desvio padrdo da média. Os testes para determinar a
normalidade e igualdade de varidncia foram realizados para verificar se
os dados estavam qualificados para a realizacdo de testes estatisticos
paramétricos. Os dados foram distribuidos normalmente (Shapiro-Wilk,
p > 0,05) com variancias iguais entre as amostras (teste de igualdade de
variancias, p > 0,05). Portanto, foi utilizado o teste t de Student para
amostras independentes para a comparagdo de duas médias e as diferencas
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entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todas
as andlises foram realizadas em um computador compativel com IBM
usando o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
(Armonk, New York, USA).
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4 RESULTADOS

No presente trabalho, inicialmente analisou-se 0s niveis proteicos
de BDNF, pr6-BDNF e NGF em hipocampo, estriado e cortex cerebral de
ratos com 30 dias de idade, 1 hora apds a administracdo ICV de CIC.
Observou-se que a administragdo aguda de CIC diminuiu os niveis de
BDNF total em todas as estruturas cerebrais estudadas, quando
comparados com os animais do grupo controle (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da administracdo ICV aguda de CIC sobre os niveis proteicos
de BDNF em hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos com 30 dias de vida.
Dados expressos como média + desvio padrdo da média para 6 animais por grupo.
*p<0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).

Na sequéncia, analisaram-se 0s niveis proteicos de pré-BDNF,
uma vez, que através do teste de ELISA, ndo ha como distinguir o pro-
BDNF de BDNF maduro (mBDNF), visto serem igualmente
reconhecidos pelo anticorpo utilizado. Os resultados demonstraram que
0s niveis proteicos de pr6-BDNF ndo foram alterados em hipocampo,
estriado e cortex cerebral apds a administracdo aguda de CIC em ratos
com 30 dias de idade, quando comparados ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da administracdo ICV aguda de CIC sobre os niveis proteicos
de pr6-BDNF em hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos com 30 dias de
vida. A figura mostra bandas representativas de immunobloting dos diferentes
grupos. A razdo entre a densidade oOptica integrada (DOI) da proteina de interesse
e da B-actina foi utilizada para andlise estatistica. Dados estdo expressos como
média + desvio padrdo da média para 6 animais por grupo. N&o foi identificada
nenhuma diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student).

Analisou-se também os efeitos da administracéo de CIC sobre os
niveis proteicos de NGF em hipocampo, estriado e cortex cerebral de
ratos. Os resultados demonstraram uma reducdo estatisticamente
significativa dos niveis de NGF em hipocampo quando comparados ao
grupo controle. No entanto, os niveis de NGF ndo foram afetados em
estriado e cortex cerebral dos animais que receberam CIC (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da administracdo ICV aguda de CIC sobre os niveis proteicos
do fator de crescimento neural (NGF) em hipocampo, estriado e cortex cerebral
de ratos com 30 dias de vida. Dados expressos estdo como média + desvio padrao
da média para 6 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle (teste
t de Student).

O proximo passo do estudo foi avaliar o efeito da administracéo
ICV do CIC sobre parametros de estresse oxidativo em hipocampo,
estriado e cortex cerebral de ratos 1 hora apds a administracdo. Os
resultados demonstraram um aumento significativo nos niveis de TBA-
RS em hipocampo, estriado e cortex cerebral, quando comparados ao
grupo controle (Figura 9A). Da mesma forma, um aumento significativo
na quantidade de proteinas carboniladas em todas as estruturas analisadas
foi observado (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito da administracdo intracerebroventricular de CIC sobre niveis de
substancias reativas ao 4acido tiobarbitdrico (TBA-RS) (A) e proteinas
carboniladas (B) em hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos com 30 dias
de vida. Os dados expressos como média + desvio padrdo da média para 6 animais
por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).

Analisou-se também os efeitos do CIC sobre a atividade das
enzimas CAT e SOD, observando-se diminuicdo estatisticamente
significativa da atividade da CAT apenas em estriado de ratos, quando
comparados ao grupo controle (Figura 10A). Por outro lado, observou-se
um aumento estatisticamente significativo da atividade da SOD em
hipocampo e estriado de ratos, quando comparados ao grupo controle
(Figura 10B).
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Figura 10. Efeito da administracdo intracerebroventricular de CIC sobre a
atividade da catalase (CAT) (A) e superoxido dismutase (SOD) (B) em
hipocampo, estriado e cértex cerebral de ratos com 30 dias de vida. Dados
expressos como média + desvio padrdo da média para 6 animais por grupo.
*p<0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).

Por fim, avaliaram-se os efeitos da administracdo ICV de CIC
sobre 0 dano ao DNA. A figura 11A demonstra um aumento significativo
do ID apds a administragdo, em hipocampo, estriado e cdrtex cerebral,
guando comparados ao grupo controle. Além disso, verificou-se também
um aumento significativo na FD ap6s a administracdo de CIC em todas
as estruturas analisadas (Figura 11B).
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Figura 11. Efeito da administracdo intracerebroventricular de CIC sobre o indice
de dano (ID) (A) e a frequéncia de dano (FD) (B) em hipocampo, estriado e cortex
cerebral de ratos com 30 dias de vida. Dados expressos como média + desvio
padrdo da média para 6 animais por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo controle
(teste t de Student).
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5 DISCUSSAO

Estudos prévios demonstraram que a administragdo aguda de
AACR em ratos jovens aumentou os niveis de pro-BDNF, BDNF total e
tPA em estriado e diminuiu os niveis de NGF em hipocampo (Scaini et
al., 2013b; Scaini et al., 2015). Entretanto, ndo ha estudos na literatura
que relatam os efeitos dos CACR sobre 0s niveis de BDNF e NGF. Assim,
no presente estudo, foram investigados os efeitos da administracdo ICV
de CIC sobre os niveis de BDNF, pr6-BDNF e NGF em hipocampo,
estriado e cortex cerebral de ratos jovens. Os resultados demonstraram
gue a administraco aguda de CIC provocou uma diminuicéo dos niveis
de BDNF em todas as estruturas cerebrais estudadas e um efeito
semelhante sobre os niveis de NGF, cujos niveis encontraram-se
reduzidos em hipocampo.

As NTs tém importancia significativa para o desenvolvimento
neuronal, controle do crescimento dos neuritos, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular, plasticidade sinaptica e regulacdo funcional,
através da sua ligacao aos receptores TrkA e TrkB, levando a dimerizag&o
do receptor, autofosforilacdo de tirosinas intracelulares especificas e a
ativacdo de trés cascatas de transducdo de sinais diferentes, incluindo
MAPK/ERK, PI3K e fosfolipase C, levando assim a regulagdo do fator
de transcricio CREB (Huang e Reichardt, 2001). Durante o
desenvolvimento, as NTs estdo expressas em regides invadidas por
axodnios sensoriais que se encontram na rota final dos 6rgdos alvos,
podendo prover suporte trofico aos neurdnios que ndo se encontram
ainda, conectados com estes 6rgaos (Farifias et al., 1996, Farifias et al.,
1998; Huang et al., 1999, Ringstedt et al., 1999). Estudos demonstraram
gue o NGF é sintetizado e secretado por 6rgdos alvo simpaticos e
sensoriais (Korsching, 1993). A partir destes locais, é captado pelos
receptores mediados pela endocitose das terminacfes nervosas, sendo
entdo transportado através dos axdnios para o corpo neuronal, no qual
atua como promotor da sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal (Huang e
Reichardt, 2001). Estudos subsequentes, demonstraram que em neurdnios
periféricos lesados, em que ha infiltrado de macréfagos como parte de
uma resposta anti-inflamatéria e liberacdo de citocinas, hd inducdo de
sintese de NGF a partir das células de Schwann e dos fibroblastos das
préprias células lesadas (Korsching, 1993). Estudos realizados por
Mannion et al., (1999) e Brady et al., (1999) demonstraram que Varios
neurdnios sensoriais sintetizam BDNF. Embora evidéncias tenham
sugerido que o BDNF possa atuar como suporte tréfico autécrino ou
parécrino para neurdnios sensoriais dos ganglios da raiz dorsal (Acheson
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et al., 1995; Robison et al., 1996), em outra instancia 0 BDNF pode ser
transportado de modo anterdgrado e agir trans-sinapticamente sobre alvos
aferentes de neurdnios cerebrais (von Bartheld et al., 1996; Altar et al,
1997; Fawcett et al., 1998; Brady et al., 1999). Assim, em algumas
circunstancias, uma NT ndo fornece suporte tréfico apenas para neurénios
localizados na vizinhanga, mas também pode promover suporte tréfico
para neurdnios distantes, através de transporte transcelular (Huang e
Reichardt, 2001).

Além disso, as NTs influenciam a complexa e dindmica sinalizacdo
gue ocorre entre neurdnios e células gliais que regulam a mielinizacao.
Walsh e colaboradores (1999) demonstraram que a suplementagdo de
NGF induziu o crescimento de ax0nios simpaticos cerebrais de
mamiferos adultos, em ambiente mielinizado. Estudos também tem
demonstrado que, em baixas concentracfes, 0 NGF aumenta a
sobrevivéncia de oligodendrocitos (Cohen et al., 1996), a regeneracéo e
proliferacdo da fibra (Althaus et al., 1992), enquanto que concentragdes
elevadas (100 ng/mL) induz a apoptose de oligodendrécitos corticais
maduros (Casaccia-Bonnefil et al., 1996). Demonstrou-se também que o
NGF regulou a expressdo da proteina basica de mielina MBP e da
proteolipoproteina PLP em oligodendrécitos através da interagdo com os
receptores p75N™R e TrkA (Du et al., 2006). No entanto, Chan e
colaboradores (2004) demontraram que a sinalizagdo axonal regulada
pelo NGF tem efeitos opostos sobre a mielinizacdo periférica e central,
sendo que a sinalizagdo das células de Schwann é promovida, enquanto
gue a mielinizacdo pelos oligodendrécitos é reduzida. Por outro lado,
estudos tém demonstrado que o aumento da expressdo do NGF no SNC é
um importante passo para a migragao das células de Schwann para fora
do ganglio da raiz dorsal, com fins de reparo de areas desmielinizadas
(Anton et al., 1994; Carroll e Jennings, 1994).

Estudos também evidenciaram efeitos do BDNF sobre 0 processo
de mielinizacdo. Cellerino e colaboradores (1997) mostraram que o
BDNF controlou a mielinizacdo em camundongos deficientes de BDNF
gue exibiram hipomielinizacdo do nervo optico, sugerindo que o BNDF
influencia a sinalizag@o axonal que direciona a mieliniza¢do dos ax6nios
das células ganglionares da retina que expressam o receptor TrkB. Esses
mesmos autores mostraram que analises em hipocampo e cortex cerebral
apresentaram redugdes significativas dos niveis de mMRNA da MBP, PLP
e glicoproteina associada a mielina (MAG). Estudos in vitro identificaram
gue o BDNF exerce efeitos diretos sobre oligodendrdcitos, promovendo
a proliferacdo e diferenciagio de células progenitoras de
oligodendrécitos, bem como a mielinizagdo através da ativagdo dos
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receptores TrkB enddgenos em oligodendrdcitos (Xiao et al., 2010). Um
estudo publicado por Du e colaboradores (2003) demonstrou que o BDNF
pode aumentar os niveis de MBP em oligodendrécitos em cultura
derivadas do prosencéfalo basal de ratos, demonstrando que o BDNF
aumenta o nimero de células MBP*, sem afetar o numero total de células,
sugerindo que o BDNF pode promover a progressdo da linhagem de
oligodendrécitos, influenciando ndo sé a sobrevivéncia de neurdnios, mas
também a comunicacdo do neurbnio com estruturas alvo de regibes
cerebrais criticas. Adicionalmente, camundongos BDNF*- exibiram
déficits em células de linhagem de oligodendrécitos do prosencéfalo
basal, através de uma reducéo dos niveis de MBP, MAG e PLP, sugerindo
gue as células progenitoras e a mielina podem ser afetadas in vivo por
uma reducdo nos niveis de BDNF (Vondran et al., 2010). Utilizando
mielinizacdo in vitro e coculturas compartimentalizadas, Xiao e
colaboradores (2010) indicaram que o BDNF melhora a mielinizacao via
acdo direta sobre os oligodendrdcitos. Cosgaya e colaboradores (2002)
demonstraram que o BDNF, através da ativacdo do receptor p75NTR,
aumenta a mielinizacdo periférica. Além disso, estudos demonstraram a
importancia da relacdo sinérgica reciproca entre NGF e BDNF e o
reconhecimento de suas potenciais implica¢des na formacéo e reparo da
mielina (Reichardt 2006; Canossa et al., 1997; Michael et al., 1997).

O NGF e BDNF também desempenham um papel chave no ajuste
fino dos desempenhos de aprendizagem e memdria. De fato, a deplecédo
de BDNF cerebral endégeno através da utilizagdo de um anticorpo
especifico resultou em uma deficiéncia significativa de aprendizagem
espacial e memdria de curto prazo, sugerindo que o BDNF pode ser
necessario para a aquisicao destes processos em animais adultos (Mu et
al., 1999). Dias e colaboradores (2009) descreveram uma associa¢do
positiva entre os niveis séricos de BDNF e um teste de fluéncia verbal em
humanos, sugerindo mais uma vez a importancia do BDNF em processos
neurocogniticos. Adicionalmente, a deficiéncia do gene Bdnf (Bdnf*")
esta associada a aprendizagem espacial deficiente tanto em camundongos
ApdE9 (modelo animal de doenca de Alzheimer), quanto em
camundongos duplo-mutantes gerados pelo cruzamento de deficientes de
BDNF e camundongos APdE9 (Rantaméki et al., 2013). Estudos também
tém demonstrado a importancia do BDNF na consolida¢do da LTP
precoce e tardia, visto que a dele¢do do gene bdnf em camundongos
knockout prejudica a inducdo normal da LTP precoce na regido CA1 em
fatias hipocampais (Korte et al., 1995), assim como estimula a sintese e 0
rapido transporte para os dentritos de moléculas de mRNA do gene Arc
(proteina associada ao citoesqueleto regulado pela atividade de moléculas
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de genes de expressdo imediata), que apresenta funcdo na LTP tardia
(Bramhan, 2008). Confirmando tal hipotese, estudos tém demonstrado
gue a expressao génica de BDNF aumenta no hipocampo de ratos apés o
treino do labirinto aquatico de Morris, labirinto radial, esquiva passiva e
condicionamento ao medo contextual (Kesslak et al., 1998; Ma et al.,
1998; Hall et al., 2000; Mizuno et al., 2000).

Com relagdo ao NGF, Conner e colaboradores (2009)
demonstraram que o bloqueio de NGF enddgeno por infusdo anti-NGF
reduz a LTP em hipocampo e prejudica a retencdo da memoria, assim
como uma infusdo intracerebroventricular continua de NGF aumenta o
aprendizado e a retencdode memoria na esquiva passiva em
camundongos em desenvolvimento (Ricceri et al., 1996). Bergado e
colaboradores (1998) relataram que a administracdo cronica de NGF
intracerebroventricular em ratos velhos melhoraa LTP no giro denteado.
Este resultado é consistente com um estudo prévio que relatou que a
infusdo de NGF localizada na regido CALl do hipocampo aumentou a
atividade da MAPK, bem como forma a retencéo da memoria no teste de
esquiva inibitdria, dependente da dose (Walz et al., 2000). Confirmando
esses dados, estudos também tém demonstrado que os niveis proteicos e
de mRNA de BDNF e NGF estdo diminuidos em tecido cerebral post-
mortem de pacientes com doenca de Alzheimer, e essas reducfes nos
niveis de BDNF e NGF se correlacionam com o grau de
comprometimento cognitivo (Hock et al., 2000; Garzon et al., 2002;
Mufson et al., 2003; Peng et al., 2005; Gelfo et al., 2011).

Apesar de se desconhecer 0 exato mecanismo através do qual o
CIC induz a reducdo nos niveis de BDNF e NGF quando administrado de
forma aguda, evidéncias a partir da literatura demonstraram que o estresse
oxidativo provoca alteragcBes seletivas nas cascatas de sinalizacdo
ativadas por BDNF e NGF através de varios mecanismos, incluindo a
fosforilacdo da proteina cinase ativada por mitégeno p38 (p38MAPK),
diminuicdo da fosforilagdo da proteina de ligagdo dos elementos
responsivos ao CAMP (CREB) ou aumento da atividade da ligacdo ao
DNA do fator de transcri¢éo nuclear kappa B (NF-«B) (Iwata et al., 1997;
Haddad e Land, 2002; Zou e Crews, 2006). Além disso, Jean e
colaboradores (2008) demonstraram que o GLU, através de seus
receptores metabotropicos promoveram a sintese e a secrecdo de BDNF
em cultura de astrécitos cerebrais. Estudos também demonstraram que o
GLU aumentou a secrecdo de BDNF em neurbnios hipocampais e em
células gliais, bem como em células de Schwann e em células de Miiller
(Canossa et al., 2001; Taylor et al., 2003; Verderio et al., 2006). Assim, 0
decréscimo dos niveis de GLU e o estresse oxidativo previamente
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demonstrado em modelos animais de DXB e em pacientes (Yudkoff e
Daikhin, 2005, Zinnanti et al., 2009; Sitta et al., 2014) podem apresentar
uma estreita relacdo com o decréscimo dos niveis de BDNF e NGF
provocados pelo CIC neste estudo.

Como sugerido anteriormente, a diminui¢do dos niveis de BDNF
e NGF pode ser causada pela inducéo do estresse oxidativo. Sendo assim,
0 proximo passo deste estudo foi analisar os parametros de estresse
oxidativo apdés a administracdo aguda de CIC, bem como sobre a
atividade das enzimas CAT e SOD em hipocampo, estriado e coOrtex
cerebral de ratos com 30 dias. Estudos realizados por Mescka e
colaboradores (2011), em modelos animais DXB quimicamente
induzidos, demonstraram lipoperoxidagdo e dano a proteinas em cortex
cerebral de ratos, ao passo que a atividade da CAT e da GPx foi
diminuida. Estudos in vitro também demonstraram lipoperoxidacdo
lipidica e reducéo da reatividade antioxidante cerebral estimuladas pela
administragdo de LEU e CIC em homogeneizados cerebrais de ratos
jovens (Fontanella et al., 2002; Bridi el al., 2003; Bridi et al., 2005a).
Além disso, o plasma de pacientes com DXB apresenta um aumento
significativo dos niveis das TBA-RS, bem como uma diminuicido da
reatividade antioxidante total, o que reflete uma deficiente capacidade
para lidar rapidamente com o aumento de espécies reativas (Barschak et
al., 2008; Barschak et al., 2009; Mescka et al., 2013). Reforcando a
hipotese do envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da
DXB, estudos em modelos animais e em pacientes com DXB tém
demonstrado o efeito benéfico do tratamento com L-carnitina, um
possivel antioxidante, sobre o dano lipidico, proteico e ao DNA, bem
como sobre a diminuigdo da atividade de enzimas antioxidantes (Mescka
etal., 2011; Mesckaet al., 2013; Mescka et al., 2014; Mescka et al., 2015).
Corroborando estes resultados, verificou-se no presente estudo que o
conteldo de proteinas carboniladas, um indice Gtil de oxidacdo de
proteinas, foi significativamente aumentado em todas as estruturas
estudadas, indicando dano oxidativo, bem como um aumento dos niveis
das TBA-RS, indicando lipoperoxidacdo. Tais alteracfes foram
acompanhadas por uma diminuicdo da atividade da CAT em estriado e
um aumento da atividade da SOD em hipocampo e estriado. A CAT é
uma enzima que catalisa diretamente a decomposi¢do do H,O,em H20 e
02, sendo responsavel juntamente com a GPx pela desintoxicagdo dos
peroxidos (Halliwell e Gutteridge, 2007). A inibi¢do de ambas ou, no caso
deste estudo, da CAT, pode levar a um prejuizo na eliminacdo deste
substrato (Muthuswamy et al., 2006). Em contraste, 0 aumento na
atividade da SOD, enzima responsavel por dismutar o0 O2*- em H,0O, pode
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sugerir um aumento de radicais hidroxila, visto que a alteragdo das
atividades da SOD e da CAT demonstrada nesse estudo leva a um
desequilibrio na relagdo SOD/CAT. Assim, um aumento da atividade de
SOD ocorrendo simultaneamente com diminui¢do da atividade de CAT
pode resultar em um aumento na concentracdo de H>O, no seu sitio de
producdo, em decorréncia de sua producdo a partir de O2*. Havendo
atividade de SOD aumentada e consequente aumento na concentracgao de
H20,, e reducdo na atividade de CAT que dismuta H202 a H20, isto pode
favorecer a producdo de OH* através da reacdo de Fenton (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Além disso, o H2O; ¢ relativamente estavel e capaz de
se difundir para o ndcleo, onde pode reagir com metais de transi¢do
associados ao DNA e formar entdo o radical OH* (Halliwell, 1996;
Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 2007).

O estresse oxidativo tem sido apontado como um importante
causador de danos cerebrais em distlrbios neurodegenerativos,
convulsbes e desmielizacdo (Halliwell, 2001; Karelson et al., 2001,
Méndez-Alvarez et al., 2002), provavelmente pelo cérebro apresentar
niveis relativamente baixos de defesas antioxidantes. Ainda, a nivel
cerebral ha elevado consumo de oxigénio, membranas neuronais com
grande quantidade de lipideos poli-insaturados (altamente suscetiveis a
lipoperoxidacdo) e autooxidacdo de neurotransmissores (dopamina e
noradrenalina). Estes geram espécies reativas e podem aumentar a
autooxidacédo pela presenca do ferro, metal amplamente distribuido no
tecido cerebral e que estimula a rea¢do de Fenton (Halliwell e Gutteridge,
2007). Além disso, as EROs especialmente o OH®, pode induzir danos ao
DNA (Culmsee e Mattson, 2005; Cooke et al., 2006) que, sob certas
condi¢des, podem levar a mutagdes no DNA. Por exemplo, 0 OH*" pode
se ligar & guanina na posicéo 8 do anel purinico, levando a formagéo da
8-0x0-7,8-di-hidroguanina (Halliwell e Gutteridge, 2007). A modificacdo
oxidativa do DNA pode ter outros efeitos de grande alcance na funcéo
celular, impactando telomeros, promotores, sequéncias de microssatélites
e sitios de metilacdo (Halliwell e Gutteridge, 2007; Gros et al., 2012).
Neste contexto, os resultados do presente estudo corroboram tal hipdtese,
gue a administracdo ICV aguda de CIC induziu estresse oxidativo e
ocasionou dano ao DNA em todas as estruturas estudas. Além disso, as
EROs podem interagir com receptores de neurotransmissores € com
proteinas de transporte, assim como a peroxidagdo dos lipideos da
membrana também pode levar a uma menor densidade do receptor devido
a perturbagdes na integridade e fluidez da membrana, o que diminui a
mobilidade e acessibilidade de receptores de superficie celular (Halliwell,
2001; Halliwell e Gutteridge, 2007). Assim, os efeitos observados em
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sistemas de neurotransmissores excitatérios previamente demonstrado
em pacientes com DXB e modelos animais (Prensky e Moser, 1967; Dodd
etal., 1992; Tavares et al., 2000; Chuang e Shih, 2001) pode ser mediado
por alteragdes nos transportadores de GABA e GLU causada por EROs
(Danboltd, 2001; Sah et al., 2002).

Outros estudos também tém demonstrado que o estresse oxidativo
pode contruibuir para os processos de desmielizacéo e lesdo axonal (Back
etal., 1998; Fern e Mdller, 2000; Baud et al., 2004; Folkerth et al., 2004)
através de varios mecanismos, incluindo o comprometimento da funcédo
mitocondrial devido ao acimulo de mutagbes no DNA mitocondrial
(mtDNA), conduzindo & deficiéncia energética, oxidacdo de proteinas e
lipideos, e degradacéo dos microtubulos, prejudicando assim o transporte
axonal e o apoio estrutural (Beal, 2005; Coleman, 2005; Counterman et
al., 2006). Além disso, estudos tém implicado o estresse oxidativo como
0 mecanismo principal para a lesdo da substancia branca (Back et al.,
1998; Back et al., 2002; Mekki-Dauriac et al., 2002). Reid e
colaboradores (2012) trataram in vitro precursores de oligodendrdcitos
com agentes que induzem estresse oxidativo e observaram um aumento
da sinalizacdo da proteina morfogenética dssea (BMP) que, por sua vez,
inibe a diferenciacdo de precursores de oligodendrocitos, conduzindo a
mielinizacdo prejudicada. Além disso, 0s mesmos autores observaram
que os defeitos de diferenciacdo e mielinizagdo podem ser prevenidos
pelo blogueio da sinalizagdo de BMP, mesmo na presenca de estresse
oxidativo. French e colaboradores (2009) demonstraram que o estresse
oxidativo perturba a maturacdo dos oligodendrocitos por diminuir a
expressao de fatores de transcricdo e proteinas nucleares necessarias para
a diferenciacdo, tais como fatores de transcricdo especificos para
oligodendrécitos (Olig 1 e Olig 2) e SOX10, e aumenta a expressdo de
Id2 e 1d4 e histonas acetiladas H3 e H4, inibidores da diferenciacdo
oligodendrocitica.

No que se refere ao mecanismo pelo qual o CIC possa induzir o
estresse oxidativo, deve-se considerar que 0 aumento na producdo de
EROs pode estar associado ao metabolismo energético cerebral
prejudicado. De fato, os CACR causam uma reducdo na producgdo de
14CO, a partir de [*C] acetato, estimulam a producédo de lactato e a
absorcdo de glucose e provocam uma inibicao significativa na atividade
do complexo I-11l, aproximandamente 50-60 %, sem alterar a atividade
dos complexos I, HI-111, 111, IV e succinato desidrogenase. Com base
nesses resultados, os autores presumiram que a atividade do complexo |
foi bloqueada pelo CACR (Sgaravatti et al., 2003). Além disso, o CIC
também atua como um desacoplador da fosforilagdo oxidativa e como um
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inibidor metabdlico, através do seu efeito inibitério sobre a atividade da
a-cetoglutarato desidrogenase (Amaral et al., 2010). Adicionalmente,
Strand e colaboradores (2014) demonstraram danos no DNA
mitocondrial (MDNA) e ao DNA nuclear, com uma redugdo
correspondente na transcricdo mitocondrial, no nimero de cdpias do
MtDNA e da piruvato desidrogenase, bem como uma diminuic¢do na razéo
NAD*/NADH em fibroblastos de pacientes com DXB e um aumento do
nivel de dano ao DNA foi observado em fibroblastos de controles
saudaveis apos a exposi¢do aos CACR. Sabe-se que a atividade alterada
de um complexo mitocondrial pode aumentar a producgdo de EROs, uma
vez que a formacgdo de radicais superdxido pode ocorrer através do
vazamento de elétrons da cadeia transportadora de elétrons e reducédo
incompleta do oxigénio molecular (Boveris e Chance, 1973; Turrens e
Boveris, 1980). Assim, é possivel que a disfungdo mitocondrial descrita
possa ser um dos mecanismos pelo qual o CIC induz o estresse oxidativo.
Entrento, ndo se pode descartar a possibilidade de que a inibicdo do
complexo | por estes compostos pode ter ocorrido por oxidacdo de
subunidades essenciais do presente complexo, visto que a atividade do
complexo | é muito sensivel as EROs, onde estes podem causar uma
oxidacdo reversivel de grupos sulfidrilo ou uma modificacdo oxidativa de
irreversivel de centros ativos da enzima, alterando assim a atividade da
enzima (Zhang et al., 1990; Dupius et al., 1991; Kudin et al., 2002).

Foi demonstrado nesse trabalho que a administragdo ICV aguda de
CIC induziu uma diminui¢do nos niveis de BDNF e NGF, assim como
um aumento do dano lipidico, proteico e ao DNA em cérebro de ratos,
acompanhado por uma diminuicdo da atividade da CAT e um aumento da
atividade da SOD. Considerando que o estresse oxidativo pode causar
diferentes modulagGes em vias de sinalizagdo envolvidas com essas NTSs,
pode-se sugerir que 0 estresse oxidativo possa ser o responsavel por essas
modulagdes. Além disso, como previamente descrito, tem-se relatado que
0s AACR podem causar desmielinizacdo e prejuizos a performance da
meméria. Pode-se portanto especular que efeitos do CIC sobre a
desmielinizacdo e os processos de memodria podem ser mediados pela
redugdo do suporte trofico de BDNF e NGF e pelo estresse oxidativo.
Além disso, os baixos niveis de BDNF e NGF séo consistentes com a
hipotese que um déficit nestes fatores neurotréficos pode contribuir para
alterac0es estruturais e funcionais do cérebro subjacentes a fisiopatologia
da DXB, apoiando a hip6tese do processo neurodegenerativo na DXB.
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6 CONCLUSAO

Frente aos objetivos iniciais propostos por esta tese, conclui-se que a
administragdo ICV aguda de CIC:

— Reduziu os niveis proteicos de BDNF em hipocampo, estriado e
cortex cerebral de ratos jovens;

— Diminuiu os niveis proteicos de NGF em hipocampo;

— Induziu dano oxidativo lipidico, proteico e ao DNA em hipocampo,
estriado e cortex cerebral dos animais com 30 dias de vida;

— QOcasionou uma diminuicdo da atividade enzimatica da CAT em
estriado e um aumento da atividade enzimatica da SOD em
hipocampo e estriado.
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ANEXO A — Parecer da Comissao Etica no Uso de Animais

o LCEUAS

unesc

Resolucao

A Comissao de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Camara Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 05/2014

Professor Responsavel: Emilio Luiz Streck.
Equipe: Giselli Scaini, Milena Carvalho Silva e Lara Mezari Gomes.

Titulo: “Avaliacdo dos efeitos neuroquimicos e comportamentais apés a administracdo
intracerebroventricular do a-cetoisocapréico em cérebro de ratos jovens.”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e qualquer
alteracdo do Projeto devera ser comunicado a CEUA. Foi autorizada o total de 42 Ratos
Wistar de 7 a 30 dias com 15 a 120g . Os membros da CEUA nao participaram do processo
de avaliagao dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais duvidas,
contatar a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.

The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution
number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794, has
analyzed the following Project:

Protocol number: 05/2014
Principal Investigator: Emilio Luiz Streck.
Researchers: Giselli Scaini, Milena Carvalho Silva e Lara Mezari Gomes.

Project title: ‘Evaluation of neurochemical and behavioral effects after
intracerebroventricular administration of a-cetoisocaprdico in young rat brain.”

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of
the original version of this project must be previously submitted to the Commitee for further
analyzes. May you have further questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua
or by e-mail: ceua@unesc.net.

Cricitima,,18 de fevereiro de 2014.
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Coordenadora da CEUA



