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RESUMO

A deficiéncia da desidrogenase de acil-CoA de cadeia média (MCADD)
é 0 mais frequente defeito da oxida¢do mitocondrial de &cidos graxos de
cadeia média, caracterizada bioquimicamente pelo acimulo tecidual
predominante do acido graxo octanoico (AO) e seus metabdlitos
secundérios. Os pacientes afetados apresentam disfun¢do neuroldgica,
hipoglicemia hipocetética, rabdomidlise, hepatomegalia,
hiperamonemia, letargia e convulses, podendo rapidamente evoluir
para 0 coma e morte. No entanto, os mecanismos fisiopatologicos dos
danos neurolégicos apresentados pelos pacientes afetados por esse
distrbio ainda ndo estdo bem esclarecidos. Assim, o propdsito do
presente  estudo foi avaliar o efeito da administracdo
intracerebroventricular (ICV) de AO sobre os testes comportamentais,
sistema colinérgico, niveis de neurotrofinas e estado redox celular em
cérebro de ratos. Ratos Wistar machos com 60 dias de vida foram
divididos em dois grupos experimentais: grupo AO, cujos animais
receberam uma administragcdo ICV de AO (1,66 umol/2 uL), e grupo
controle, cujos animais receberam administracdo ICV de liquido
cefalorraquidiano artificial (2 pL). Uma hora ap6s a administracdo, 0s
animais foram submetidos as tarefas comportamentais (esquiva
inibitéria simples, esquiva inibitéria de treinos continuos, habituacdo ao
campo aberto, reconhecimento de objetos). Imediatamente ap6s, foram
submetidos a eutanasia por decapitacdo e o coOrtex cerebral, o
hipocampo, o estriado foram isolados e utilizadas para avaliagcdo da
atividade das enzimas importantes para o sistema colinérgico, niveis de
neurotrofinas e estado redox celular. Os resultados demonstraram que a
administracdo aguda de AO ICV em ratos adultos induziu um déficit
cognitivo. Ainda nesse contexto, observou-se uma diminui¢cdo dos
niveis de neurotrofinas, onde o fator de crescimento neuronal (NGF)
mostrou-se reduzidos em hipocampo e estriado ap6s a administracdo
aguda ICV de AO, nesse sentido os niveis do fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BDNF) mostrou-se diminuido no estriado. Por
outro lado a expressdo de mRNA das proteinas NGF ¢ BDNF nao
apresentou nenhuma alteracdo. Os resultados ainda demonstraram que a
exposicdo aguda ao AO provoca um aumento da carbonilacdo de
proteinas em cortex cerebral, hipocampo de ratos adultos, bem como
uma peroxidacdo lipidica aumentada, onde os niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS) encontram-se elevados em
cortex cerebral, estriado. Investigamos ainda as atividades antioxidantes,






onde a atividade da enzima catalase (CAT) foi aumentada no cortex
cerebral e no hipocampo, no entando a atividade da superdéxido
dismutase (SOD) ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
estudados. Esses resultados sugerem que o AO causa um desequilibrio
nos niveis de neurotrofinas, culminando em alteracGes cognitivas
importantes. Além disso, sugerimos que 0 estresse oxidativo esta
diretamente ligado ao comprometimendo do SNC e pode ser
considerado um importante mecanismo fisiopatoldgico subjacente ao
dano cerebral observado na deficiéncia de MCAD.

Palavras-chave: &cido octanoico, deficiéncia da desidrogenase de acil-
CoA de cadeia média, déficit cognitivo, estresse oxidativo,
neurotrofinas, sistema colinérgico.






ABSTRACT

Deficiency of medium chain acyl-CoA dehydrogenase (MCADD) is the
most frequent defect of the mitochondrial oxidation of medium chain
fatty acids, characterized biochemically by the predominant fatty acid
octanoic acid accumulation, OA and it’s secondary metabolites. The
affected patients presente neurological dysfunction, hypoclycemia,
hyperammonemia, lethargy and convunsions, being able to quickly
evolve to coma and death. However, the pathophysiological mecanism
of the neurological damage presented by the patients affected by this
disturb aren’t very clear yet. Thus, the study purpose was to evaluate the
intracerebroventricular (ICV) administration efect of OA on the
behavioral tests, cholinergic system, neurotrophins levels and cellular
redox status in rat brain. Wistar male rats with 60 days of life were
divided in two experimental groups: OA group, whose animals received
ICV administration of artificial cerebrospinal fluid (2uL). An hour after
the administration, the animals were submited to behavioral tasks
(simple inhibitory avoidance, inhibitory avoidance of continuous
training, habituation to the open field, object recognition and forced
swimming). Then, the animals were submmited euthanized by
decapitation and the cerebral cortex, hippocampus and striated were
isolated, cleansed and used to the evaluation of the activity of the
importante enzymes to the cholinergic system, neurotrophines levels and
cellular redox state. The results showed that the ICV acute
administration of OA in adult rats induced a cognitive deficit. Still in
this context, a decrease in the levels of neurotrophins was observed,
where the neuronal growth fact (NGF) was shown to be reduced in the
hippocampus and striated after the ICV acute administration of OA, in
this sense the neurotrophic derived from the encephalon fator levels
(BDNF) was shown to be decreased in the striated. On the other hand
the mRNA expression. of the NGF and BDNF proteins didn’t present
any alterations. The results still show that the acute exposition to AO
causes an increased carbonylation of proteins in cerebral cortex and
hippocampus of adult rats, as well as a increased lipid peroxidation,
where the levels of reactive substances to thiobarbituric acid (TBA-RS)
found themselves increased in the cerebral cortex and stried. We also
investigated the antioxidants activities, where the catalase (CAT)
enzyme activity was increased in the cerebral cortex and in the
hippocampus, however, the superoxide dismutase (SOD) didn’t presente
significant diference between the studied groups. These results sugest
that the AO causes and imbalance in the neurotrophin levels,






culminating in importante cognitive changes. Besides, we sugest that the
oxidative stress is directly linked to the SNC commitment and can be
considered as an important pathophysiological mecanism subjacent to
the cerebral damage observed in the MCADD deficiency.

Key words: Cholinergic system; Cognitive deficit; MCADD;
Neurotrophins; Octanoic acid; Redox Cellular.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFEITOS DE OXIDACAO DE ACIDOS GRAXOS

A beta-oxidacdo mitocondrial de &cidos graxos é a principal
via metabdlica envolvida na sintese de trifosfato de adenosina (ATP),
especialmente durante periodos de jejum e exercicio intenso (Lunt e
Vander Heiden, 2011; Nelson e Cox, 2014). Além disso, a energia
obtida pela oxidagéo de acidos graxos também auxilia na manutencao da
glicemia através da sintese de corpos cetdnicos, que podem ser
utilizados como substrato energético alternativo para o cérebro. Assim,
h& uma diminuicéo da dependéncia das reservas de glicogénio (Jameson
e Walter, 2015).

A rota de oxidacdo dos &cidos graxos é complexa e inclui
captacdo celular de &cidos graxos, ativacdo desses ésteres acil-Coenzima
A (acil-CoA), trans-esterificaclo a acilcarnitinas, translocagdo através
da membrana mitocondrial, reesterificacdo a acil-CoA e a espiral da
beta-oxidacao intramitocondrial propriamente dita, que fornece elétrons
para flavoproteinas transferidoras de elétrons e acetil-CoA. Cada etapa
da espiral de oxidacdo é catalisada por enzimas especificas para o
comprimento da cadeia carbénica do &cido graxo (Figura 1) (Smith et
al., 2005; Lunt e Vander Heiden, 2011).

Defeitos da beta-oxidagdo mitocondrial de &cidos graxos sdo
doencas genéticas causadas pela deficiéncia de uma das enzimas
presentes nas diferentes fases da degradacdo destes compostos, bem
COMO no transporte e na ativagao desses acidos organicos, levando ao
acimulo de seus metabdlitos. (Moczulski et al., 2009). Atualmente, sdo
descritas ao menos 25 diferentes enzimas deficientes dentro desse grupo
de doencas, incluindo defeitos no transporte de carnitina pela membrana
plasmatica, carnitina palmitoiltransferase | (CPTI; EC 2.3.1.21) e
carnitina/acilcarnitina translocase Il (CPTII; 2.3.1.21), além das
deficiéncias das desidrogenases de acil-CoA de cadeia muito longa
(VLCAD:; 1.3.99.3), de acil-CoA de cadeia longa (LCAD; EC 1.3.8.8),
de acil-CoA de cadeia média (MCAD; 1.3.8.7) e de acil-CoA de cadeia
curta (SCAD; EC 1.3.8.1) que fazem parte da espiral de beta-oxidacdo
(Roe e Ding, 2001; Bastin, 2014). Esses distlrbios de beta-oxidacédo
abrangem um aspecto heterogéneo de manifest¢Ges clinicas que afetam
principalmente os tecidos que dependem de 4acidos graxos como
substrato energético direta ou indiretamente (Rinaldo et al., 2002; Bastin
et al., 2014).



44

Acil-CoA
o do metabolismo dos &cidos graxos

(Coa)eRe
Aéé'txi'-Cogl"

Ciclo de Krebs <—

Acil-CoA

\ /—~ COA 7(% 1955
Corre 3

cil-Coa

FAD> T A
F@ Desidrogenase

B-Oxidagdo | ~ ron,

B-cetoacil-CoA \/bOA[ 8{8/\‘
—/ ) (Coa) 5
\OA (\g()iﬁl/(‘ trans-A2-enoil-CoA

NADH) < \ —0

niteaiod— €5 Enoil-CoA
(Lo &
SR )

B-hidroxi-acil-CoA
Figura 1: Esquema de uma volta da espiral de B-oxidagdo de acidos graxos.
Cada volta da espiral é composta por quatro reagGes: oxidagao, hidratagdo, nova
oxidacdo e clivagem. Os produtos finais da via sdo acil-CoA, acetil-CoA,
NADH e FADH,. CoA: Coenzima A; FAD: dinucleotideo de flavina e adenina,
forma oxidada; FADH,: dinucleotideo de flavina e adenina reduzido; n: niimero
indefinido; NAD": dinucleotideo de adenina e nicotinamida oxidado; NADH: de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido. Elaborado pela Autora.

1.2 DEFICIENCIA DA DESIDROGENASE DE ACIL-COA DE
CADEIA MEDIA

A MCAD ¢ a enzima mitocondrial responsavel pela catalise
do primeiro passo da oxidacdo de acil-CoA de cadeia média (4-12
carbonos) (Matsubara et al., 1992). A deficiéncia da MCAD (MCADD;
OMIM 201450) é o mais frequente distlrbio da oxidacdo de acidos
graxos (Roe e Ding, 2001; Lunt e Vander Heiden, 2011; Wiles et al.,
2014), apresentando padrdo de heranca mendeliana autossdémico
recessivo. E causada por mutacdes no gene ACADM, gene composto por
12 éxons que estd localizado na regido 31.1 do braco curto do
cromossomo 1 (Zang et al., 1992). Este defeito enzimatico conduz ao
acimulo dos &cidos octanoico (AQO), decanoico (AD) e cis-4-decenoico
(AcD), bem como seus conjugados de glicina e carnitina em tecidos e
fluidos corporais de pacientes (Onkenhout et al., 1995; Rinaldo et al.,
2002).

Crises metabdlicas devidas ao aumento da demanda
energética em situacOes de catabolismo exacerbado tais como jejum e
infeccdes bacterianas e virais, sdo responsaveis por desencadear
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sintomas de intoxicagdo nos pacientes, como: vOmitos, tonturas,
letargia, podendo evoluir a coma e morte. Dentre 0s pacientes
acometidos pela MCADD, 25 % ndo sobrevivem a primeira crise
metabodlica e 16 % dos pacientes sobreviventes apresentam sequelas
neuroldgicas graves (Oerton et al., 2011). Adicionalmente, esta doenca
esta relacionada a sindrome da morte subita do lactente (Dessein et al.,
2010; Willemijn et al., 2016).

Os primeiros sinais clinicos-laboratoriais da MCADD
geralmente aparecem nos primeiros meses de vida, embora possam se
manifestar até a fase adulta (Ruitenbeek et al., 1995; Lang, 2009;
Leydiker et al., 2011). Koster (2014) relata que, para avaliar a gravidade
clinica, é importante estudar o fenétipo do paciente. Nesse sentido, Leal
(2014) sugere que existe uma variabilidade de fenétipos, levando as
variacbes e diferentes gravidades clinicas. Por outro lado, estudos
indicam ndo haver correlagdo entre genétipo e fenotipo, sugerindo que
ndo se pode prever o fendtipo bioquimico (Gramer et al., 2015).

1.1.1 Sinais e Sintomas e Achados Bioquimicos

A crise metabolica pode ocorrer em qualquer idade, mas
geralmente se inicia entre 0 3° e 24° més de vida (Derks et al., 2006;
Grunert et al., 2015). A sintomatologia de pacientes acometidos pela
MCADD, além dos sintomas de intoxicacgdo causados pelo acimulo dos
acidos graxos de cadeia média, incluem em longo prazo atraso no
desenvolvimento psicomotor, paralisia cerebral, atraso no crescimento,
deficiéncia intelectual, alteracfes comportamentais, déficit de atengdo e
transtornos psiquiatricos (Roe e Ding, 2001; Grosse et al., 2006; Sturm
etal., 2012).

Outro achado relevante durante as crises é a hipoglicemia,
muitas vezes tida como a responsavel pelo dano cerebral encontrado nos
pacientes (Lovera et al., 2012). No entanto, alguns autores observam
que pacientes acometidos pela MCADD podem ndo apresentar
hipoglicemia, e que sintomas como atraso no desenvolvimento
psicomotor e comportamental e prejuizos de meméria se deveriam ao
acimulo de acidos graxos livres e seus ésteres de acilcarnitinas (Mayell
et al. 2006; Saudubray et al., 2012; Leach et al., 2014; Wiles et al.,
2014). Nesse sentido, alteracdes neurolégicas como edema cerebral e
anomalias no lobo frontal tém sido atribuidas a toxicidade do AO e seus
metabdlitos secundarios (Egidio et al., 1989; Heubi et al., 1987;
Maegawa et al., 2008; Wilcken et al., 2010; Leach et al., 2014).
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O AO se destaca dentre os acidos graxos acumulados, pois
apresenta-se em concentragfes maiores do que os demais. Durante as
crises metabolicas, as concentragfes plasmaticas desse &cido podem
atingir 22 — 672 uM em pacientes (individuos normais: 0-15 puM).
Adicionalmente, a MCADD é caracterizada por hipoglicemia
hipocetética, hiperamonemia, desequilibrio hidroeletrolitico, acidose
metabolica e acidemia lactica (Costa, 2000; Sturm et al., 2012; Gramer
etal., 2015).

1.1.3 Epidemiologia

A MCADD ¢ o defeito da oxidagdo mitocondrial de &cidos
graxos mais comum possuindo uma prevaléncia de 1:10.000 a 1:20.000
nascidos vivos, variando de acordo com a populacéo (Roe e Ding, 2001;
Leao et al., 2008). Nesse contexto, na Alemanha, a inciéncia € de 1:
9773 no Reino Unido, entre 1: 20.000 e 1:9091. No Canadd, cerca de
20 novos casos de MCADD sdo diagnosticados por ano indicando
incidéncia estimada de 1:16.000 (Tran, 2007).

Apbds a introducdo de MCADD no programa de rastreio de
recém-nascidos em 2002 na Germania, observou-se que a prevaléncia da
MCADD era maior do que se pensava anteriormente (Andresen et al.,
2001; Maier et al. 2005; Maier et al. 2009). A incidéncia de MCADD
detectada pelo rastreio de recém-nascidos na Dinamarca é de 1 em
8.954. Por outro lado, a incidéncia de MCADD na Dinamarca durante
os Ultimos 10 anos, antes do programa de triagem, foi de apenas 1 em
39.691 (Andresen et al., 2012).

Em todo o mundo, a maior incidéncia de MCADD parece
estar no norte da Alemanha (cerca de 1: 5000) (Hoffmann et al., 2004) e
a menor no extremo oriente do Japdo e Taiwan (Shigematsu et al., 2002;
Niu et al., 2010)

Cartazi (2013) demonstrou que apds a triagem de 324.000
recém-nascidos, na lItalia, foram diagnosticados 14 casos de MCADD.
Esses resultados revelam uma taxa aumentada de diagnéstico de 1:
23.000, de acordo com dados publicados.

1.1.4 Diagnético

Para identificar pacientes com distdrbios na oxidacdo de acidos
graxos, testes de triagem neonatal sdo realizados. Nesse sentido, o
diagnoéstico da MCADD pode ser realizado pela quantificacdo de
metabdlitos acumulados no plasma (octanoilcarnitina) ou na urina
(conjugados com glicina de hexanoato e fenilpropinato) por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)
(Wilcken et al., 2003; Maier et al., 2009; Andresen et al., 2012). O
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diagndstico é confirmado pela medida da atividade da enzima deficiente
em fibroblastos cultivados (Nelson, 2009) e por analise molecular,
identificando mutac¢Bes conhecidas da MCADD (Van Hove et al., 1993;
Roe e Ding, 2001; McKinney et al., 2004; Mattern e Rinaldo, 2015).
Das (2012) sugere que o acompanhamento de pacientes com MCADD
deve ser continuo, para se evitarem as crises metabolicas devastadoras.

1.1.5 Tratamento

O tratamento da MCADD tem como objetivo a prevencdo do
desenvolvimento da deficiéncia intelectual e a morte subita precoce
(Kompare e Rizzo, 2008). A terapia atual enfatiza a prevencdo do jejum,
uma dieta com altos teores de carboidratos e baixos teores de lipideos,
cuidados especiais durante episddios de infeccGes, rapida corre¢do da
hipoglicemia e hidratacdo durante as crises agudas (Roe e Ding, 2001;
Nennstiel- Ratzel et al., 2005; Wilcken et a., 2007; Dessein et al., 2010;
Lindner et al., 2011; Andresen et al., 2012).

Em longo prazo, a L-carnitina tem sido administrada em
pacientes com doengas metabdlicas com acimulo de acidos organicos,
tais como acidemia metilmaldnica, acidemia propidnica, acidemia
isovalérica, acidemia glutarica tipo Il e também por pacientes afetados
por MCADD (Lee et al., 2005). Esse tripeptideo é utilizado como
terapia coajduvante, ligando-se aos acidos organicos, permitindo assim a
sua excrecdo na forma de acilcarnitinas ou ainda corrigindo os niveis de
deficiéncia secundéria de carnitina. Neste cenario, na MCADD ocorre a
conversdo de AO a octanoilcarnitina, metabélito de menor toxicidade e
de excrecdo mais facil do que o &cido graxo correspondente (Lee et al.,
2005; Ribas et al., 2012). Couce (2013) sugere que a difenga de
gendtipo de ACADM pode resultar em uma deficiéncia maior ou menor
dos niveis de carnitina, indicando que a dose de L-carnitina seria
administrada de forma diferente para cada paciente, embora ainda seja
controversa (Spiekerkoetter et al., 2010) . Ressalta-se que estas medidas
atenuam, mas ndo podem previnir totalmente as crises e 0s sintomas
neuroldgicos nos pacientes (Wilcken et al., 2007). Nesse sentido, novos
estudos e estratégicas terapéuticas sdo necessarios para melhorar a
qualidade de vida dos pacientes.

1.1.6 Fisiopatologia da MCADD

Uma das principais consequéncias da MCADD ¢ a falta de
substratos energéticos durante estados catabolicos, incluindo a
diminuicdo da cetogénese para suprir as demandas energéticas. Tal fato
ocasiona uma exaustdo da sintese de glicose, levando a um quadro
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hipoglicémico, uma situacdo que pode ter consequéncias graves sobre o
metabolismo energético cerebral, podendo ser parcialmente responsavel
pelo desenvolvimento da encefalopatia (Roe e Ding, 2001; Rinaldo et
al., 2002; Bennett et al., 2000). Outra consequéncia da ndo utilizacdo de
acidos graxos de cadeia média é o acimulo de acil-CoA de cadeia média
dentro das mitocdndrias, ocasionando uma elevagdo na razdo acil-CoA:
CoA. Tal acimulo leva & inibicdo das enzimas piruvato desidrogenase e
o-cetoglutarato desidrogenase, que utilizam CoA como substrato
(Rinaldo et al., 2002).

Com a diminuigdo da sintese de acetil-CoA, ha diminuigao da
sintese de citrato. Este ultimo, por sua vez, é precursor do malato,
metabolito necessario para a sintese de glicose via gliconeogénese, e
precursor de malonil-CoA, o principal regulador inibitério da CPT I,
enzima responsavel pela entrada de acidos graxos de cadeia longa na
matriz mitocondrial (Grosse et al., 2006; Lunt e VVander Heiden, 2011).
Portanto, a diminuicéo dos niveis de citrato ocasionada pelo acimulo do
AO e outros &cidos graxos na MCADD provoca também uma inibicéo
da gliconeogénese e uma diminuicdo da entrada de acidos graxos de
cadeia longa na mitocdndria, agravando a hipoglicemia e induzindo o
acumulo de derivados de acil-CoA nos tecidos e liquidos bioldgicos dos
pacientes (Roe e Ding, 2001) e o dano cerebral (Wajner e Amaral,
2015).

Para melhor compreender os mecanismos de toxicidade dos
acidos graxos de cadeia média, foram desenvolvidos modelos animais
de MCADD. O primeiro modelo animal foi desenvolvido em coelhos
através da infusdo de AO, e foram observadas alteracBGes cerebrais
nesses animais (Trauner e Huttenlocher, 1978; Trauner, 1982). Em
2008, Derks e colaboradores desenvolveram um modelo experimental
de MCADD em camundongos induzidos pela administracdo aguda de
acido 2 tetra-decilglicidico, um inibidor da oxidacdo mitocondrial de
acidos graxos, utilizado para verificar alteracdes no metabolismo da
glicose (Derks et al., 2008).

A hiperamonemia também é observada em pacientes com
MCADD (Ruitenbeek et al., 1995). Segundo Fenton e Rosenberg
(1995), ésteres de CoA inibem diretamente a enzima carbamilfosfato
sintetase |, responsavel pelo primeiro passo do ciclo da ureia. Um
bloqueio na sintese de ureia resulta no acumulo de aménia.
Adicionalmente, com a intensa protedlise para a utilizacdo de
aminoacidos como substratos energéticos para compensar a deficiéncia
da beta-oxidacdo, hd uma maior liberacdo de aménia (Smith et al.,
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2005), que apresenta alta toxicidade para os tecidos em geral,
especialmente para o sistema nervoso central (SNC) (Felipo e
Butterworth, 2002).

Outros autores sugerem que 0 quadro de letargia pode evoluir a
coma e morte devido, particularmente, ao acumulo de acidos graxos de
cadeia média e seus derivados de acilcarnitinas (Gregersen et al., 2008).
Os mesmos acidos graxos também alteram pardmetros de respiraco
celular e a homeostase mitocondrial do célcio, atuam como
desacopladores e alteram o estado redox mitocondrial (Reis de Assis
2004; Schuck et al., 2010; Tonin et al., 2012; Amaral et al., 2016). De
acordo com Olson e colaboradores (1989), atribui-se ao AO, quando
testado in vitro, a inibicdo do controle do volume astrocitario com a
atividade da enzima Na',K'-ATPase em cultura de células gliais.
Corroborando tais resultados Reis e colaboradores (2004) mostraram
que o AO inibiu moderadamente a atividade da Na®,K'-ATPase em
cortex cerebral de ratos jovens. Neste sentido, foi demonstrado que
acidos graxos de cadeia média inibem o metabolismo mitocondrial,
estimulando o transporte de lactato e corpos cetdnicos entre astrocitos e
neurdnios (Thevenet et al., 2016).

Além disso, Schuck et al. (2007) observaram que o AcD
provoca alteragdes em parametros de dano oxidativo e reduz defesas
antioxidantes em cortex cerebral de ratos. Da mesma forma, foi
demonstrado que os &cidos graxos AO e AD in vitro induzem estresse
oxidativo em cérebro de ratos (Schuck et al., 2009a). Neste cenario,
Derks e colaboradores (2014) demonstraram alteracfes de parametros
de dano oxidativo e defesas antioxidantes em plasma de pacientes
acometidos pela MCADD. Adicionalmente, foram observados em
pacientes niveis aumentados de fosfatidilcolinas oxidadas em amostras
de sangue de pacientes, corroborando o0 envolvimento do estresse
oxidativo nos mecanismos fisiopatol6gicos da MCADD (Najdekr et al.,
2015). Apesar desses achados, a fisiopatologia do dano cerebral
encontrado em pacientes acometidos pela MCADD ainda é pouco
compreendida. Nesse sentido, fazem-se necessarios estudos que
investiguem aspectos neuroquimicos envolvidos no déficit cognitivo
apresentado pelos pacientes.
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1.2 NEUROTROFINAS

Os fatores neurotréficos ou neurotrofinas (NT) sdo
polipeptideos com estrutura e funcdo relacionadas a sobrevivéncia e
diferenciacdo de populagdes de neurbnios, tanto no SNC como no
sistema nervoso periférico (SNP) (Lewin e Barde, 1996; Sterne et al.,
1997; Mariga et al., 2016). Além disso, estdo envolvidas em processos
de sinaptogénese e plasticidade neuronal (Lim et al., 2003), bem como
em processos cognitivos (Rybakowski et al., 2006). Seu conjunto de
acbes inclui também a inibicdo do processo de morte celular por
apoptose (Felderhoff-Mueser et al., 2002; Shaltiel et al., 2007).
Consequentemente, a viabilidade neuronal pode ser afetada pela redugéo
persistente dos niveis dessas NT no SNC (Du et al., 2003; Chdo et al.,
2003; Longo et al., 2007).

As NT sdo sintetizadas e secretadas por diferentes tipos
celulares, que as regulam em tecidos embrionarios e em adultos (Moris
e Vega, 2003; Mariga et al., 2016). Essas proteinas incluem o fator de
crescimento neural (NGF), o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), NT-3 e NT-4/5 (Wozniak, 1993; Barbacid, 1995). Para mediar
suas acgOes, existem receptores de tropomiosina quinase (Trk), uma
familia de receptores tirosina quinase. Sao 3 receptores, sendo que o
NGF liga-se ao Trk-A, o BDNF e a NT-4 ligam-se ao receptor Trk-B e a
NT-3 liga-se ao receptor Trk-C (Figura 2) (Kalb, 2005; Bothwell,
2016).

J& as pro-neurotrofinas apresentam alta afinidade ao receptor
p7 , ativando cascatas apoptéticas e a morte (Nykjaer et al., 2004).
Além disso, o receptor p75""" também pode ser visto como modulador,
podendo alterar a especificidade da ligacdo dos receptores Trk
(Benedetti et al., 1993; Lu et al., 2005). Nesse sentindo, Kraemer e
colaboradores (2014) sugerem que processos mediados por p75™'"
contribuem de diferentes maneiras para o desenvolvimento, maturacao e
manutencdo do SNC.

NTR
5
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Figura 2: Esquema representativo dos fatores neurotroficos e seus receptores
especificos. As neurotrofinas ligam-se seletivamente a receptores especificos de
Trk, promovendo a sua dimerizagédo e ativagdo de varias vias de transdugdo de
sinal. O NGF liga-se com alta afinidade ao Trk-A o BDNF liga-se ao Trk-B, ao
passo que todas as pré-neurotrofinas se ligam ao receptor p75"™ ativando
cascatas de morte celular. BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; NGF
= Fator de crescimento neural; Trk = receptor tropomiosina cinase. Elaborado
pelo Autor.

O NGF foi o primeiro fator de crescimento a ser identificado
(Calza et al., 2001; Calissiano et al., 2010), sendo originalmente
identificado em glandulas salivares de ratos que contém grandes
quantidades dessa proteina (Yin et al., 1998). De acordo com Darling e
colaboradores (1983), o pré-pr6-NGF é sintetizado e modificado para
pr6-NGF no reticulo endoplasmatico, onde passara por alteracdes nos
terminais amino e carboxilico, resultando na forma biologicamente
madura e ativa do NGF (Lim et al., 2003). E produzido pelos 6rgéos-
alvos, como cortex cerebral, hipocampo, hip6fise e medula espinhal, de
onde é enviado para os corpos celulares por transporte axonal retrégado
apds conexao a receptores especificos (Lewin e Barde, 1996; Terenghi,
1999; Shoval e Weizman, 2005).

O pr6-NGF interage através do seu pré-dominio p75™',
considerando que as interagdes com TrKA sdo provavelmente mediados
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pelo dominio maduro. No entanto, a ligacdo de ambos 0s receptores ao
pro-NGF na superficie das células é necesséria para gerar locais de
afinidade elevada e mediar a cascata de apoptose (Nykjaer et al., 2004).
Estudos recentes demonstram que o pr6-NGF ativa eventos celulares
dependentes de p75""", incluindo apoptose e quimiotaxia, e que pode
desempenhar um papel na morte neuronal e oligodendroglial no cérebro
e na medula espinhal (Beattie et al., 2002; Shonukan et al., 2003;
Nykjaer et al., 2014).

Segundo Landreth (2006), o NGF possui efeitos sobre as
respostas fisioldgicas de neurénios maduros. Estudos indicam um papel
do NGF na protecdo contra a neurodegeneragdo em doengas como
esclerose multipla e doencas de Alzheimer e Parkinson (Hellweg et
al.,1998; Shoval e Weizman, 2005; Valenzuela et al., 2007; Ziegenhorn
et al., 2007). Neste cenario, 0 aumento dos niveis das NT tem a fungdo
prioritaria de proteger os neurdnios da excitoxicidade (Lessmann et al.,
2003).

A molécula de BDNF é sintetizada primeiramente na forma de
pré-pr6-BDNF e seu RNA mensageiro (mRNA) direciona a sintese da
proteina nascente para o reticulo endoplasmatico, onde seguira para a
via secretora (Lessmann et al., 2003). A proteina nascente é clivada no
reticulo endoplasmatico, dando origem ao pr6-BDNF, que serd envolto
pelo complexo de Golgi e empacotado em vesiculas secretoras para
liberacdo espontanea ou por estimulo (Chen et al., 2006; Leal et al.,
2014). O pr6-BDNF secretado por neurdnios (substancia negra,
amigdala, hipotalamo, cerebelo e cortex cerebral) e células de Schawnn
¢ posteriormente convertido a BDNF maduro por proteases
extracelulares (Pang et al., 2004). Esse fator neurotréfico é produzido
principalmente pela glia e pelo nicleo dos neurdnios e possui grande
expressdo em hipocampo, neocértex, amigdala e cerebelo (Shimizu et
al., 2003).

O BDNF promove a sobrevivéncia de neur6nios colinérgicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos hipocampais e corticais (Alderson et
al., 1990; Hyman et al., 1991; Gosh et al., 1994; Rumajoge et al., 2004;
Mariga et al., 2016), podendo seus efeitos variar conforme a fase do
desenvolvimento. No inicio da fase fetal, 0 BDNF é importante para a
formacdo e maturacdo dos neurdnios em geral. Na fase adulta, tem papel
fundamental no processo de consolidacdo da meméria episédica (Chao
et al., 2003; Huang et al., 2003). Contudo, as acbes distintas do BDNF
mediada pela ativacdo do receptor p75"'" incluem a promocdo de
mielinizacdo (Chan et al., 2002), migracdo neuronal (Carter et al.,
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2003), apoptose neuronal (Bamiji et ai, 1998; Boyd e Gordon, 2002;.
Troy et al, 2002) e depressdao em longo prazo (Balkowiec et al., 2000;
Chen et al., 2010).

O BDNF esta envolvido na formacéo de diferentes tipos de
memorias e é fundamental para a manutencdo e armazenamento de
longa duragdo de informagdo no hipocampo (Minichiello, 2009;
Bekinschtein et al., 2014). Uma diminui¢do da producdo de BDNF ou
de seus receptores de alta afinidade prejudica diretamente 0s processos
de memoria e aprendizagem (Tyler et al., 2002; Vaynman et al., 2004;
Liu et al., 2008; Mariga et al., 2016). Neste contexto, tarefas que
exigem aprendizagem estdo associadas a um aumento dos niveis
cerebrais do mRNA de BDNF em ratos (Yamada e Nabeshima, 2003;
Karpova et al., 2014).

Alteraces na expressdo ou no funcionamento do BDNF estéo
relacionadas a doengas neurodegenerativas, tais doencas de Alzheimer,
Huntington e Parkinson, além de transtornos psiquiatricos (Howells et
al., 2000; Binder et al., 2001; Ge e Lahiri, 2002; Cunha et al., 2006;
Strand, et al., 2007; Pillai, 2008; de Oliveira et al., 2009; Quach et al.,
2016). Estudos em modelos animais de alguns erros erros inatos do
metabolismo também revelaram alteracdes nos niveis de fatores
neurotréficos (Scaini et al., 2013b; Ferreira et al., 2014; Scaini et al.,
2015).

Além de efeitos diretos desencadeados por BDNF e NGF
sobre processos de memdria e aprendizado, essas NT interagem
intimamente com o sistema colinérgico. Nesse sentido, Park (2013)
demonstrou que a expressdo da enzima colina acetiltransferase (ChAT),
responsavel pela sintese do neurotransmissor acetilcolina (Ach),
melhora a funcdo cognitiva e a atividade fisica de ratos senescentes,
além de restaurar a integridade neuronal colinérgica, efeitos esses
mediados por NGF e BDNF. Adicionalmente, Sofroniew e
colaboradores (2001) sugerem que a diminuigdo da expressdo do NGF
contribui para uma perda progressiva de neurdnios colinérgicos,
considerado um mecanismo importante na neurodegeneracao.

1.3 SISTEMA COLINERGICO

O sistema colinérgico desempenha um papel essencial no
desenvolvimento das estruturas cerebrais (Zirger et al., 2003), e
alteracdes na neurotransmissdo colinérgica durante o desenvolvimento
desecadeiam danos estruturais com efeitos sobre comportamento,
incluindo aprendizagem e meméria (Bachman et al., 1994; Conner et al.,
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2003; Hohmann et al., 2003; Barker el al., 2009; Antyborzec et al.,
2016). A formacdo de memoria e sua consolidacdo sdo resultados da
ativacdo de mecanismos celulares colinérgicos em diferentes estruturas
cerebrais (Giovannini et al., 2015). Além disso, a sinalizag8o colinérgica
mediada pelo neurotransmissor ACh ¢é fundamental para o
funcionamento do SNC (Gotti e Clementi, 2004), assim como da
musculatura voluntéria e involuntaria (Soreq e Seidman, 2001). Nesse
sentido, uma sinalizagdo colinérgica equilibrada depende da expressdo
de mdltiplos receptores, enzimas e transportadores (Ofek e Soreq,
2013).

A ACh ¢ sintetizada no neurdnio pré-sinaptico pela ChAT
(EC 2.3.1.6), armazenada em vesiculas e liberada para a fenda sinaptica
para se ligar aos receptores colinérgicos presentes no neurbnio pds-
sindptico. Sua acao sobre os receptores é terminada pela a¢do da enzima
acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) (Figura 3) (Zimmerman e Soreq,
2006).

# - vAChT
*=chT
' Ach
Pré-Sinaptico
Ach
, ChAT
Ach
\ Colina
. _AcCoA
AChE
Ach Colina + Acetato

Pos-Sinaptico

Figura 3: A acetilcolina (ACh), neurotransmissor colinérgico, € sintetizada no
neurdnio pré-sinaptico pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) a partir de
acetil-coenzima A, proveniente da oxidacdo do piruvato, e colina. A acetilcolina
recém-sintetizada é armazenada em vesiculas e liberada para a fenda sinaptica
por exocitose para atuar sobre os receptores colinérgicos presentes na
membrana plasmatica do neurdnio p6s-sinaptico. A acdo deste neurotransmissor
¢ terminada pela enzima acetilcolinesterase, que hidrolisa a acetilcolina a
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acetato e colina, os quais voltam para o neurdnio pré-sinéptico para a ressintese
de ACh. Fonte: Elaborado pelo Autor.

A hidrdlise pela AChE ocorre tdo logo o neurotransmissor
tenha cumprido seu papel, ou seja, ligar-se ao receptor da membrana
pos-sinaptica, permitindo a abertura de canais de fons Na“ e a
consequente despolarizagdo da membrana. Tal efeito proporcionara um
potencial de acdo, propagando o impulso (Stenesh, 1998). Este processo
evita a propagagdo continua do impulso nervoso, o que poderia acarretar
efeitos comportamentais como hiperatividade, asfixia e morte (Roex,
2003). Devido a sua funcdo regulatéria nas sinapses colinérgicas, a
AChE se torna extremamente importante para o equilibrio do SNC
(Hammond e Brimijoin, 1988; Rinne et al., 2003). Relacionados a um
prejuizo na funcdo da enzima AChE estdo propragacdo neuromuscular,
desenvolvimento cerebral, aprendizagem, memoria e danos neuronais
(Sketelj et al., 1998; Ballard et al., 2005; Zimmerman e Soreq, 2006).
Além disso, a AChE esta envolvida na modulagdo da ativagdo glial e
fluxo sanguineo cerebral, bem como no desenvolvimento e manutengéo
sindptica, podendo ainda contribuir para a formacdo do apoptossomo
durante os processos de apoptose (Park et al., 2004; Ballard et al., 2005;
Silman e Sussman, 2005).

A expressdo da AChE pode variar gradualmente durante a
proliferacdo e diferenciacédo neuronal, a apoptose e a génese de doengas
neurodegenerativas, tais como doengas de Alzheimer e Parkinson e
deméncia, bem como em transtornos psiquidtricos como mania,
depressdo e esquizofrenia (Rakonczay, 1988; Soreq e Seidman, 2001;
Dori et al., 2005). Assim, neurénios colinérgicos que expressam AChE
sdo consideravelmente mais vulneraveis a apoptose (Soreq e Toiber,
2005). Adicionalmente, estudos da fisiopatologia de doengas
metabdlicas demonstraram uma associacdo entre o acUmulo de
substratos ou metabodlitos no SNC e alteracfes da atividade da enzima
AchE, sugerindo uma interferéncia na neurotransmissao colinérgica na
fisiopatologia de alguns erros inatos do metabolismo (Stefanello et al,
2003; Wyse et al., 2004; Zugno et al, 2008; Pederzolli et al., 2010;
Scaini et al., 2012; Rodrigues et al., 2016).

A ChAT e a AChE séo proteinas utilizadas como marcadores
especificos do estado funcional dos neur6nios colinérgicos, pois ambas
desempenham papéis fundamentais na manutencdo dos niveis de ACh
nesses neurdnios (Gaybiel e Sofroniew, 1983; Dobransky e Rylett,
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2005; Contestabile et al., 2008; Jamal et al., 2009; Gokcek-Sarac et al.,
2013; Kumar et al., 2016). Neste cenario, estudos demonstraram que a
ChAT desempenha papel essencial no processo de aprendizagem e
formacéo da memoria (Davies et al., 1976; Kwon et al., 2015). Além
disso, Bartus (2000) sugere que uma inibicdo da atividade da ChAT
esteja diretamente relacionada ao dano cognitivo em pacientes com
doencas neurodegenerativas. Ainda, Bozzali (2012) sugere que, em
pacientes com a doenca de Alzheimer, a disfuncdo do sistema
colinérgico é a principal causa de défict cognitivo, ocorrendo pela
diminuicdo da atividade da ChAT. Outros estudos sugerem que a
diferenca na expressdo, conversao e ativacdo da ChAT pode contribuir
para uma diferenca individul de aprendizagem e memoria em ratos
jovens (Gokcek-Sarac et al., 2013).

Por outro lado, estudos pré-clinicos mostraram que a atividade
da ChAT ndo foi alterada na doenca de Alzheimer, possivelmente por
um mecanismo compensatorio de plasticidade colinérgica (DeKosky et
al., 2002; Bobkova et al., 2016). No entanto, outro estudo demonstrou
que um aumento da expressdo da ChAT melhora a funcéo cognitiva, ndo
sO por acdo da ACh, mas também pela reparacdo do sistema colinérgico
mediada por BDNF e NGF (Park et al., 2013).

A degeneracdo do sistema nervoso colinérgico por estresse
oxidativo esta ligada a déficitis cognitivos, associado na fisiopatologia
de doencas neurodegenerativas (Tsakiris et al., 2001; Melo et al., 2003;
Ballard et al., 2005). O tecido cerebral é particularmente sensivel ao
ataque de espécies reativas (ER) devido a fatores como alta demanda de
oxigénio, alta concentracdo de ions ferro, niveis diminuidos de defesas
antioxidantes em comparacdo a outros tecidos e o metabolismo da
dopamina, que libera ER (Halliwell e Gutteridge, 2015). Nesse sentido,
Derks colaboradores (2014) demonstraram alteracGes de parametros de
danos oxidativos e defesas antioxidantes em plasma de pacientes
acometidos pela MCADD.

1.4 SISTEMA REDOX CELULAR

As espécies reativas de oxigénio (ERO), em baixas
concentrac@es, desempenham papéis fisiologicos importantes, incluindo
a regulacdo da sinalizagdo celular, apoptose e defesa do organismo
contra agentes infecciosos (Finkel e Holbrook, 2000). No entanto, o
desequilibrio entre a geracdo dessas espécies e a sua remocao leva a
uma condicdo conhecida como estresse oxidativo (Halliwell e
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Gutteridge, 2007). Tal desequilibrio apresenta consequéncias deletérias
para a célula, tais como a peroxidacdo lipidica, a oxidacdo e
consequente inativacdo de proteinas e lesbes oxidativas ao DNA,
podendo levar & perda de funcéo e morte celular (Droge, 2002; Halliwell
e Gutteridge, 2007; Pala e Girkan, 2008; Halliwell e Gutteridge, 2015).

As principais fontes de ERO na célula incluem a cadeia
respiratoria (principal sitio de geracéo de ERO), as reagfes das enzimas
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADH) oxidases, monoamina
oxidase (MAO) e xantina oxidase (XO), todas essas rea¢fes produzindo
anions superdxido que, através da reacdo de Fenton, forma radicais
hidroxila. A essas fontes acrescenta-se a 6xido nitrico sintase (NOS),
enzima que sintetiza o éxido nitrico (NO) e, a partir dele, pode ser
formado o radical peroxinitrito (Halliwell e Gutteridge, 2015). Além
disso, essas moléculas podem ser formadas por fatores exégenos, como
a radiacdo ionizante e a exposicdo a solventes organicos (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Nesse cenario, as membranas celulares e organelas
sdo particularmente sensiveis ao dano oxidativo devido a presenga de
acidos graxos poli-insaturados em suas membranas fosfolipidicas,
acarretando alteragdes na estrutura e na permeabilidade das membranas
celulares, com consequente perda da seletividade na troca idnica,
liberacdo do conteldo das organelas e formacao de produtos citotoxicos,
tais como aldeidos, peroxidos, alcoois e cetonas (Weiss et al., 1986;
Uttara et al., 2009; Prakash e Kumar, 2013).

Ainda, a oxidacdo de proteinas resulta na perda de funcéo,
inativacdo de enzimas, perda da homeostase i6nica, podendo levar a
morte celular (Daniel et al., 2001; Thorpe e Baynes, 2003; Ullah et al.,
2015). Adicionalmente, os danos oxidativos ao DNA provocam delecdo
e quebras de cadeias, podendo induzir novas mutagdes e alterando a
expressdo génica, colaborando para o desenvolvimento de doengas
crénicas (Lee et al., 2004).

Como prote¢do contra os efeitos deletérios das ERO, a célula
possui uma série de defesas antioxidantes que agem sobre essas
moléculas. Antioxidante é uma substancia que quando presente em
baixas concentracdes em relacdo a substrato oxidavel retarda ou previne
a oxidacdo deste substrato, que pode incluir todo o tipo de molécula
encontrada in vivo (Halliwell e Gutteridge, 2007). Esse sistema de
protecdo antioxidante pode ser enzimatico ou ndo enzimatico, e ambos
trabalham em conjunto para minimizar os efeitos das ERO nos tecidos.

Dentre as defesas antioxidantes enzimaticas, destacam-se a
superéxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) que é responsavel pela
dismutacdo de anions superdxido, a forma mais abundante de ERO, a
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catalase (CAT; EC 1.11.1.6), que neutraliza o perdxido de hidrogénio
liberado nessa acgdo, glutationa peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9),
glutationa redutase (GR; EC 1.8.1.7), glutationa-S-transferase (GST; EC
2.5.1.18), Y-glutamilcisteina ligase (GCL; EC 6.3.2.2) e glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD; EC 1.1.1.49) (Halliwell et al., 2001,
Halliwell e Gutteridge, 2015). Sob condicGes fisioldgicas, hd um
equilibrio entre a formacdo de moléculas pro-oxidantes e sua remogao
por antioxidantes (Valko et al. 2007), mantendo a homeostasia celular
(Figura 4).
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Figura 4: Fontes endbgenas de espécies reativas e sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos. ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de
adenosine; CAT: catalase; DOPAC: Acido 3,4- di-hidroxifenilacético; Gli:
glicina; Gli-6P: glicose-6-fosfato; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa
redutase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; GST: glutationa
S-transferase; G6PD: glicose-6-fosfato desidrogenase; MAQO: monoamina
oxidase; NADP": fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina, forma
oxidada; NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina, forma
reduzida; NOS: 6xido nitrico sintase; Pi: fosfato inorganico; Ribose-5P: ribose-
5-fosfato; SOD: superoxido dismutase; y-glu-cys: vy-L-glutamil-L-cisteina.
Fonte: Ferreira, 2016.

O cérebro apresenta uma baixa capacidade de reagir contra
ERO devido a suas limitadas defesas antioxidantes, ao alto consumo de
oxigénio e ao alto teor de acidos graxos insaturados, em comparagao aos
demais tecidos (Karelson et al., 2001; Li et al., 2014; Halliwell e
Gutteridge, 2015), tornando este 6rgdo mais vulneravel ao aumento de
espécies reativas. Nesse sentido, o estresse oxidativo tem sido implicado
na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas tais como as doencas
de Parkinson e Alzheimer (Smith e Davis, 1993; Ruitenbeek et al.,
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1995; Mayatepek et al., 2002; Karelson et al., 2001; Long et al., 2007),
esclerose lateral amiotrofica e esclerose multipla (Perez-Severiano et al.,
2000; Bogdanov et al, 2001; Behl e Moosmann, 2002; Mancuso et al.,
2006). Também participa dos mecanismos fisiopatologicos de alguns
erros inatos do metabolismo, incluindo as acidemias organicas, as
doencas peroxissomais, os defeitos de oxidagdo mitocondrial de acidos
graxos (destacando-se a MCADD) e as aminoacidopatias (Vargas et al.,
2004; Wajner et al., 2004; Barschak et al., 2006; Schuck et al., 2009a;
Sgaravatti et al., 2009; Ribas et al., 2010; Tonin et al., 2010; Derks et
al., 2014; Schuck et al., 2015).

Alguns estudos sugeriram que 0 estresse oxidativo pode levar
a reducdo dos niveis de BDNF (Wu et al., 2004; Kapczinski et al.,
2008). Zou e Crews (2006) mostraram que 0 estresse oxidativo e a
neurotoxicidade induzida pelo glutamato reduzem a expressdo do
mRNA do BDNF. Além disso, Pugazhenthi et al. (2006) relataram que
os produtos de peroxidacdo lipidica diminuem a atividade promotora de
BDNF dependente da proteina ligante ao elemento de resposta do
monofosfato de adenosina (AMP) ciclico (CREB) em neurdnios do
hipocampo, afetando os processos cognitivos.

1.5 JUSTIFICATIVA

Considerando-se que pacientes acometidos pela MCADD
podem apresentar grave dano cerebral e grave deficiéncia intelectual e
gue o0s mecanismos que levam a esses achados ndo estdo bem
estabelecidos, torna-se importante o estabelecimento de um modelo
experimental adequado para essa doenga. Tal modelo permitiria uma
investigagdo mais detalnada da fisiopatologia dessa doenga,
especialmente de importantes mecanismos neurogquimicos associados ao
dano cognitivo, tais como NT, sistema colinérgico e estresse oxidativo.
Os resultados obtidos neste trabalho podem ser Uteis para o
estabelecimento de novas abordagens terapéuticas para se evitar o dano
cerebral apresentado pelos pacientes afetados pela MCADD.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo intracerebroventricular

(ICV) de AO sobre pardmetros neuroguimicos e comportamentais em
diferentes estruturas cerebrais de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Auvaliar os efeitos da administragdo aguda ICV de AO sobre as
tarefas comportamentais esquiva inibitoria simples, esquiva
inibitéria de treinos continuos, habituacdo ao campo aberto,
reconhecimento de objetos em ratos com 60 dias de vida;
Avaliar os efeitos da administracdo aguda ICV de AO sobre a
atividade das enzimas AChE e ChAT em cdrtex cerebral,
estriado e hipocampo de ratos com 60 dias de vida;

Avaliar os efeitos da administracdo aguda ICV de AO sobre os
niveis de BDNF e NGF em cortex cerebral, estriado e
hipocampo de ratos com 60 dias de vida;

Avaliar o efeito da administracdo aguda ICV de AO sobre os
niveis de mRNA dos genes ngf e bdnf em cértex cerebral,
estriado e hipocampo de ratos com 60 dias de vida;

Avaliar os efeitos da administracdo aguda ICV de AO sobre 0s
parametros de estado redox celular niveis (TBA-RS), contetdo
de carbonilas, oxidacdo de (DCFH), niveis de nitratos e nitritos
e atividade das enzimas antioxidantes catalase, superéxido
dismutase, glutationa redutase e glutationa peroxidase em
cortex cerebral, estriado e hipocampo de ratos com 60 dias de
vida.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 240 ratos
(Rattus norvegicus) machos da linhagem Wistar com 60 dias de vida
fornecidos pelo Biotério da Unidade Académica de Ciéncias da Saude,
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram mantidos
em ciclos de claro-escuro de 12 horas a uma temperatura de 24 = 1 °C
com exaustdo. Os animais tiveram livre acesso a dgua e ao alimento. A
utilizagdo dos animais seguiu um protocolo experimental aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense sob o protocolo nimero 090/2013-2 (ANEXO
A), seguindo a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos (CONCEA, 2013) e as
Diretrizes para a Pratica de Eutandsia do Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA, 2013).

3.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Para a administragdo ICV do AO, foi realizada uma
neurocirurgia por estereotaxia para implantacdo de uma canula no
ventriculo lateral direito por trepanagdo. Durante o processo cirlirgico,
0s animais tiveram uma fonte de aquecimento para que a temperatura se
mantivesse adequada para estes (aproximadamente 21 °C). Inicialmente,
os animais foram anestesiados pela administracdo intramuscular de uma
associacdo de cloridrato de cetamina (75 mg/kg de peso corporal) e
cloridrato de xilazina (1 mg/kg de peso corporal). Até a completa
anestesia, permaneceram em suas respectivas gaiolas (todos os animais
foram anestesiados em sequéncia). Apds a anestesia, 0s animais foram
colocados em um aparelho estereotéxico (Insight®, Brasil) sobre um
pano limpo, para evitar o contato direto com o material metalico frio do
equipamento, e presos nas barras auriculares de forma a permitir a
leitura adequada das coordenadas. A seguir, realizou-se uma incisao
longitudinal na pele e no tecido subcutaneo, expondo a calota craniana.
Foram utilizadas gotas de peroxido de hidrogénio comercial a fim de se
retirar a camada restante do tecido subcutdneo e permitir a melhor
visualizacdo das suturas; o excesso foi retirado com auxilio de uma
tesoura cirdrgica. A torre do aparelho estereotaxico foi colocada em
posicdo vertical (angulo zero), com o intuito de se verificar as
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coordenadas para a correta implantacdo da canula no ventriculo direito.
A localizacdo obtida pela leitura das coordenadas, levando-se em
consideragdo as coordenadas anteroposterior 0,9 mm e mesolateral 1,5
mm (Paxinos e Watson, 1980), indicou o exato local de implantacdo da
canula. Para tanto, foi realizado um pequeno orificio no local
determinado utilizando-se uma caneta de alta rotagdo de um aparelho de
brocar (Marathon®) e uma cénula de 9 mm foi introduzida com o
auxilio do aparelho estereotaxico seguindo a coordenada dorsoventral -
2,6 mm (Paxinos e Watson, 1980). Esta canula foi fixada na calota
craniana com acrilico odontoldgico, formando um “capacete”. Os
animais foram, entdo, devolvidos as suas gaiolas e mantidos no biotério
desta instituicdo por 72 h para recupera¢do da intervencdo cirurgica
(Paxinos e Watson, 1980). Ndo foram utilizados antimicrobianos ou
analgésicos para se evitar um possivel efeito sinérgico entre esses
farmacos e 0 AO.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Apds as 72 h de recuperacdo, os animais foram divididos
randomicamente em 2 grupos experimentais: grupo controle e grupo
AO. Os animais do grupo controle receberam uma administracdo ICV
de liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF: NaCl 140 mM, KCI 3 mM,
CaCl, 2,5 mM, MgCI* 1 mM, Na,HPO, 1,2 mM e NaH,PO, 0,27 mM,
pH 7,4) (2 pL), enquanto os animais do grupo AO receberam uma
administragdo ICV de AO (1,66 pmol em 2 pL). O AO foi dissolvido
em liquido aCFSF para uma solucéo de 333 mM, cujo pH foi ajustado
para 7,4.

Uma hora apés as administraces ICV, os animais foram
submetidos as tarefas comportamentais e, imediatamente ap0s as tarefas
comportamentais, os animais foram eutanasiados por decapitacdo com
guilhotina e sem anestesia. A caixa craniana foi aberta e, por dissecacéo,
as estruturas cerebrais cortex, estriado e hipocampo foram limpas e
isoladas. As estruturas foram imediatamente congeladas em freezer -80
°C até 0 momento da realizagéo das analises neuroquimicas.

3.4 TAREFAS COMPORTAMENTAIS
3.4.1 Habituacdo ao Campo Aberto (Meméria de Habituacéo)

Foi realizado em uma caixa de 40 x 60 cm delimitado por 4
paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro
transparente. O piso do campo aberto consiste em 12 quadrados iguais
marcados por linhas pretas. Na sessdo de treino, os animais foram
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cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do
aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por 5 minutos.
Imediatamente apds, 0s animais voltaram para a caixa moradia. A
sessdo de teste foi realizada 24 horas ap0s o treino, na qual se repete o
procedimento do treino. Os numeros de cruzamentos atraves das linhas
pretas e 0 nimero de levantamentos sobre as patas traseiras foram
avaliados em ambas as sessdes. Os cruzamentos representam a atividade
motora e os levantamentos sobre as patas traseiras representam atividade
exploratoria (Vianna et al., 2000). A diminuicdo do nUmero de
cruzamentos e levantamentos entre o treino e o teste, foi tomada como
uma medida de retengdo de memoria de habituag&o.

3.4.2 Esquiva Inibitdria

A esquiva inibitéria consiste em uma caixa de acrilico na qual o
piso é formado por barras paralelas de metal (1 mm de didmetro), com
espacgos entre as barras de 1 cm. Uma plataforma com 7 cm de largura e
2,5 cm de comprimento é colocada junto a parede esquerda do aparelho
(Quevedo et al., 1997; 1999; Roesler et al., 2004). Na sesséo de treino,
os animais foram colocados sobre a plataforma e se mediu o tempo que
0 animal levou para descer com as quatro patas da plataforma. Esse
tempo é denominado laténcia. Imediatamente ap6s descer da plataforma
com as 4 patas, o animal recebe um choque de 0,4 mA durante 2
segundos. Na sessdo de teste, o animal foi novamente colocado na
plataforma e medida a laténcia, porém ndo foi administrado choque. A
laténcia € um parametro classico de retengdo de meméria. Os intervalos
entre o treino e o teste foram 1,5 horas para medir memoria de curta
duracdo (Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 2003) e 24 horas para
memoria de longa duracdo (Quevedo et al., 1997; 1999; Izquierdo et al.,
1998; Roesler et al., 2004).

3.4.3 Esquiva Inibit6ria de Treinos Continuos

Nesse teste usou-se também o aparato de esquiva inibitdria,
cujas caracteristicas foram descritas anteriormente. Na sessdo de
treinamento, o animal é colocado na plataforma e imediatamente apos
pisar nas barras de metal, recebe um chogue 0,3 mA, durante 2
segundos. Este procedimento continua até que o animal permane¢a na
plataforma por 50 segundos. O animal foi devolvido entdo a sua caixa
moradia (Barichello et al., 2005). No mesmo dia, 1 hora e 30 minutos
apés o treino, o animal foi recolocado na plataforma e contou-se o
tempo de permanéncia do animal sobre a plataforma (tempo limite sobre
a plataforma foi de 180 segundos). Em situacbes em que o animal
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desceu antes dos 180 segundos, ndo foi administrado choque. O mesmo
procedimento foi repetido 24 horas apos.

3.4.4 Reconhecimento de objetos

Para a realizacdo deste teste, utilizou-se 0 mesmo equipamento
utilizado para a tarefa de habituagcdo ao campo aberto. No primeiro dia,
realizou-se a sessao treino (habituacdo animal), em que o animal foi
colocado cuidadosamente no quadrado do canto posterior esquerdo do
aparelho e este explorou o ambiente por 5 minutos. No dia seguinte, o
animal foi recolocado no aparelho, no qual estavam dois objetos iguais
(objeto A e B, de diferentes formas, cores e tamanhos). Contou-se 0
tempo em que o animal explorou cada objeto (A e B). No mesmo dia, 1
hora e 30 minutos apds (memdria de curta duracdo), o animal explorou
novamente o ambiente na presenga do primeiro objeto familiar (objeto
A) e um novo objeto (objeto C). Da mesma forma, contou-se novamente
o0 tempo total em que o animal levou para explorar cada objeto (Lima et
al., 2005). Vinte e quatro horas ap6s (memoria de longa duragdo), o
mesmo procedimento foi realizado, apenas trocando-se o objeto C pelo
objeto D (diferente do objeto A), e contou-se o tempo de exploracgdo de
cada objeto.

3.5 DETERMINAGCAO DOS NiVEIS DE BDNF E NGF

Para determinacdo dos niveis dos fatores neurotréficos
BDNF e NGF, em cortéx cerebral, hipocampo e estriado foram
homogeneizadas em solucéo tampdo fosfato com um coquetel inibidor
de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). O homogeneizado
resultante foi centrifugado a 2300 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi
utilizado para as determinagBes. Os niveis destas NT nos tecidos
cerebrais foram entdo determinados utilizando-se kits comerciais de
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) especificos para BDNF e
NGF (Millipore, EUA e Canada). Os niveis dessas NT foram
determinados medindo-se a absorvancia a 450 nm e os resultados foram
expressos como pmol . mg de proteina™.

3.6 EXPRESSAO GENICA POR PCR QUANTITATIVO EM TEMPO
REAL (RT- QPCR)

O RNA total de cortex cerebral, hipocampo e estriado foram
isolados com o reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia,
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USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. O RNA extraido foi
quantificado por espectrofotometria e o acido desoxirrubonucleico
(DNA) complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando-se o kit
ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega, Califérnia, USA)
a partir de 1 ug de RNA total, seguindo as instrugdes do fabricante. A
andlise da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo
real (RT-QPCR) foi realizada usando SYBR® Green | (Invitrogen
Carlsbad, Califérnia, USA). As reacGes foram feitas em um volume
final de 25 uL usando 12,5 puL de cDNA diluido (1:50 para Gapd,
RIp13a e BDNF), contendo uma concentracdo final de 5 M de betaina
(Sigma-Aldrich Louis, MO, EUA), 0,2 x SYBR® Green | (Invitrogen
Carlsbad, Califérnia, USA), 100 uM de dNTP, 1 x Tampé&o PCR, 3 mM
de MgCl,, 0,25 U de Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen
Carlsbad, Califérnia, USA) e 200 nM de cada primer forward e reverse
(Tabela 1). As condi¢des da ciclagem da PCR incluiram uma etapa
inicial de ativacdo da polimerase por 5 min a 95 °C, 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C para desnaturacdo, 35 segundos a 60 °C para
anelamento e 15 segundos a 72 °C para elongacdo. Ao final dos ciclos,
uma curva de dissociagdo foi incluida e a medida da fluorescéncia
resultante foi feita de 60 a 99 °C. Os niveis da expressao relativa foram
determinados com 7500 Fast Real-Time System Sequence Detection
Software v.2.0.5 (Applied Biosystems Califérnia, USA). A eficiéncia
por amostra foi calculada usando o programa LinRegPCR 11.0
(http://LinRegPCR.nl) e a estabilidade dos genes de referéncia, Gapd e
RIp13a (M-value) e o nimero 6timo de genes de referéncia de acordo
com a variagdo de pares (V) foi analizada pelo Software GeNorm 3.5
(http://medgen.ugent.be/genorm/). Os niveis da expressdo relativa de
RNA foram determinados usando o método 2-AACT.

Tabelal: Sequéncias dos iniciadores para as experiéncias de RT-gPCR
incluidos no estudo

Gene Forward primer Reverse primer
5- 5-
Gapd | GCTAAGCAGTTGGTGGTG | TCACCACCATGGAGAAG
: CA-3’ GC-3’
5- 5-
Hprt | GCAGACTTTGCTTTCCTTG | GCAGACTTTGCTTTCCTT
1° G-3’ GG-3’
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5- 5-
Rlpl | ACAAGAAAAAGCGGATG | TTCCGGTAATGGATCTTT
30® GTG-3’ GC-3°
BDN 5 5
> | CAGTCCTGGAGAAAGTCC | GCTATCCATAGTAAGGG
CGGTATC-3’ CCCGAAC-3’
5- 5-
NGES | CAAGGACGCAGCTTTCTA | CTTCAGGGACAGAGTCT
TCCTG-3’ CCCTCT-3’

Fonte: *Bonefeld et al. (2008); "Ferreira et al. (2014); °Choi e Friedman
(2014).

3.7 ATIVIDADE DA ACHE

A atividade desta enzima foi realizada em cortéx cerebral,
hipocampo e estriado de acordo com o método descrito por Ellman e
colaboradores (1961). A mistura de reacdo (volume final 2 mL) continha
tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e &cido 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB) 1 mM, posteriormente a enzima (40-50 ug de
proteina) foi pré-incubada durante 3 minutos. A reagéo foi iniciada pela
adicdo de 0,8 mM de iodeto de acetiltiocolina (AcSCh). Todas as
amostras foram testadas em duplicata ou triplicata, e a atividade
enzimatica foi expressa em micromoles AcSCh por hora por miligrama
de proteina. A proteina total foi avaliada pelo método de Lowry (1951),
utilizando albumina de sorobovino como padrao.

3.8 ATIVIDADE DA CHAT

A atividade da enzima ChAT em cortéx cerebral, hipocampo e
estriado foi determinada conforme Chao e Wolfgram (1973). O meio de
reacdo continha (PBS (cloretode sodio, cloreto de potassio, fosfato de
sodio bifasico, fosfato de potassio monobésico, agua milli-Q qsp, pH
7,2) 6,2 mM de acetil-CoA, 1 M de cloreto de colina, 0,76 mM de
sulfato de neostigmina 0,76 mM, 3 M de cloreto de sédio e 1,1 mM de
acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA). A essa mistura foi
adicionado 1 mM de 4,4’ -ditiodipiridina e a absorvancia foi
acompanhada a 324 nm por 20 minutos em um leitor de microplaca
SpectraMax® (Molecular Devices® California,USA). Atividade foi
medida pela formacdo do conjugado de CoA com o 1 mM de 4,4’-
ditiodipiridina (4-PDS) 4’4 ditiopiridona. Os resultados foram
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calculados utilizando-se o coeficiente de extincdo molar (4-TP) 4-
tiopiridona 1,98 x 10° M cm™ e estdo expressos em nmol . min™. mg de
protefna™.

3.9 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO
3.9.1 Niveis de Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-
RS)

Para determinacéo dos niveis de TBA-RS, em cortéx cerebral,
hipocampo e estriado foram homogeneizados em tampéo PBS gelado
(pH 7,4). Logo apds o homogeneizado foi precipitado por meio de uma
reacdo 4cida com 4cido tricloroacético (TCA, Vetec®) a 10 % com
sulfato de sddio adicionado ao sobrenadante na proporgdo 1:1 (V/v).
Ap6s centrifugacdo, o sobrenadante foi tratado com &cido tiobarbitdrico
(TBA, Sigma-Aldrich® St. Louis, MO, EUA) 0,67 % na proporgéo de
1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho fervente durante 25 min e,
apos, resfriada em agua a temperatura ambiente. A absorvancia obtida
através da coloracdo résea resultante foi medida em espectrofotdmetro a
532 nm. Concomitantemente, foi feita uma curva de calibracdo 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).

3.9.2 Contetdo de Grupos Carbonilas

A medida de formacdo de carbonilas em cortex cerebral,
hipocampo e estriado foi realizada espectrofotometricamente de acordo
com o método descrito por Reznick e Packer (1994). Uma aliquota de
amostra previamente homogeneizada foi tratada com uma solugdo de
2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNFH) 10 mM preparada em é&cido
cloridrico 2,5 N ou com acido cloridrico 2,5 N (brancos) e deixada por 1
hora no escuro a temperatura ambiente. As amostras foram entdo
precipitadas com TCA 20 % e centrifugadas durante 5 min a 9000 x g.
Apds a centrifugacdo, o sedimento obtido foi lavado 2 vezes com uma
mistura de etanol:acetato de etila (1:1, v/v) e ressuspendido em
guanidina 6 M. A diferenca entre as absorvancias a 365 nm das amostras
tratadas com DNFH e os brancos foi utilizada para calcular o contelido
de carbonilas da amostra a 365 nm. Os resultados foram calculados
como nmol carbonilas/mg de proteina, utilizando-se o coeficiente de
extincdo de 22.000 x 10° nmol/mL para hidrazonas aliféticas.
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3.10.3 Niveis de nitratos e nitritos

As concentracBes de nitratos e nitritos em cortex cerebral,
hipocampo e estriado foram determinados de acordo com Miranda et al.
(2001), utilizando o reagente de Griess, pela adicdo de 100 pL do
reagente de Griess (0,1% dihidrocloridronaftiletilendiamida em agua e
1% de sulfanilamida concentrada em 5% de acido fosforico (HsPQy),
volume de 1:1, para 100 pL de amostra). A absorbancia foi mensurada a
550 nm por meio de ELISA. Uma curva de calibracdo foi feita
utilizando nitrato de sddio, e cada ponto da foram calculadas nmol por
miligrama de proteina.

3.9.4 Oxidacéo de DCFH

A producdo de espécies reativas em cortex cerebral, hipocampo
e estriado foi determinada de acordo com o método de LeBel et al.
(1992), utilizando-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA).
As aliquotas de amostras previamente homogeneizadas, adicionou-se a
forma diacetato do DCF, a qual é permeavel a membrana celular, e essas
aliquotas foram incubadas durante 30 min a 37 °C. No meio intracelular,
esterases clivam o grupamento acetato do DCF-DA, gerando a forma
reduzida DCFH. As espécies reativas presentes no meio oxidam o
DCFH, produzindo o produto fluorescente 2’,7’-diclofluoresceina
(DCF). A fluorescéncia foi medida usando comprimentos de onda de
480 (excitacdo) e 535 nm (emissdo). A curva de calibracdo foi realizada
utilizando-se DCF padrdo (0-10 pM) e os resultados estdo expressos
como pmol de DCF formado/mg de proteina.

3.9.5 Atividade da CAT

Esta atividade enzimatica em cortéx cerebral, hipocampo e
estriado foi determinada através do método de Aebi (1984). A amostra
previamente homogeneizada, foi adicionado Triton 0,1 % seguido de
agitacdo. Esta mistura foi conservada em gelo durante 15 minutos. Ao
tampdo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, foi adicionado H,0, 30%
(v/v). Este meio foi colocado em cubeta de quartzo e o aparelho
estabilizado contra um branco corrido separadamente de tampéo fosfato.
Apos adicdo da amostra, foi realizada a leitura da queda da absorvancia
do H,O, em um leitor de microplaca SpectraMax® (Molecular
Devices® California,USA) a 240 nm, a temperatura ambiente, durante
100 segundos. Para o calculo, utilizou-se o coeficiente de extincdo do
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H,0, de 43,6 mM™cm™. Os resultados da atividade enzimatica estdo
expressos em nmol . min™. mg de proteina™.

3.9.6 Atividade da SOD

A atividade da SOD em cdrtex cerebral, hipocampo e estriado
foi determinada de acordo com Bannister e Calabrese (1987).
Primeiramente, foram realizadas leituras da auto oxidac&o da adrenalina.
Apds, foram adicionados @ amostra CAT 10 mM, tamp&o glicina 50 mM
e adrenalina 60 mM, e ao branco foi adicionada adrenalina 60 mM. A
atividade enzimatica foi determinada pela inibigdo da auto-oxidacéo 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).

3.9.7 Atividade da GPx

A atividade da GPx em cortex cerebral, hipocampo e estriado
foi determinada pelo método de Wendel (1981) usando hidroperéxido
de tert-butila como substrato. Em uma cubeta de quartzo foram
adicionados tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM,
azida sodica 40 mM, glutationa reduzida 100 mM, GR 10 U/mL,
NADPH 10 mM e amostra (0,1 — 0,3 ug de proteina). Esta mistura foi
incubada a 25 °C durante 1 minuto, a fim de estabilizar o meio. Ap6s a
incubagdo, foi adicionado hidroperéxido de tert-butila 10 mM para
iniciar a reagdo. Os brancos foram preparados substituindo-se a amostra
pelo tampéo fosfato supracitado. A queda da absorvancia a 340 nm foi
acompanhada durante 240 segundos em um leitor de placas
SpectraMax® (Molecular Devices® Califérnia, USA) e a atividade da
GPx foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo do
dinucleotideo de fosfato de nicotinamida e adenina (NADPH) a 340 nm
de 6,2 mM™ cm™. A atividade da GPx esta expressa como U/mg de
proteina.

3.9.8 Atividade da GR

A atividade da enzima GR em cortex cerebral, hipocampo e
estriado foi avaliada segundo o método descrito por Calberg e
Mannervik (1985). Essa atividade enzimatica foi medida através da
observacdo do decréscimo da absorvancia do NADPH a 340 nm em um
leitor de placas SpectraMax® (Molecular Devices® Califérnia, USA).
O meio de reacdo constituiu-se de tampao fosfato de sddio 200 mM, pH
7,5, EDTA 6,3 mM, glutationa oxidada 1 mM e NADPH 0,1 mM, além
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de aproximadamente 3 pg de proteina. Os resultados estdo expressos em
U/mg de proteina.

3.9.9 Dosagem de Proteinas

A quantificacdo de proteinas totais nas amostras foi realizada
através do método de Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina sérica
bovina como padrao.

4 ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo
da média. Para a comparacdo entre as médias dos dois grupos
experimentais, foi utilizado o teste t de Student para amostras
independentes. Os dados foram distribuidos normalmente (Shapiro-
Wilk, p > 0,05) com variancias iguais entre as amostras (teste de
igualdade de variancias, p > 0,05).

Quando as varidveis ndo seguiram uma distribuicdo normal e
sua variancia ndao preencheu o pressuposto da homocedasticidade, os
dados foram expressos como mediana e intervalos interquartil e foram
analisados por um teste ndo paramétrico (Mann-Whitney U), seguido
pelo teste de Wilcoxon e as diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p < 0,05. As analises estatisticas
foram realizadas pelo programa IBM SPSS Statistics (IBM, Armonk,
Estados Unidos). Foram consideradas diferencas significativas quando
valor de p< 0,05.
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5 RESULTADOS

Através de tarefas comportamentais inicialmente, foram
avaliados os processos de memodria e aprendizagem em um modelo
experimental de MCADD induzido quimicamente pela administracdo
ICV de AO. Na tarefa de habituacdo ao campo aberto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa no nimero de cruzamentos e
levantamentos entre os grupos durante o treino (p>0,05), indicando que
ndo houve diferenca na atividade motora e exploratéria entre 0s grupos
controle e AO. No entanto quando o0s animais que receberam
administracdo de AO ndo apresentaram diferenca estatistica entre no
namero de cruzamentos e levantamentos entre as sessGes treino e teste,
sugerindo que esses animais apresentam danos a memoria de
habituacdo. Por outro lado, os animais do grupo controle apresentaram
um numero reduzido de cruzamentos (p<0,05) e levantamentos (p<0,05)
24 horas apo6s a primeira exposicao, indicando que os ratos pertencentes
a esse grupo experimental habituaram-se ao ambiente (Figura 5).
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Figura 5: Efeito da administracdo intracerebroventricular de &cido octanoico
(AO) sobre a memdria de habituacdo ao campo aberto em ratos com 60 dias de
vida. Os dados representam a média + desvio padrdo da média de 12 animais
por grupo experimental e estdo expressos em unidades arbitrarias. * p <0,05
comparado com a sessao treino (teste de Wilcoxon).

O proximo passo foi investigar o efeito da administracdo
aguda ICV de AO sobre a retencdo de meméria através do teste de
esquiva inibitoria. A figura 6 demonstra que, durante a sessdo treino,
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ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Entretanto, na sessdo
teste, observou-se uma reducdo significativa do tempo de laténcia do
grupo AO, quando comparado com o grupo controle.
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Figura 6: Efeito da administracdo aguda intracerebroventricular do &cido
octanoico (AQ) sobre a memoria de longo prazo nas sessdes de treino e teste
(24 h apds o treino) na tarefa de esquiva inibitéria em ratos com 60 dias de vida.
Os dados representam mediana = intervalo interquartil de 12 animais por grupo
experimental e estdo expressos em segundos. * p <0,05 em comparagao a sessao
treino.

Adicionalmente, os animais submetidos a administragdo ICV
de AO apresentaram um aumento significativo no nimero de treinos
(p=0.005) requeridos para atingir o critério de aquisicdo de memdria (50
segundos sobre a plataforma), quando comparado ao grupo controle
(Figura 7A). Os resultados desta tarefa sugerem que o grupo AO
necessita de aproximadamente duas vezes mais estimulos para atingir o
critério de aquisicdo de memdria em comparacdo com o grupo controle,
indicando dificuldade de aprendizagem. No teste de retencdo de
memoria, ndo houve diferenca entre os grupos, o que indica que a

memoria em longo prazo nao foi alterada (Figura 7B).



74

*
4+ A
—_
7
(o]
£ 34
)
L
-
3 2-
o
) —_—
€ 1
S5 1
pd
0 T T
e
& v
S
o(‘
O
B
400- 4
* 3 Treino
@ Teste
S 3004
3 *
©
3 2004
c
(2
S 100-
0 L] T
& o
& ¥

00

Figura 7: Efeito da administracdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AO) sobre a aquisi¢do (A) e retencdo (B) de memoria durante o teste
de esquiva inibitéria de multiplos treinos. Os dados da figura (A) representam
média * desvio padrdo de 12 animais por grupo experimental e estdo expressos
em unidades arbitrarias. *p <0,05 quando comparado ao grupo controle (teste t
de Student). Os dados da figura (B) sdo apresentados como mediana * intervalo
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interquartil de 12 animais por grupo experimental e estdo expressos em
segundos. *p <0,05 quando comparado ao grupo controle (teste de Wilcoxon).

Para se avaliar alteracGes cognitivas, foi realizada a tarefa
comportamental de reconhecimento do novo objeto, que utiliza a
preferéncia natural dos ratos por novos objetos exibidos como parametro
de cogni¢do. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa,
entre os grupos controle e AO no tempo total de exploragdo de ambos
objetos durante o teste de aquisicdo. Além disso, ndo houve diferenga
significativa entre os grupos no desempenho durante o teste de retengdo
de memoria. Esses resultados indicam que a administragcdo de com AO
ndo afetou a memdria de reconhecimento (Figura 8).

o 2.0- )
€ * 3 Treino
Q
E. s & @B Teste
g1
L
c
S 1.04
Q
(74
Q
T 0.5- -I—
[+}]
L2
k]
£ 0.0 . r
'60\0 V.O
&

Figura 8: Efeito da administracdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AQ) sobe a memdria ndo aversiva na tarefa de reconhecimento de
objetos em ratos com 60 dias de vida. Os dados representam mediana +
intervalo interquartil de 12 animais por grupo experimental. *p <0,05 quando
comparado com teste (teste de Wilcoxon).

Na tentativa de se estabelecer os mecanismos pelos quais a
administracdo ICV de AO induz prejuizos cognitivos, foram avaliados
parametros neuroquimicos relacionados a meméria e a aprendizagem.
Primeiramente, foram avaliados os niveis de NGF e de BDNF em cortex
cerebral, hipocampo e estriado de animais tanto do grupo controle
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quanto do grupo AO. Pode-se observar na figura 9 que a administracdo
desse acido graxo diminuiu os niveis de NGF em hipocampo e estriado,
sem causar alteracdo desses niveis em cortex cerebral.
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Figura 9: Efeito da administracdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AO) sobre os niveis do fator de crescimento neural (NGF) em cértex
cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os resultados
representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo e estdo
expressos em g de preteina. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle (Teste
t de Student para amostras independentes).

Além disso, foi investigado o efeito da administracdo aguda
ICV de AO sobre os niveis proteicos do BDNF em cértex cerebral,
hipocampo e estriado (Figura 10). Observou-se uma diminui¢cdo dos
niveis no estriado dos animais do grupo AO em comparagao ao controle.
Nas demais estruturas cerebrais, ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos.
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Figura 10: Efeito da administracdo aguda intracerebroventricular de acido
octanoico (AO) sobre os niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) em cortex cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de
vida. Os resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por
grupo e estdo expressos em g de proteina. *p<0,05 em comparagdo ao grupo
controle (Teste t de Student para amostras independentes).

A seguir, foram quantificados os niveis de mMRNA dos gene ngf
e bdnf em cdrtex cerebral, hipocampo e estriado apds a administragdo
aguda ICV de AO, na tentativa de identificar a causa da diminui¢do dos
niveis proteicos dessas neurotrofinas (Figura 11). Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e AO
em nenhuma das estruturas cerebrais investigadas, eliminando-se a
hip6tese de que a diminuicdo desses niveis proteicos seria causada pela
diminuicdo da expressdo de seus respectivos genes.
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Figura 11: Efeito da administracdo aguda intracerebroventricular de &acido
octanoico (AO) sobre a expressao do genes codificadores das proteinas do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) figura (A) e do fator de crescimento
neural (NGF) figura (B) em cdrtex cerebral, hipocampo e estriado de animais
com 60 dias de vida. Os resultados representam média + erro padrdo da média
de 6 animais por grupo experimental e estdo expressos em unidades arbitrarias.
Nédo houve diferenca significativa entre os grupos (Teste t de Student para
amostras independentes).
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Considerando-se que alteracBes nos niveis e na sinalizacdo de
NGF e BDNF podem afetar o sistema colinérgico, avaliou-se o efeito da
administracdo aguda ICV do AO marcadores desse sistema
neurotransmissos. Nesse sentido, foi avaliada a atividade da enzima
AChE em cdrtex cerebral, hipocampo e estriado de ratos com 60 dias de
idade (Figura 12). Nao foi detectada diferenca -estatisticamente
significativa entre os grupos AO e controle em nenhuma das estruturas
cerebrais estudadas.
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Figura 12: Efeito da administracdo aguda intracerebroventricular de acido
octanoico (AO) sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) em
cOrtex cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os
resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo
experimental e estdo expressos em pmol ACSC mg de proteina. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos (Teste t de Student para amostras
independentes).

Adicionalmente, foi avaliada a atividade da ChAT, outro
importante marcador do sistema colinérgico em cortex cerebral,
hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida submetidos a
administracdo ICV de liquido cefalorraquidiano artificial (grupo
controle) ou de AO (grupo AO). A figura 13 mostra que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos quanto a
atividade dessa enzima.
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Figura 13: Efeito da administragdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AO) sobre a atividade da enzima colina acetiltransferase (ChAT) em
cOrtex cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os
resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo
experimental e estdo expressos em nmol/mg de proteina. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos (Teste t de Student para amostras independentes).

Finalmente, investigou-se o0 envolvimento do estresse
oxidativo sobre o prejuizo a memoria e a aprendizagem causada pela
administragdo aguda ICV de AO. Nesse sentido, o conteldo de
carbonilas foi avaliado em cértex cerebral, hipocampo e estriado de
ratos com 60 dias submetidos a esse modelo experimental de MCADD
(Figura 14). Foi observado um aumento desse marcador de dano
oxidativo a proteinas em cdrtex cerebral e hipocampo dos animais que
foram submetidos a administracdo de AO quando comparados aos
animais do grupo controle.
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Figura 14: Efeito da administragdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AO) sobre o conteldo de grupos carbonila em cértex cerebral,
hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os resultados
representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo experimental
e estdo expressos em nmol . mg de proteina™. **p<0,01 em comparacéo ao
grupo controle (Teste t de Student para amostras independentes).

A seguir, avaliou-se o efeito da administragdo ICV de AO
sobre os niveis de TBA-RS, um marcador de peroxidacdo lipidica, em
cortex cerebral, hipocampo e estriado de ratos com 60 dias de vida. A
figura 15 mostra um aumento dos niveis de TBA-RS em cortex cerebral
e estriado de animais submetidos a administracdo de AO. A mesma
figura mostra uma tendéncia a aumento desses niveis em hipocampo,
embora ndo estatisticamente significativo (p< = 0,50).
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Figura 15: Efeito da administragdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AQ) sobre os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBA-RS) em cortex cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de
vida. Os resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por
grupo experimental e estio expressos em nmol . mg de proteina™. *p<0,05;
**p<0,01 em comparagdo ao grupo controle (Teste t de Student para amostras
independentes).

O proximo passo foi investigar o efeito da administragdo ICV
de AO sobre a producdo de espécies reativas em coértex cerebral,
hipocampo e estriado de ratos com 60 dias de vida, na tentativa de se
identificar a causa do dano oxidativo a macromoléculas observado. Para
se avaliar a producdo de espécies reativas de nitrogénio, foram
quantificados os niveis de nitratos e nitritos (Figura 17). Néo foi
identificada diferenca entre os grupos controle e AO nesse parametro.
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Figura 16: Efeito da administragdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AO) sobre os niveis de nitratos e nitritos em cortex cerebral,
hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os resultados
representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo experimental
e estdo expressos em pmol . mg de proteina®. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Teste t de Student
para amostras independentes).

Adicionalmente, foi investigada a oxida¢do de DCFH, outro
parametro indicativo de produgdo de espécies reativas, em cortex
cerebral, hipocampo e estriado dos animais de ambos grupos
experimentais (Figura 17). Da mesma forma que os niveis de nitratos e
nitritos, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre
0 grupo controle e o grupo AO em nenhuma das estruturas cerebrais
avaliadas.
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Figura 17. Efeito da administragdo aguda intracerebroventricular de acido
octanoico (AO) sobre a oxidagdo de 2’,7’-diclorofluoresceina reduzida (DCFH)
em cortex cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os
resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo
experimental e estdo expressos em nmol . mg proteina™.N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Teste t de Student
para amostras independentes).

Por fim, foram avaliadas as defesas antioxidantes enzimaticas
em estruturas cerebrais de animais do grupo controle e do grupo AO.
Primeiramente, avaliou-se a atividade da enzima CAT em cOrtex
cerebral, hipocampo e estriado desses animais (Figura 18). Foi
observado um aumento estatisticamente significativo da atividade dessa
enzima em cortex cerebral e hipocampo dos animais submetidos a
administragdo de AO.
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Figura 18: Efeito da administragdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AO) sobre a atividade da enzima catalase (CAT) em cortex cerebral,
hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os resultados
representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo experimental
e estdo expressos em nmol . min™. mg de proteina™. *p<0,05; **p<0,01 em
comparagdo ao grupo controle (Teste t de Student para amostras
independentes).

Atividade da Catalase
(nmol.mg de proteina™)

A seguir, foi avaliada a atividade enzimatica da SOD em
cortex cerebral, hipocampo e estriado de ratos que receberam
administragdo aguda ICV de AO (Figura 19). Nao foi encontrada
nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos,
embora haja uma tendéncia de aumento dessa atividade em cortex
cerebral (p = 102).
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Figura 19: Efeito da administragdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AO) sobre a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em
cOrtex cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os
resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo
experimental e estdo expressos em nmol . min™. mg de proteina™ (Teste t de
Student para amostras independentes).

Também foi avaliada a atividade da enzima GPx em estruturas
cerebrais de ratos submetidos a um modelo experimental de MCADD.
Ndo foram observadas alteracbes nessa atividade enzimatica em
nenhuma das estruturas avaliadas. em cértex cerebral, hipocampo e
estriado de ratos de 60 dias (Figura 20).
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Figura 20: Efeito da administracdo aguda intracerebroventricular de acido
octanoico (AO) sobre a atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) em
cOrtex cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os
resultados representam média + erro padrdo da média de 6 animais por grupo
experimental e estdo expressos em nmol . min™. mg de proteina™. N&o houve
diferenca significativa entre os grupos (Teste t de Student para amostras
independentes).

Da mesma forma, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controle e o grupo AO
quando foi investigada a atividade da enzima GR em cértex cerebral,
hipocampo e estriado desses animais (Figura 21).
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Figura 21: Efeito da administragdo aguda intracerebroventricular de &cido
octanoico (AO) sobre a atividade da enzima glutationa redutase (GR) em cortex
cerebral, hipocampo e estriado de animais com 60 dias de vida. Os resultados
representam média * erro padrdo da média de 6 animais por grupo experimental
e estdo expressos em nmol . min™. mg de proteina®. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (Teste t de Student para amostras independentes).
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6 DISCUSSAO

Pacientes acometidos pela MCADD apresentam alteracfes
neuroldgicas, tais como paralisia e edema cerebral, anomalias no lobo
frontal (Egidio et al., 1989; Heubi et al., 1987; Maegawa et al., 2008),
atraso no desenvolvimento cognitivo e aprendizado (Roe e Ding, 2001;
Derks et al., 2006). Apesar das sequelas neurolégicas serem comuns em
pacientes com MCADD, os mecanismos do dano cerebral nesta doenca
ainda ndo estdo estabelecidos. Estes danos tém sido atribuidos aos
efeitos toxicos dos 4cidos graxos acumulados na doenga (Rinaldo et al.,
2002), bem como de suas acilcarnitinas (Onkenhout et al., 1995).

Neste sentido, o presente estudo investigou o efeito da
administracdo aguda ICV de AO sobre tarefas comportamentais, bem
como sobre niveis de NT, sistema colinérgico e homeostasia redox
celular em estruturas cerebrais de ratos com 60 dias de vida. Esse
modelo experimental foi desenvolvido e utilizado tendo em vista que
poucos modelos animais in vivo de MCADD foram descritos na
literatura e que a administragdo apenas de AO, o principal &cido graxo
acumulado na doenca, auxilia na identificagdo do efeito isolado de cada
metabdlito envolvido. A idade dos animais (60 dias) foi escolhida por
corresponder a um adulto jovem em seres humanos (Semple et al., 2013)
periodo de intenso metabolismo, considerando-se que a MCADD pode
se manifestar em qualquer periodo da vida, desde a infancia até a idade
adulta (Randall et al., 2015).

Inicialmente, investigou-se o efeito da administracdo aguda
ICV de AO sobre tarefas comportamentais que avaliam processos de
memoria e aprendizado. Na tarefa de habituacdo ao campo aberto
observou-se que 0s animais que receberam administracdo de AO e
foram expostos ao teste de memdria de habituacdo, sendo que estes
animais ndo se habituaram ao aparato de habituacdo ao campo aberto,
sugerindo déficit cognitivo. Na tarefa de esquiva inibitéria simples,
observou-se que o grupo AO teve prejuizo na memoria aversiva. Tal
achado sugere que a administracdo desse acido graxo provoca déficit de
memoria aversiva. Da mesma forma, a administracdo de AO ocasionou
déficit de aprendizagem, sem alterar a meméria de retencdo, conforme
observado no teste de esquiva inibitéria de maltiplos treinos. Por outro
lado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
estudados na tarefa de reconhecimento de objeto. Tomados em
conjuntos, esses achados sugerem que os animais do grupo AO
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apresentaram déficit na memoria de habituacdo. Na memoria aversiva e
no aprendizado, mas ndo na memoria de reconhecimento.

A memédria € um processo dindmico, que consiste em trés
fases: aquisicdo, consolidacdo e recuperacdo (lzquierdo, 2002), este
mecanismo celular nos levaria a evocagdo da meméria e aprendizagem
(Lu et al., 2008). Todos esses eventos sdao dependentes do hipocampo,
estrutura cerebral que armazena as experiéncias por um curto periodo de
tempo, antes que a informacao seja transferida para o cortex cerebral
para um armazenamento definitivo (Wiltgen et al., 2000; Frankland et
al., 2005; Jaeger et al., 2013). Nesse cenario, Barry e colaboradores
(2016) sugeriram que o hipocampo também é necessério para a
recuperagdo da memoria. Adicionalmente, estudos demonstraram que as
estruturas do hipocampo e do estriado podem interagir
competitivamente durante o processo de aprendizagem (Poldrack e
Packard, 2003; Poldrack e Rodriguez, 2004). Tal interagdo entre estes
sistemas de memoria foi ainda apoiada por um recente estudo
comportamental que mostra interferéncia entre memdrias declarativas e
processuais, sugerindo a existéncia de redes neuronais compartilhadas
entre hipocampo e estriado (Brown e Robertson, 2007; Keisler e
Shadmehr, 2010; Cohen e Robertson, 2011; Calabresi et al., 2016). Na
mesma linha, estudos de neuroimagem mostraram que tarefas
declarativas consideradas dependentes do hipocampo, como a
navegacao espacial, recrutam o estriado (Peigneux et al, 2006; Doeller
et al., 2008).

Os processos de memodria e aprendizagem séo dependentes de
diversos mecanismos celulares, incluindo as NT (Rybakowski et al.,
2006; Yoshii, 2010). Nesse contexto, estudos tém demonstrado que o
NGF é um fator fundamental na aprendizagem e memdria (Landreth,
2006). Além disso, estudos demonstraram um importante papel do
BDNF na retencdo e na aquisicdo da memoéria (Bekinschtein et al.,
2007; Bekinschtein et al., 2008; Slipczuk et al., 2009), bem como o seu
possivel efeito terapéutico no tratamento destas doencgas, vem sendo
investigado (Zuccato e Cattaneo, 2009; Allen et al., 2013). No presente
trabalho, foram observadas diminuicdes dos niveis dessas NT em
hipocampo e estriado, importantes areas relacionadas a memoria e a
aprendizagem, dos animais que receberam administracdo ICV de AO.
Estes achados sugerem que a diminuicdo dos niveis de BDNF e NGF e,
consequentemente, da sua sinalizacdo possa estar relacionada ao
prejuizo de memoria obervada em animais que receberam AO.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calabresi%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26372625
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Nesse sentido, recentemente foi sugerido que o BDNF
desempenha um papel rapido e essencial na regulacdo da plasticidade
sinaptica, proporcionando outro mecanismo através do qual o BDNF
modula a aprendizagem e a memdria ap0s um evento estressante (Gray
et al,, 2013). Tal fato o faz ter um importante papel durante o
desenvolvimento, na idade adulta e no envelhecimento (Nykjaer et al.,
2004). Assim, uma diminuicdo dos niveis de BDNF e NGF estdo
relacionados a danos neuroldgicos e alteracdes de processos cognitivos
(Lessmann et al., 2003; Rybakowski et al., 2006), considerando-se que
essas NT exercem efeitos neurotrdficos e neuroprotetores (Murer et al.,
2001) e sdo mediadores importantes da plasticidade neuronal (Thoenen,
1995). Nesse contexto, uma diminuigdo dos niveis de BDNF no cérebro
é encontrada em doencgas neurodegenerativas (Mariga et al., 2015) e em
alguns erros inatos do metabolismo, tais como tirosinemia (Ferreira et
al., 20013), doenga do xarope do bordo (Scaini et al., 2014) e
fenilcetondria (Zhang et al., 2007). Nesse sentido Zhang e colaboradores
(2007) observaram que neurdnios corticais foram levados a apoptose
com altas concentragdes de fenilalanina. Esse efeito foi revertido pelo
pré-tratamento destes neurdnios com BDNF (Zhang et al., 2010),
demonstrando um potencial efeito neuroprotetor desta neurotrofina, em
modelos animais de erros inatos do metabolismo.

Um estudo realizado por Matté e colaboradores (2009)
também apresentou evidéncias de que a administracdo aguda de
homocisteina em ratos provocou uma deficiéncia na consolidagdo da
memoéria de curto e longo prazo na tarefa esquiva inibitdria,
possivelmente devido aos niveis reduzidos de BDNF no hipocampo
desses animais, resultados semelhantes aos encontrados no presente
estudo. Estes resultados corroboram o0s achados deste trabalho,
indicando que a diminuicdo dos niveis de BDNF pode contribuir para o
dano neuroldgico encontrado em pacientes com MCADD.

Alteracdo na expressdo ou fungdo do BDNF, considerando
uma das principais neurotrofinas do cérebro, pode levar ndo somente a
disfuncdo no desenvolvimento neural, mas também nos déficits da
migracdo, conexBes, e uma alteragdo na plasticidade cerebral e
anormalidade estrutural (Murakami et al., 2005). Tarefas de aprendizado
estdo associadas com um aumento dos niveis de mMRNA de BDNF em
ratos (Yamada e
Nabeshima, 2003) e ha indicios que 0 BDNF tem um papel importante
na LTP (Minichiello, 2009). Na tentativa de se identificar a causa da
diminuicdo dos niveis das NT, foram investigados os niveis de mRNA
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dos genes bdnf e ngf, os quais codificam as proteinas BDNF e NGF,
respectivamente. Entretanto, ndo foi observada nenhuma alteracdo na
expressdo de tais genes, sugerindo que a reducdo dos niveis dessas
proteinas ndo se da pela menor expressdo génica dessas proteinas.
Achados semelhantes foram observados nos estudos de Scaini et al.
(2012) e Ferreira et al. (2013), em que uma diminuicdo dos niveis de
BDNF e NGF, respectivamente, ndo foi acompanhada por alteragdes na
transcricdo dos seus respectivos genes. Alternativas para se explicar a
diminuigdo desses niveis proteicos ocasionada pela administracdo de
AO incluem alteragcdes pos-traducionais, tais como um prejuizo nos
processos de transformacdo das pro-neurotrofinas a NT maduras (Chao
et al., 2006; Krishna et al., 2006).

Considerando-se que o sistema colinérgico também esta
envolvido na formagdo, manutengdo e evocagdo de processos de
memoria e aprendizagem (Ballard et al., 2005; Saeed et al., 2005;
Zimmerman e Soreq, 2006) e que alterages dos niveis de BDNF e NGF
podem afetar esse sistema neurotransmissor (Takei et al., 1989; Penha
Berzaghi et al., 1993), o proximo passo deste estudo foi avaliar dois
importantes marcadores de atividade colinérgica. Primeiramente, foi
investigada a atividade da AChE, enzima responsavel pela hidrdlise da
ACh a AChE, inativa e regula a concentragdo de ACh na fenda sinaptica
(Soreq e Seidman, 2001). Em seguida, foi avaliada a atividade da
enzima ChAT, responsavel pela sintese de ACh no neurénio pré-
sindptico (Eckenstein e Sofroniew, 1983; Dobransky e Rylett, 2005;
Kumar et al., 2016). Nenhuma dessas atividades enzimaticas foi alterada
pela administragdo ICV de AOQ, sugerindo que este acido graxo, apesar
de alterar a homeostase das NT, ndo afeta a atividade do sistema
colinérgico.

Adicionalmente a sinalizacdo das NT e a atividade do sistema
colinérgico, alteracdes do estado redox celular podem influenciar os
processos de memoria e aprendizagem (He et al., 2016). Além disso,
esses trés mecanismos estéo interrelacionados. Ballard e colaboradores
(2005) demonstraram que 0 estresse oxidativo induz alteracGes
colinérgicas em doencas neurodegenerativas. Também foi demonstrado
que o desequilibrio do estado redox intracelular ocorre em situagdes em
que os niveis de BDNF estdo diminuidos em pacientes com depressédo e
deméncia (Wang et al., 2012). Na literatura, ha evidéncias de que
alteracGes em vias de sinalizagdo do BDNF e do NGF associadas ao
estresse oxidativo podem ser fatores chaves ligados a morte celular
observada em tecido cerebral de pacientes com doenca de Parkinson,
doenca de Alzheimer e doencas psiquiatricas como a esquizofrenia
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(Sampaio et al., 2016; Xie et al., 2016; Jordan et al., 2016). Somado a
esses fatores, foi demostrando que o estresse oxidativo participa da
fisiopatologia da MCADD tanto em pacientes (Derks et al., 2014;
Najdekr et al., 2015) e em modelos animais (Schuck et al., 2007; Schuck
et al., 2009; Tonin et al., 2010; Tonin et al., 2012). Entretanto, tais
estudos foram realizados in vitro e os efeitos cerebrais in vivo dos
metabolitos acumulados nessa deficiéncia ainda séo desconhecidos.

O presente estudo investigou a participacdo de alteracdes do
estado redox celular no dano cognitivo apresentada pelos animais
submetidos & administracdo ICV de AO. Primeiramente, foram
avaliados danos oxidativos a lipideos e proteinas através da
determinacdo dos niveis de TBA-RS e carbonilacdo de proteinas,
respectivamente. No modelo experimental utilizado no presente estudo,
observou-se que os niveis de TBA-RS encontrados significativamente
aumentados em cortex cerebral e estriado em comparacdo ao grupo
controle. Também observou-se um aumento desses nhiveis em
hipocampo, embora ndo estatisticamente significativo. A peroxidagao
lipidica é um processo fisiol6gico continuo que ocorre nas membranas
celulares e de organelas durante sua renovacao, além de ser importante
na sintese de prostaglandinas e leucotrienos. No entanto, quando este
processo é exacerbado, seja por uma aumentada geracdo de espécies
reativas ou por insuficiéncia das defesas antioxidantes, podem ocorrer
alteracBes na permeabilidade e fluidez das membranas, causando perda
da seletividade, alteracdes na troca idnica, liberacdo do conteldo das
organelas e formacdo de aldeidos citotoxicos (Ferreira e Matsubara,
1997).

Esses produtos da  peroxidagdo lipidica incluem
malondialdeido, 4-hidroxinonenal e acroleina e podem ocasionar
alteracBes mitocondriais, induzir genotoxicidade, desencadear morte
celular e interferir na sinalizacdo do fator de transcricdo CREB
(Esterbauer, 1993; Luo et al., 2005; Pugazhenthi et al., 2006; Long et
al., 2009). E importante salientar que a sinalizagio adequada da proteina
CREB estd intimamente relacionada aos processos de memoria e
aprendizagem (Yamamoto et al., 2009). Além disso, 0 malondialdeido e
0 4-hidroxinonenal, em altas concentragdes, podem provocar oxidagdo
de proteinas (Requena et al., 1996).

Adicionalmente, proteinas podem ser modificadas em suas
ligacdes peptidicas ou na cadeia lateral dos aminoacidos por acdo direta
de espécies reativas. A oxidacdo proteica pode resultar na perda da
funcdo catalitica ou estrutural de proteinas, podendo ser evidenciada
pela formacédo dos grupamentos carbonilas nas cadeias laterais de alguns
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aminoacidos e diminuic¢do dos grupos tidis (Halliwell, 2001). O presente
estudo demonstrou que houve um aumento do conteldo de grupos
carbonila em cdrtex cerebral e hipocampo, indicando que a
administragdo ICV de AO induz um aumento da oxidacdo de proteinas.
Esses dados sdo corroborados por um estudo de Derks e colaboradores
(2014), que observou um aumento da oxidacdo de proteinas em plasma
de pacientes acometidos pela MCADD.

Na tentativa de justificar o aumento do dano oxidativo a
proteinas e lipideos encontrado neste estudo, foi avaliada a geragdo de
ERO e espécies reativas de nitrogénio utilizando-se, avaliadas pela
determinacéo dos niveis de nitratos e nitritos e pela oxidagdo do DCFH.
Contraditoriamente, ndo houve aumento dos niveis de ER nas estruturas
cerebrais dos animais que receberam AO, sugerindo que o dano
oxidativo a macro moléculas observado no modelo animal em questdo
ocorre por um mecanismo diferente.

Neste cenario, foram avaliadas as atividades de importantes
enzimas antioxidantes CAT, SOD, GPx e GR. Observou-se que houve
um aumento da atividade da CAT no cértex cerebral e no hipocampo
dos animais que receberam administragdo de AO. Entretanto, o0 aumento
dessa atividade enziméatica ndo foi acompanhado por um aumento da
atividade da SOD. Primeiramente, um aumento da atividade da CAT
pode ser um mecanismo de defesa celular, visto que essa enzima
transforma o perdxido de hidrogénio em agua e, assim, diminui a
disponibilidade dessa espécie reativa para a reagéo de Fenton, evitando a
formacdo de radicais hidroxila, a mais potente ERO (Halliwell e
Gutteridge, 2015). Entretanto, tem sido demonstrado que o desequilibrio
entre as atividades da SOD e da CAT aumenta o dano celular
desencadeado pelas ERO, participando dos mecanismos de
neurodegeneracdo (McCord, 1998).

Existem evidéncias consideraveis de que o dano oxidativo
ocorre in vivo em varias doencas neurodegenerativas, tais como a
doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson e esclerose lateral
amiotrofica. Consequentemente, um nimero consideravel de parametros
de estresse oxidativo foram identificados nos cérebros desses pacientes,
Niveis de MDA e HNE, os produtos de oxidacéo de proteinas carbonila
e 3-nitrotirosina, produto final da oxidagdo, 8-hidroxi-2-deoxiguanosina,
bem como concentragdes reduzidas dos antioxidantes ndo-enzimaticos
GSH, é&cido ascorbico e diminuicdo das atividades das enzimas
antioxidantes CAT e GPx (Jenner e Olanow 1996; Liu et al 1999; Perry
et al., 2003)
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Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que, durante
as crises de descompensacdo metabdlica caracteristicas da MCADD,
quando as concentracdes de AO aumentam dramaticamente
(caracteristica abordada no modelo experimental utilizado no presente
estudo), ha um prejuizo & meméria e & aprendizagem. Tal prejuizo pode
ser ocasionado por diminuicdo dos niveis de NT e alteracdo da
homeostase redox celular, especialmente no hipocampo, estrutura mais
afetada pela administragdo de AO.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados iniciais da tese, chegou-se as seguintes
conclusoes:
- A administracdo aguda ICV de AO causa deficiéncia de memoria e
aprendizado;
- A administracdo aguda ICV de AO diminuiu os niveis proteicos de
NFG em estriado e hipocampo de ratos;
- A administracdo aguda ICV de AO diminuiu os niveis proteicos de
BDNF no hipocampo de ratos;
- A administracdo aguda ICV de AO aumentou a peroxidacao lipidica
em cortex cerebral e estriado de ratos;
- A administracdo aguda ICV de AO aumentou a carbonilacdo de
proteinas em cdrtex cerebral e hipocampo de ratos;
- A administracdo aguda ICV de AO aumentou a atividade da CAT em
clrtex cerebral e hipocampo de ratos.
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ANEXO A — Parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais



Resolugdo

A Comissio de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Cémara Propex de acordo coma Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 090/2013-2

Professor Responsdvel: Patricia Fernanda Schuck.

Equipe: Emilio Luiz Sreck, Gustavo da Costa Ferreira, Alexandra loppi Zugno, Bruna
Klippel Ferreira, Hugo Galvane Zapelini, Marina Lummertz Magenis, Clarissa Martinelli
Comin, Diogo Dominguini, Felipe Dal Pizzol, Fabricia Cardoso Petronilho, Jodo Quevedo,
Mauricio Reis Bogo, Luiza Wilges Kist, Giselli Scaini e Andrea Cristina Ramos.

Titulo: “Efeito da administragdo intracerebroventricular de &cido octandico sobre
parémetros bioquimicos e comportamentais em ratos: possivel papel protetor do 6mega 3”.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos. Toda e qualquer
alteragdo do Projeto deverad ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagédo de 240
Ratos Wistar 60 dias 220 g. Os membros da CEUA néo participaram do processo de
avaliagdo dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais dividas, contatar a

CEUA pelo e-mail [ceua@unesc.nel]

The animal research Ethics Commitee, sanctioned by the resolution number
02/2011/Cémara Propex, in accordance with federal law number 11.794, has analyzed the
following Project:

Protocol number: 090/2013-2

Principal Investigator: Patricia Fernanda Schuck.

Researchers: Emilio Luiz Sreck, Gustavo da Costa Ferreira, Alexandra loppi Zugno, Bruna
Klippel Ferreira, Hugo Galvane Zapelini, Marina Lummertz Magenis, Clarissa Martinelli
Comin, Diogo Dominguini, Felipe Dal Pizzol, Fabricia Cardoso Petronilho, Jodo Quevedo,
Mauricio Reis Bogo, Luiza Wilges Kist, Giselli Scaini e Andrea Cristina Ramos.

Project title: “Effects of intracerebroventricular administration of octanoic acid on
biochemical and behavioral parametersin rats: possible protective effect of omega 3”.

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

Cricitima, 12 de novembro de 2013.
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