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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica Toxicoldgica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.
N-acetilcisteina previne a piora da meméria espacial induzida por acido glutarico
e lipopolissacaridio em ratos jovens
Autor: Fernanda Silva Rodrigues
Orientadora: Michele Rechia Fighera
Co-orientador: Luiz Fernando Freire Royes

Local e data de defesa: Santa Maria, 10 de marco de 2014.

A acidemia glutrarica do tipo | (AG-l) é um erro inato do metabolismo (EIM) caracterizada
bioguimicamente pelo pelo acumulo de &cido glutarico (AG). As manifestacdes clinicas séo
predominantemente neuroldgicas, e desenvolvem-se principalmente na infancia. Entre essas
alteracdes, as quais sdo precipitadas por processos infecciosos, pode-se citar o déficit cognitivo.
Embora estudos recentes sugerem que a inflamagé@o e o estresse oxidativo estdo envolvidos no
déficit cognitivo, ndo se sabe se os marcadores inflamatérios e oxidativos facilitam o prejuizo de
memoria apos a administracdo de AG. A partir disso, o objetivo desta dissertacdo foi investigar o
desempenho de ratos jovens injetados cronicamente com AG e lipopolissacarideo (LPS) no teste de
memoria espacial no labirinto de Barnes. Além disso, foi avaliado os niveis das defesas
antioxidantes, niveis de citocinas, atividade da enzima Na’, K'-ATPase e volume hipocampal. Como
a N-acetilcisteina (NAC) possui propriedades antioxidantes e antiinflamatérias, foi testado se esse
composto poderia melhorar as altera¢cdes comportamentais, bioguimicas e estruturais induzidas pela
administracdo de AG e LPS. Para isso, os ratos jovens foram injetados com AG (5 pmol/g do peso
corporal™®; subcutaneamente; duas vezes por dia; do 5° ao 28° dia de vida), e foram suplementados
com NAC (150 mg/kg/dia; por gavagem; pelo mesmo periodo). A fim de mimetizar um estado
infeccioso, LPS (2 mg/Kg: E. coli 055 B5) ou veiculo (salina 0.9%) foi injetado intraperitonealmente
uma vez por dia, do 25° ao 28° dia de vida. Nesse estudo, AG causou déficit de aprenizagem
espacial no labirinto de Barnes, e o LPS potencializou esse prejuizo de meméria induzido pelo AG
nos ratos jovens. Em adi¢do, a administracdo de AG e LPS aumentou os niveis de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a and IL-1B), e a associagcdo desses compostos potencializou o aumento dos
niveis de IL-1B, mas ndo de TNF-a no hipocampo dos animais. Embora a associagéo de AG e LPS
tenha causado o aumento o contelddo TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbitdrico), a reducao
das defesas antioxidantes e inibicdo da atividade da Na',K'-ATPase (total e subunidade a;), a
associagdo de AG e LPS néo teve efeito aditivo nos marcadores de estresse oxidativo e na atividade
da bomba de Na* e K*. O volume hipocampal néo foi alterado apds a administracdo do AG e LPS. A
N-acetilcisteina protegeu contra o prejuizo de aprendizagem espacial e aumento de citocinas
inflamatorias induzido pelo AG e LPS. A NAC também protegeu contra os efeitos deletérios
induzidos pelo AG e LPS, caracterizado pela inibicdo da atividade da Na',K'-ATPase (total e
subunidade a') e aumento do conteido de TBARS, bem como a reducgéo das defesas antioxidantes
(tiés ndo-proteicos, contetdo de glutationa, avitidade da superéxido dismutase e catalase). Esses
resultados sugerem que marcadores inflamatérios e oxidativos podem estar envolvidos, em parte,
na neuropatologia da AG-lI neste modelo. Dessa forma, a protecdo farmacologica com a NAC
durante crises encefalopaticas pode ser considerada como uma terapia adjuvante para prevenir a
disfuncéo hipocampal e a progressao da doenca em criangas com AG-I.

Palavras-chve: AG; LPS; IL-18, TNF-a, memoria, hipocampo, atividade da Na* K*-ATPase.
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Glutaric aciduria type | (GA-l) is an inborn error of metabolism (EIM) characterized
biochemically by accumulation of glutaric acid (GA). The clinical manifestations are mainly
neurological and develop during childhood. Among these changes, there are the seizures and
cognitive deficits, which may be precipitated by infectious processes. Although growing evidence
supports that inflammation and oxidative damage are both involved in learning impairment, it is not
known whether inflammatory and oxidative stress markers facilitate GA-induced memory impairment.
From this, the main objective of this study was to investigate the performance of rat pups chronically
injected with GA and lipopolysaccharide (LPS) in spatial memory test on Barnes maze. To evaluate
antioxidant defenses, cytokines levels, Na’, K'-ATPase activity, and hippocampal volume.
Furthermore, we also evaluated wheter N-acetylcysteine (NAC) could improve these behavioral,
biochemical or structural changes induced by GA and LPS administration. For this, the rat pups were
injected with GA (5umol g of body weight ™, subcutaneously; twice per day; from 5™ to 28" day of life),
and were supplemented with NAC (150 mg/kg/day; intragastric gavage; for the same period). In
order to mimic a severe infection state, LPS (2 mg/kg; E.coli 055 B5) or vehicle (saline 0.9%) was
injected intraperitoneally, once per day, from 25" to 28" day of life.Oxidative stress biomarkers,
antioxidant activity and hippocampal volume were assessed. In this study, GA caused spatial
learning deficit in the Barnes maze, and that LPS potentiated the memory impairment induced by GA
in rat pups. In addition, GA and LPS increased proinflammatory cytokine levels (TNF-o and IL-18),
and the co-administration of these compounds potentiated the increase of IL-1p levels but not TNF-a
levels in the hippocampus of this animals. Although GA and LPS administration increased TBARS
(thiobarbituric acid-reactive substance) content, reduced antioxidant defenses and inhibited Na*,K*-
ATPase activity (total and subunit a,), GA and LPS co-administration did not have additive effect on
oxidative stress markers and Na*, K" pump. The hippocampal volume did not change after GA or
LPS administration. N-acetylcysteine protected against impairment of spatial learning and increase of
cytokines levels induced by GA and LPS. The NAC also protected against deleterious effects
induced by GA and LPS, as characterized by inhibition of Na*,K*-ATPase activity (total and subunit
a,)and increase of TBARS content, as well as the reduction of antioxidant defenses(non protein
thiols and glutathione content, superoxide dismutase and catalase activities).These results suggest
that inflammatory and oxidative markers may underlie at least in part of the neuropathology of GA-I in
this model. Pharmacological protection with NAC during encephalopatic crises could be considered
as an adjuvant therapy to prevent hippocampal dysfunction and the progression of disease in
children with GA-I.

Keywords: GA; LPS; IL-1B; TNF-a; memory; hippocampus; Na* K*-ATPase activity.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO esta descrita uma reviséo de literatura sobre os
temas abordados nesta dissertacéo.

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo sob a forma de
artigo, o qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As secbes Materiais e
Métodos, Resultados, Discusséo e Referéncias Bibliograficas encontram-se no

préprio artigo e representam a integra deste trabalho.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES da dissertacio apresentam
interpretacbes e comentarios gerais sobre o artigo cientifico contidos no final

neste trabalho.

O item REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS refere-se somente as
citagdes que aparecem nos itens INTRODUCAO E DISCUSSAO desta
dissertacao.
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1. INTRODUCAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo
Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo disturbios hereditarios

baseados em deficiéncias enzimaticas, levando ao acumulo de substratos e a
falta de produtos da reacdo enzimatica afetada, ou devido a deficiéncia em
transportadores, resultando no acumulo de substratos em determinados
compartimentos celulares (ILLSINGER; DAS, 2010). Em consequéncia deste
bloqueio metabdlico, pode ocorrer o acumulo de precursores toxicos, com
formacdo de rotas metabdlicas alternativas, e deficiéncia de substancias
essenciais no organismo, podendo gerar distirbios no desenvolvimento fisico e
mental (OBERHOLZER et al., 1967).

No inicio do século XX, o médico britanico Archibald Edward Garrod
(1857-1936) empregou pela primeira vez o termo EIM para relatar situacées
clinicas as quais ele acreditou serem consequéncias de defeitos em vias
metabdlicas. A primeira doenca estudada foi a alcaptonuria, a qual é
caracterizada bioquimicamente pelo acumulo do &cido homogentisico, e
clinicamente por artrite aguda (SCRIVER, 2008).

Hoje, os EIMs sdo chamados também de doencas metabdlicas
congénitas ou doencas metabdlicas hereditarias. Observadas individualmente
séo consideradas raras, mas, se analisadas coletivamente, sGo numerosas e
responsaveis por significantes niveis de morbidade e mortalidade (SAHOO et
al., 2012). Atualmente, ja foram catalogados mais de 700 EIMs devido aos
avancos nos estudos genéticos e técnicas de diagnostico (ILLSINGER; DAS,
2010).

A maioria dos EIMs sdo doencas associadas a um unico gene, e podem
ser classificados em trés grupos principais: (1) doencas que dao origem a
intoxicacdo através do acumulo de compostos intracelulares ao longo do
tempo; (2) doencas envolvendo o metabolismo energético; e (3) doencas
envolvendo o metabolismo de moléculas complexas. As doengas que causam
intoxicacdo aguda ou crbnica englobam as acidemias organicas como a
acidemia metilmalbnica, propibnica, isovalérica e glutarica (SAUDUBRAY;
CHARPENTIER, 1995; SAHOO et al., 2012).
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Os EIM afetam aproximadamente 1 a cada 800 recém nascidos vivos
(SAHOQO et al., 2012), e apesar de serem eventos individualmente raros, esse
grupo de doencas representa um importante problema de salde e seu

diagnéstico, frequentemente, se constitui em desafio para o clinico.

1.2. Acidemias Organicas

As acidemias ou aciddrias organicas constituem um grupo de EIM e séo
caracterizadas pelo acumulo de um ou mais &cidos organicos nos liquidos
biolégicos e tecidos dos pacientes afetados, ocasionado pela deficiéncia, total
ou parcial, na atividade de alguma enzima envolvida no metabolismo de
aminoécidos, lipideos ou carboidratos (CHALMERS E LAWSON, 1982). Um
subgrupo das acidemias organicas, que apresentam manifestacoes
neurologicas predominantemente, tem sido classificado como doencas de
acidos organicos ‘“cerebrais”. Dentro desde subgrupo, encontra-se a Acidemia
Glutarica do tipo | (AG-I) (HOFFMANN et al., 1994).

Os sintomas neurolégicos apresentados pelas criangcas com acidemias
organicas sao frequentemente manisfestados durante crises agudas
precipitadas por estresse catabodlico. Durante essas circunstancias, ha
ocorréncia de um déficit energético, com consequente mobilizacdo dos
estoques de carboidratos, acidos graxos e proteinas. Estas moléculas sofrem
processos de catabolismo, mas devido ao bloqueio na rota metabdlica, acidos
organicos e outros compostos sdo acumulados. Nesse contexto, tem sido
sugerido que alguns desses metabdlitos podem agir como toxinas endbégenas e
tornarem-se neurotéxicos (MCLAUGHLIN et al., 1998; OLIVERA-BRAVO et al.,
2011; 2013; SCHUCK et al., 2013).

A frequéncia destas doencas na populacdo em geral € pouco conhecida,
0 que pode ser devido a falta de laboratérios especializados para o seu
diagnéstico e ao desconhecimento médico sobre essas enfermidades. Na
Holanda, pais considerado referéncia no diagnostico dos erros inatos do
metabolismo, a incidéncia € estimada em 1. 2.200 recém-nascidos, enquanto
qgue, na Alemanha, Israel e Inglaterra € aproximadamente 1: 6.000 — 1: 9.000

recém nascidos (HOFFMANN et al., 2004). Em paises que possuem uma taxa
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de consanguinidade elevada, como na Arabia Saudita, a frequéncia de
acidemias orgéanicas é de 1: 740 nascidos vivos (RASHED et al. 1994).

Dentre as acidemias, encontram-se a acidemia Isovalérica, acidemias
Laticas, deficiéncia da 3-metilcrotonil CoA carboxilase, deficiéncia de
biotinidase, acidemia 3-metilglutacdnica, acidemia 3-hidroxi 3-metilglutarica,
acidemia propibnica, acidemia metilmalénica e acidemia glutarica
(SAUDUBRAY; SEDEL; WALTER, 2006).

1.3. Acidemia Glutarica Tipo | (AG-I)

1.3.1. Definicdo

AG - | (OMIM # 231670) € um erro inato do metabolismo que foi descrito
pela primeira vez em 1975 por Goodman e colaboradores. Nesta acidemia, ha
uma deficiéncia parcial ou total da enzima mitocondrial glutaril-CoA
desidrogenase (EC 1.3.99.7), a qual esta envolvida na degradacdo dos
aminoécidos L-lisina, L-hidroxilisina e L-triptofano (GOODMAN e FRERMAN,
2001). Esta enzima, que se localiza na matriz mitocondrial, catalisa a
descarboxilacdo oxidativa do glutaril-CoA a crotonil-CoA e CO, na proporcao
1:1:1, transferindo os elétrons para a cadeia respiratéria via flavoproteina
transferidora de elétrons (LENICH E GOODMAN, 1986). Essa reagdo possuli
duas diferentes etapas: a desidrogenacdo de glutaril-CoA a glutaconil-CoA e a
descarboxilagéo de glutaconil-CoA a crotonil-CoA (HARTEI et al., 1993).

Mais de 63 mutacOes diferentes tém sido relatas em pacientes com AG-I
(HEDLUND; LONGO; PASQUALI; 2008). O gene da glutaril-CoA
desidrogenase (GCDH) esta localizado no cromossomo 19p 13.2 e codifica um
polipetideo de 438 aminoé&cidos que sofre uma clivagem na por¢do N-terminal
na qual sdo retirados 44 aminoacidos formando uma proteina madura dentro
da matriz mitocondrial (GOODMAN et al., 1998). A mutacdo mais comum é a
R402W, a qual é uma codificagdo de um aminoacido diferente do normal, e ela
é responsavel por menos de 20% das mutacbes (GOODMAN et al., 1998). A
R402W mantém apenas cerca de 3% da atividade enzimatica, enquanto que
outras mutacdes semelhantes, como A421V, mantém uma atividade enzimatica

significativa, superior a 40% da atividade enzimética normal, quando expressa
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em Escherichia coli (GOODMAN et al.,, 1998). Ainda ndo esta claro se
pacientes com mutacdes semelhantes a A421V, prevalentes na Pensilvania,
possuem maior probabilidade de permanecerem assintomaticos (HEDLUND;
LONGO; PASQUALLI; 2006). Apesar do conhecimento de diferentes mutacoes,
ndo ha correlacédo entre o gendtipo, a atividade enzimatica e o prognostico dos
pacientes (GOODMAN et al., 1998; KOLKER et al., 2006).

Com o bloqueio da atividade enzimatica, formam-se rotas metabdlicas
alternativas que resultam em concentracdes elevadas de AG, 3-hidroxiglutarico
(3-OH-AG) e acido glutacénico nos tecidos e liquidos biolégicos (plasma, urina
e liquor) dos pacientes com AG-I (GOODMAN et al., 2001; Figura 1). No
plasma, as concentragbes desses acidos variam de 4 a 500 pmol/L
(HOFFMANN et al., 1996), mas no cérebro, as concentracbes podem ser bem
mais elevadas, variando entre 500 a 5000 umol/L para o AG e entre 40 a 200
pmol/L para o 3-OH-AG (SAUER et al., 2006).

Essas diferencas de concentracfes do AG e do 3-OH-AG no sangue e
no cérebro, podem ser explicadas pelo fato que estes acidos organicos sao
produzidos nas células neurais e a barreira hematoencefalica & pouco
permeével a eles, levando ao acimulo dessas substancias no sistema nervoso
central (SNC), o que se constitui em um fator de risco para a
neurodegeneracado caracteristica dos pacientes afetados (SAUER et al., 2006;
KOLKER et al., 2006).
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Figura 1. Deficiéncia da enzima glutaril-CoA desidrogenase (Adaptado de Goodman e Frerman,
2001).

1.3.2. Incidéncia

A prevaléncia da AG-I é estimada em 1: 30.000 a 80.000 (GOODMAN E
FRERMAN, 2001) ou 1:100.000 recém-nascidos (LINDNER et al., 2004). A
doenca é muito frequente, 1:300, entre certos grupos étnicos, tais como a
comunidade Ordem Amish da Pensilvania (MORTON et al., 1991) e o norte
americano, Ojibway no Canada (GREENBERG et al., 1995). No Brasil, ainda
ndo ha estudos epidemioldgicos a cerca da AG-l. Somente um estudo
realizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, demonstrou a
prevaléncia de acidemias organicas em pacientes brasileiros com suspeita de
alguma destas acidemias. Neste estudo, foram analisados 1.480 pacientes

suspeitos, investigados entre os anos de 1994 e 2000. Destes, 73 (4,9%) foram
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diagnosticados com acidemias organicas, sendo que dentre eles, 9 foram
detectados com acidemia glutérica tipo | (WAJNER et al., 2001).

1.3.3. Achados clinicos

As manifestacdes clinicas podem variar consideravelmente entre os
pacientes afetados. Um dos achados clinicos mais comum € a macrocefalia
presente ao nascimento ou o seu desenvolvimento logo em seguida, no
periodo pods-natal. Inicialmente, a maioria dos pacientes ndo apresentam
manifesta¢des clinicas além da macrocefalia (HEDLUND, LONGO, PASQUALL,
2006). A sintomalogia inicial é geralmente branda, com alguns pacientes
desenvolvendo-se normalmente até o aparecimento das crises encefalopaticas
(HOFFMANN et al., 1995).

Acredita-se que haja uma fase de maior vulnerabilidade para o
aparecimento das crises encefalopaticas, o qual estd associado a um periodo
limitado de desenvolvimento do cérebro. Aproximadamente 90% das criancas
apresentam sintomas clinicos graves antes dos 36 meses de idade, e nenhuma
crise encefalopatica aguda tem sido descrita apds este periodo (HOFFMANN et
al., 1996; BJUGSTAD et al., 2000).

Nos pacientes com AG-l e que apresentam as crises encefalopéticas, os
sinais e sintomas que surgem sdo geralmente neuroldgicos. Entre eles
podemos citar: a neurodegeneracdo estriatal, hipotonia, rigidez muscular,
espasticidade, distonia e discinesia facial (HOFFMANN E ZSCHOCKE, 1999;
STRAUSS, K. A. et al., 2003; KOLKER et al., 2004). Além disso, podemos
observar o aparecimento de convulsdes, déficit cognitivo, ataxia, irritabilidade e
retardo mental (KULKENS et al., 2005; BONEH et al., 2008; BEAUCHAMP et
al., 2009).

Além dessas manifestacdes clinicas, 0s pacientes apresentam um
quadro laboratorial que caracteriza-se, principalmente, por acidose metabdlica,
hipercetonemia, hiperamonemia, hipoglicemia, neutropenia e trombocitopenia
(GOODMAN E FRERMAN, 2001).
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1.3.4. Achados neuropatolégicos

Patologicamente, esta acidemia € caracterizada principalmente por
degeneracgéao bilateral estriatal (caudado e putamen) (GOODMAN et al., 1977;
FUNK et al., 2005). Esta perda de neurdnios estriatais ocorre logo apos as
crises encefalopaticas que sao precipitadas por infeccbes, doencas febris ou
mesmo vacinacgdes rotineiras (situacdes nas quais 0 paciente se encontra em
elevado catabolismo) principalmente nos primeiros 36 meses de idade (FUNK
et al., 2005; HOFFMANN e ZSCHOCKE, 1999).

Além destes achados neuropatoldgicos, os pacientes com AG-l também
apresentam atrofia frontotemporal cortical observada ao nascimento, formacéo
espongiforme e reducdo de substancia branca (leucocefalopatia progressiva)
(KYLLERMAN et al.,, 1994). Frequentemente, 0s pacientes apresentam um
alargamento dos espacos subaracnoides que, devido a alta irrigacao
sanguinea, os tornam suscetiveis a hemorrias agudas (DRIGO et al., 1996;
HOFFMANN e ZSCHOCKE, 1999).

1.3.5. Fisiopatologia

Embora os sintomas neuroldgicos sejam predominantes na AG-I, pouco
se sabe sobre o mecanismo pelo qual o AG é neurotéxico (GOODMAN e
FRERMAN, 2001). Em 1976, Stokke e colaboradores realizaram o primeiro
trabalho com o intuito de explicar a fisiopatologia da AG-I. Este trabalho
demonstrou uma inibicdo competitiva da glutamato descarboxilase, enzima que
catalisa a conversdo do glutamato a &cido y-aminobutirico (GABA), na
presenca de AG, 3-OH-AG e &cido glutacbnico, sugerindo assim, que o
desequilibrio na producédo de GABA poderia estar envolvido na patogénese da
AG-l. Nesse contexto, estudos mostraram que as convulsdes induzidas pela
injecdo intraestriatal de AG (FIGHERA et al., 2006; MAGNI et al., 2012) e 3-
OH-AG (DE MELLO et al., 2001) séo prevenidas pelo muscimol, um agonista
de receptores GABAA Apesar disso, concentracdes reduzidas de GABA no
estriado foram encontradas somente em um paciente com AG-I (LEIBEL et al.,
1980).
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Nas ultimas décadas, distintos mecanismos tém sido propostos na
tentativa de explicar a fisiopatogenia do dano cerebral na AG-I. Entre estes
mecanismos podemos citar as alteracbes no metabolismo energético
(ULLRICH et al., 1999; FERREIRA et al., 2005; LATINI et al.,, 2005a), a
producdo de espécies reativas (LATINI et al.,, 2002; 2005b; De OLIVEIRA
MARQUES et al.,, 2003; FIGHERA et al., 2006) e a excitotoxicidade (DE
MELLO et al., 2001; ROSA et al., 2007).

Em relacdo ao metabolismo energético, Silva e colaboradores (2000)
mostraram que o AG inibe os complexos I-lll e II-lll da cadeia respiratoria,
diminui a producdo de CO; e os niveis de ATP em cortex cerebral de ratos.
Além disso, foi demonstrado uma inibicdo dos complexos I-lll, II, II-lll em
musculos esqueléticos e cérebros de ratos tratados de forma aguda e cronica
com AG (FERREIRA et al.,, 2005). Resultados semelhantes foram descritos
também in vitro, além da demonstracdo da inibicdo da enzima creatina cinase
em cérebro de ratos (Da C. FERREIRA et al., 2008). No que diz respeito ao 3-
OH-AG, estudos mostram que este metabdlito induz uma moderada inibicao
dos complexos Il e V da cadeia respiratoria, reduz significamente os niveis de
fosfocreatina em culturas de neurdnios de ratos (ULLRICH et al., 1999; DAS et
al., 2003) e em homogeneizados de cértex cerebral e células C6 de glioma de
ratos (LATINI et al., 2005b). No entanto, um estudo em culturas neuronais de
telencéfalos de embribes de pinto mostrou uma pequena inibicdo do complexo
C somente em altas concentracdes de 3-OH-AG (10 mM) sem nenhum
alteracdo dos outros complexos da cadeira respiratéria (KOLKER et al., 2002).
Estes estudos concordam em parte com um estudo realizado em particulas
submitocondriais de coracdo bovino que ndo mostrou nenhum efeito do 3-OH-
AG sobre os complexos enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons
(SAUER et al., 2005). Sendo assim, tem sido postulado que, principalmente, o
AG pode causar interferéncia no metabolismo energético celular, levando
provavelmente a um reducao na producgao de ATP.

Também tem sido mostrado aumento na producdo de radicais livres
(RL) e a reducdo das defesas antioxidantes no cérebro de ratos com
neurotoxicidade induzida por AG e 3-OH-AG (LATINI et al., 2002; 2005b; 2007;
De OLIVEIRA MARQUES et al., 2003; FIGHERA et al., 2006). De acordo, foi

evidenciado que o 3-OH-AG causou aumento na lipoperoxidagcéo, na producéo
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de 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio, bem como levou a diminuicdo das
defesas antioxidantes no cortex cerebral e estriado de ratos (LATINI et al.,
2002, 2005a). Quanto ao AG, foi demonstrado que causa aumento na
producdo de espécies reativas e reduz as defesas antioxidantes em cérebro de
ratos (De OLIVEIRA MARQUES et al.,, 2003), como também aumenta o
contetdo de proteina carbonil e a peroxidacéo lipidica no estriado de ratos
(FIGHERA et al., 2006). Latini e colaboradores (2007) verificaram que tanto
administracdo aguda quando cronica de AG aumentou a peroxidacéo lipidica e
diminuiu as defesas antioxidantes em diferentes estruturas cerebrais, no figado
e nos eritrécitos de ratos. De acordo, Magni e colaboradores (2012) mostraram
gue a exposicdo do AG causou aumento na geracado de espécies reativas e
reducdo na enzima glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase
(GST), mas que o uso de um antioxidante previniu esses efeitos. Além disso,
foi observada uma reducéo nas concentracdes de glutationa reduzida (GSH)
cerebral e hepatica em camundongos deficientes da enzima GCDH (SAUER et
al., 2005). A partir destes achados, tem sido postulado que o AG pode causar
interferéncia no metabolismo oxidativo celular, levando provavelmente a uma
reducdo nas defesas antioxidantes e/ou um aumento na producao de espécies
reativas.

Além da interferéncia no metabolismo oxidativo, estudos mostraram que
o0 AG e o0 3-OH-AG possuem similaridade estrutural com o glutamato
(HOFFMANN e ZSCHOCKE, 1999; WAJNER et al., 2004; GOODMAN, 2004;
Figura 2), desta maneira estudos explicam a neurotoxiciade desta acidemia

pela interacdo desses acidos organicos com receptores e transportadores de

glutamato.
OH
HOOCV\rCOOH HOOCWCOOH HOOC\/'\/COOH
NH,
Glutamato Acido glutéarico Acido 3-hidroxiglutarico

Figura 2. Similaridade estrutural entre glutamato, acido glutarico e acido 3-hidroxiglutarico.
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Em relacédo ao 3-OH-GA, estudos evidenciaram que este acido organico
ativa seletivamente receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA)
(BJUGSTAD et al., 2000). Nesse contexto, foi demonstrado que a pré-
incubacdo de culturas de neurbnios com antagonistas especificos de
receptores NMDA, bem como a pré-administracdo desses antagonistas in vivo
reduzem ou mesmo previnem o dano celular provocado pelo 3-OH-GA (DE
MELLO et al., 2001). No entanto, Ullrich e colaboradores (1999), utilizando
estudos eletrofisiologicos em diferentes sistemas celulares ndo encontraram
evidéncias de que o 3-OH-AG liga-se diretamente a receptores NMDA,
sugerindo que um déficit no metabolismo energético poderia explicar de modo
indireto a ativacdo desses receptores. Desta maneira, considerando que 0s
receptores NMDA NR1/NR2B sao predominantemente expressos no cérebro
imaturo (McDONALD et al.,, 1988) e que a ocorréncia do dano neuronal
depende do modelo em estudo, sugere-se a existéncia de uma dependéncia da
distribuicdo regional e do periodo de desenvolvimento na suscetibilidade dos
neurdnios a toxicidade do 3-OH-AG (ULLRICH et al., 1999; KOLKEr et al.,
2004; GOODMAN, 2004).

Quanto ao AG, foi demonstrado que este metabdlito inibe a captacéo e a
ligacdo do L-[*H]glutamato a seus transportadores em sinaptossomas de
cérebro de ratos (MAGNI et al., 2007; 2009), aumentando assim o risco para
superexcitacdo devido a uma elevagao na concentracao de glutamato na fenda
singptica. Também foi demonstrado que o AG reduz a captacdo de L-
[*H]glutamato em vesiculas sinapticas, além de interagir com receptores
glutamatérgicos metabotropicos e ionotropicos do tipo AMPA (ndo-NMDA) em
cérebro de ratos (PORCIUNCULA et al., 2004). Entretanto, Kolker e
colaboradores (2000) ndo encontraram evidéncias de que o AG possa interagir
com receptores do tipo ndo-NMDA e relacionam seus efeitos téxicos a
receptores NMDA.

Por outro lado, Olivera e colaboradores (2008) demonstraram o0
envolvimento dos astrécitos na patogénese da AG-l. Os autores observaram
que tanto o AG como o 3-OH-AG induziram a proliferacdo de astrocitos e
causaram despolarizacdo mitocondrial em culturas de astrocitos. Da mesma
forma, verificaram que a injecdo in vivo de AG induziu a proliferacdo de

astrocitos, principalmente na forma imatura. Além disso, esses mesmos
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autores observaram que a administracao de antioxidantes preveniu a disfuncéo
mitocondrial e 0 aumento da proliferacédo astrdcitaria in vitro e in vivo, sugerindo
o envolvimento do estresse oxidativo na inducdo da astrocitose. Assim, esses
resultados sugerem que a disfuncédo mitocondrial induzida pelos metabdlitos da
AG-l| leva os astrocitos a adotar um fenétipo proliferativo, o que pode ser
fundamental para a perda neuronal e as alteragcdes na estrutura cerebral
encontradas na AG-I.

Apesar da investigacdo intensa e da gravidade dos sintomas
apresentados pelos pacientes com AG-l, ainda ndo h& na literatura trabalhos
que relacionem as alteragfes fisiopatoldégicas com o déficit de aprendizado
apresentado pelos pacientes, bem como ainda ndo esta bem delimitado o

mecanismo pelo qual o acumulo dos acidos organicos leva a neurotoxicidade.

1.3.6. Diagnéstico

Mesmo com o desenvolvimento de diversas estratégias terapéuticas
para o tratamento da AG-I, o diagndstico precoce continua sendo crucial para
um melhor progndstico para os pacientes afetados, sendo eles criancas
assintomaticas, a fim de prevenir a crise encefalopatica, ou individuos ja com
alteracdes neuroldgicas, nos quais uma rapida intervencao podera minimizar os
danos.

Todas as criangas que apresentem macrocefalia progressiva de etiologia
desconhecida devem ser submetidas a um estudo de aminoacidos e acidos
organicos na urina para rastreio da AG-l, especialmente se apresentam
alteracdes atréficas cerebrais progressivas nos exames de imagem, ou
apresentam discinesia aguda ou atraso motor subagudo, acompanhado por
crescente distonia (ALMEIDA, 2007).

O marcador bioguimico mais utilizado para a deteccdo da AG-l é a
observacdo de quantidades elevadas de AG e 3-OH-AG nos liquidos
biologicos, especialmente a urina dos pacientes (GOODMAN et al.,, 1977,
Kolker et al., 2006) . O diagnostico € geralmente realizado através da deteccao
desses compostos e seus ésteres de glicina e carnitina na urina, por
cromotografia gasosa acoplado a espectrometria de massa (HOFFMAN, 1994;

KOLKER et al., 2006). Como meétodo auxiliar de diagnostico, podem ser
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determinados, por espectrometria de massa, o perfil de acilcarnitinas e a
diminuicdo de carnitinas livres nos liquidos bioldgicos (ZIADEH et al., 1995).
Em relacdo a analise mutacional, ela ndo é muito utilizada para fins de
diagnéstico devido ao numero muito grande de mutacdes conhecidas, esse tipo
de andlise possui maior relevancia em estudos de comunidades onde a
consanguinidade é elevada e para fins de pesquisa (KOLKER et al., 2006).

Apesar da existéncia destes métodos, a identificacdo desta acidemia
apresenta grandes dificuldades, pois o grau de deficiéncia da enzima nao esta
correlacionado com a intensidade dos sintomas apresentados pelos pacientes,
e a excrecdo de AG pode ser normal em pacientes que apresentam sintomas
graves (GOODMAN e FRERMAN, 2001).

Alguns pacientes apresentam excre¢cdo pouco elevada, intermitente,
ausente ou normal de AG (HOFFMANN et al.,, 1996), e nesses casos a
determinacdo da atividade da GCDH em fibroblastos ou leucécitos deve ser
realizada sempre que houver fortes suspeitas clinicas e neuro-radiolégicas da
doenca (GOODMAN e FRERMAN, 2001).

1.3.7. Tratamento

De modo geral, as medidas terapéuticas existentes objetivam prevenir
principalmente as crises encefalopaticas, mas também as crises metabdlicas e
a progressao da degeneracao neuroldgica.

A restricdo dietética dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofano,
com énfase maior para a lisina, precursores diretos dos acidos organicos
acumulados, é essencial para 0 bom prognoéstico dos pacientes afetados
(GOODMAN e FRERMAN, 2001). Acompanhando a restricdo dietética, a
suplementacdo com dieta hipercaldrica, L-carnitina e riboflavina tem
apresentado bons resultados na diminuicdo da toxicidade dessas substancias e
na prevencdo de crises encefalopaticas (HOFFMANN et al, 1996;
CHALMERS, BAIN e ZSCHOCKE, 2006). Baseado em estudos prévios em um
modelo animal de AG-I, Zinnanti e colaboradores (2006) propuseram a
utilizacdo da suplemtacdo de glicose e homoarginina a fim de reduzir o

acumulo cerebral dos metabdlitos toxicos gerados pela deficiéncia da GCDH.
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Além disso, varios medicamentos tém sido testados e apresentaram
resultados positivos no tratamento da AG-I, dentre eles estdo anticolinérgicos,
a toxina botulinica (BURLINA et al., 2004), anticonvulsivantes (HOFFMANN et
al.,, 1996) e suplementacdo com creatina e antioxidantes (HOFFMANN e
ZSCHOCKE, 1999).

Novas estratégias terapéuticas estdo sendo pesquisadas a fim de
prevenir as crises encefalopaticas e os danos causados pelo acumulo dos
acidos organicos caracteristicos. Além disso, na medida em que se conhecam
0S mecanismos exatos do dano cerebral nos pacientes com acidemia glutarica

tipo |, terapias mais especificas se tornardo disponiveis.

1.4. Biomarcadores oxidativos e inflamatérios na Acidemia Glutarica tipo |

1.4.1. Estresse oxidativo e acidemia glutarica

Quimicamente, radical livre (RL) € definido como um &tomo ou grupo de
atomos que contém um ou mais elétrons desemparelhados (SOUTHORN e
POWIS, 1988; HALLIWELL, 1989). Logo, os radicais livres podem ser
formados pela adi¢cdo ou pela perda de um életron de uma substancia ndo-
radical. No entanto, existem compostos igualmente reativos aos RL que né&o
possuem um desemparelhamento na camada de valéncia, e portanto ndo
podem ser classificados como RL. Essas substancias sao classificadas como
espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(DROGE, 2002). Estes, por sua vez, sdo compostos altamente reativos que
buscam estabilidade durante sua breve existéncia, reagindo com a matéria
circundante, desta maneira causando danos as membranas celulares,
proteinas e DNA (HALLIWELL, 2012). As EROs sao produzidas durante o
metabolismo celular, dentre eles estédo o radical superéxido (Oy), perdxido de
hidrogénio (H,O) e radical hidroxila ((OH®). Niveis fisioldgicos de espécies
reativas (ER) podem ser eliminados por um sistema antioxidante enzimatico e
nao enzimatico (NAVARRO e BOVERIS, 2007).

No entanto, um aumento na producdo de ERO e/ou uma diminuicdo na
eficiéncia dos sistemas antioxidante pode levar ao estresse oxidativo, que €

caracterizado por, uma oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de
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suas func¢des biologicas (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). Sies, em 1991,
definiu o estresse oxidativo como uma perturbacdo no balanco pro e
antioxidante, em favor do primeiro, levando a danos potenciais. Uma
importante fonte produtora de ERO € o sistema de transporte de elétrons
mitocondrial (DEL MAESTRO, 1980). O primeiro radical formado é o O, sua
producdo se da principalmente no complexo | (NADH desidrogenase) e
complexo IlI (ubiquinona citocromo ¢ oxidase) no qual a coenzima FMN e o
ubiquinol reduzem o oxigénio univalentemente, formando o O, (NAVARRO;
BOVERIS, 2007). A partir do Oy, primeiro intermediario formado a partir da
redugé&o incompleta do oxigénio, podem se formar outras ERO, como o H,0; e
e 0 OH®. O H,0, é produzido enzimaticamente pela acédo da enzima superéxido
dismutase (SOD) e o ‘OH® o qual pode ser produzido a partir do H,O; reagindo
com cobre (Cu*') ou ferro (Fe™) na reacdo de Fenton, ou a partir do O,"
reagindo com H,O; na reacao de Haber — Weiss (LIANG; HO; PATEL, 2000).

As células dispbem de mecanismos protetores contra as ERO, este
sistema é composto principalmente pelas enzimas SOD, glutationa peroxidase
(GPx), e Catalase (CAT), além de um sistema de antioxidantes ndo enziméatico
(vitaminas A, C, E e D, e glutationa reduzida) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1995). A SOD catalisa a dismutacdo do O, a H,O, Ha dois tipos de SOD,
aguelas que contém cobre e zinco no sitio ativo, e sdo encontradas
principalmente no citoplasma, mas também nos peroxissomos, lisossomos e
espaco intermembrana mitocondrial, e também aquelas que contém manganés
no sitio ativo e sao encontradas principalmente na matriz mitocondrial
(CHANCE e SIES; BOVERIS, 1979). Outra enzima importante € a CAT que
degrada o H,O, em agua (H,O) e oxigénio (O,). Ela esta presente em todos os
tipos de células no peroxissoma. A atividade da CAT é a principal reguladora
dos niveis intracelulares de H,O, (GAETANI et al., 1993). Outra forma de
degradacdo do H,O, é através da enzima GPx. Esta enzima catalisa a reacéo
de hidroperoxidos com a GSH formando glutationa oxidada (GSSG) e H,O
(MILLS, 1960). Fisiologicamente, a GPx funciona acoplada a glutaiona
redutase (GR), que por sua vez, catalisa a reducdo de GSSG para GSH,
utilizando NADPH como coenzima (MAIORINO et al., 1990).

A mensuracdo direta das espécies reativas € muito dificil, pelo fato de

gue essas substancias possuem uma vida curta e sua recombinagéo quimica €
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quase imediata (RICE-EVANS e BURDON, 1993). Sendo assim, a mensuracéo
das consequéncias das espécies reativas € bem aceita. A determinacdo da
formacdo de grupos carbonil (>C — O) é um método bastante utilizado para
avaliar o dano das ERO as proteinas. Além disso, a peroxidacéo lipidica (LPO)
€ um processo fisiolégico que ocorre continuamente nas membranas celulares
como um fator de renovacdo das membranas e também para sintese de
prostaglandinhas e leucotrienos. No entanto, este processo pode se tornar
toxico quando as defesas antioxidantes sao insuficientes ou quando ha uma
producéo intensa de ERO (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1995). A LPO produz
aldeidos, gases hidrocarbonados e varios residuos quimicos, como o
malondialdeido (MDA), dienos conjugados e 4-hidroxinonenal (4-HNE) (HOTZ
et al., 1987). Desta forma, esta reacdo pode ser estimada pela medida de seus
produtos, e é utilizada para medir indiretamente a produgcédo de RL (HOTZ et
al., 1987).

O cérebro é particularmente susceptivel ao estresse oxidativo, uma vez
que ele utiliza grandes quantidades de oxigénio comparado com outros 6rgaos,
cerca de 20% do consumo total do nosso organismo em repouso, contém uma
grande quantidade de &cidos graxos poliinsaturados e de Fe** (JOVANOVIC et
al., 2011). Em certas condicdes patoldgicas, a producdo de espécies reativas
estd aumentada, e as defesas antioxidantes podem ser insuficientes para
manter a homeostase redox (HALLIWELL, 1989).

O estresse oxidativo pode promover uma adaptacdo por parte da célula,
afim de detoxificar as espécies reativas, bem como pode causar danos a alvos
moleculares (DNA, proteinas, carboidratos e lipidios) e até mesmo morte
celular causada por necrose ou apoptose (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1995). Sendo assim, 0 estresse oxidativo pode representar um mecanismo
fundamental envolvido em doencas humanas, como as doengas
neurodegenerativas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Nesse contexto, foi mostrado que o AG aumenta a producdo de
especies reativas, e reduz as defesas antioxidantes em cérebro de ratos (DE
OLIVEIRA MARQUES et al., 2003). Além disso, tanto a administracdo aguda,
quanto crénica de AG aumentou a peroxidacao lipidica e diminuiu as defesas
antioxidantes em diferentes estruturas cerebrais, no figado e nos eritrocitos de
ratos (LATINI et al., 2007). De acordo, Seminoti e colaboradores (2012)
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mostraram, em camundongos nocautes para a enzima GCDH, um aumento na
peroxidacdo lipidica (TBARS) e producdo de radicais livres (oxidagdo de
DCFH-DA), assim como, uma reducao dos niveis de GSH e da atividade de
enzimas antioxiantes no cortex e estriado desses animais.

Além disso, Fighera e colaboradores (2006) mostraram aumento nos
niveis de proteina carbonil e de lipoperoxida¢éo induzido pela admintracdo de
AG, e também diminuicdo da atividade da enzima Na',K'-ATPase. De fato,
esta enzima € altamente sensivel ao dano oxidativo, por possuir muitos
residuos de cisteina (JAMME et al., 1995; MATALON et al., 2003).

Cabe ressaltar que a Na*,K'-ATPase é a responsavel pela manutengdo
do gradiente eletroquimico celular através do transporte ativo de trés ijons Na*
para o meio extracelular e dois ions K* para o meio intracelular, com o gasto de
1 molécula de ATP (HORISBERGER, 2004). Uma vez que a Na',K*-ATPase é
crucial para a manutencdo do gradiente ibnico dos neurénios, é bem aceitavel
gque uma reducdo na atividade dessa enzima pode prejudicar a atividade
neuronal e o armazenamento da memoria (VASCONCELLOS et al., 2005;
LIMA et al., 2008). Estes dados estdo de acordo com Moseley e colaboradores
(2007) que mostraram que a supressdo génica da Na',K'-ATPase causa
prejuizo ao aprendizado espacial em camundongos.

Também tem sido mostrado que, além do dano oxidativo, citocinas pro-
inflamatorias, as quais sdo sintetizadas e liberadas por células gliais, estdo
envolvidas na inibicdo da atividade da enzima Na®,K*-ATPase (YANG et al,,
2003; KREYDIYYEH et al., 2004; KREYDIYYEH e AL-SADI, 2004; LU et al.,
2009).

Nesse contexto, estudos sugerem que o estresse oxidative e 0 processo
inflamatorio podem modular a atividade da Na*, K*-ATPase (FIGHERA et al.,
2006, MAGNI et al., 2012) e que, uma reducao na atividade desta enzima,
pode estar associado ao edema cerebral e a anormalidades corticais (atrofia

cortical com leucodistrofia) observados nos pacientes com AG-I.
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1.4.2. Marcadores inflamatdérios e acidemia glutarica

O processo inflamatério compreende um conjunto de cascatas celulares
e moleculares em resposta a danos teciduais cujo objetivo é preservar a
homeostase do tecido. Esta resposta € mediada por inUmeras moléculas,
incluindo as citocinas, quimiocinas, cininas, fatores do crescimento, Oxido
nitrico e EROs. Além de modular a resposta inflamatéria celular, estas
substancias também auxiliam na recuperacdo tecidual (DAS; MOHAPATRA;
MOHAPATRA, 2012). Apesar de ser necessaria, a inflamacdo apresenta
efeitos colaterais que acabam por danificar células vizinhas saudaveis,
exarcebando os danos iniciais (AUFRAY, SIEWEKE e GEISSMANN, 2009).

No SNC, o termo neuroinflamacdo € definido por uma reacédo tecidual
gue ocorre em resposta a um evento nocivo, induzindo a um aumento na
ativacdo das células gliais e da producéo de citocinas, assim como, da cascata
de ativacdo do complemento. Neste caso, ndo sdo observados 0s sinais
classicos da inflamacao: rubor, dor, calor e edema, 0s quais estdo presentes
nas lesées nos tecidos periféricos (ROSALES-CORRAL et al., 2010).

Um dos acontecimentos centrais da neuroinflamacdo é a ativacdo da
microglia (LOANE e BYRNES, 2010). As células da microglia expressam um
conjunto de receptores que a permitem identificar e reagir a estimulos nocivos
e eventos danosos (BLOCK, ZECCA e HONG, 2007). Assim, essas células
reagem a esses estimulos mudando da sua forma quiescente para forma ativa
fagocitaria e migratoria (GIULIAN et al., 1989; DAVALOS et al., 2005). Uma vez
ativada, a microglia passa entdo a produzir citocinas e EROs, entre outros
fatores inflamatorios (LU et al., 2009). Os astrécitos tornam-se rapidamente
ativos em resposta a mediadores pro-inflamatérios (MYER et al.,, 2006) e
também produzem citocinas pro-inflamatoérias (DONG e BENVENISTE, 2001).
As citocinas sao proteinas sollveis e constituem o maior grupo de mediadores
inflamatérios (CEDERBERG e SIESJO, 2010), sendo que as citocinas proé-
inflamatdrias sdo as principais responséveis por iniciar a neuroinflamacao,
dentre elas estédo a interleucina-lalfa (IL-1a), interleucina-1beta (IL-13) e fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (CEDERBERG e SIESJO, 2010).

A resposta inflamatdria € observada em diversas patologias e insultos ao

SNC, sendo esta, uma combinacéo de respostas agudas e cronicas das células
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deste tecido a um determinado dano, podendo contribuir para a leséao tecidual,
disfuncdo e perda neuronal ou para a regeneracdo e reparo deste tecido
(RIVEST, 2003; DAS; MOHAPATRA; MOHAPATRA, 2012). De maneira geral,
em consequéncia a uma lesdo do SNC pode ocorrer o extravasamento de
produtos sanguineos e de componentes intracelulares, a formacgdo de
espécies reativas a ativacdo de células especializadas, propiciando assim o
inicio da resposta inflamatéria (JULIET, MAO, DEL BIGIO, 2008; BYE,;
TURNLEY, A. M.; MORGANTI-KOSSMANN, M. C., 2012).

Na AG-l, sabe-se que os principais sintomas, incluindo as disfungcdes
neurolégicas, acontecem apo0s as crises encefalopaticas, as quais sao
precipitadas por processos infecciosos, sugerindo o papel de mediadores
inflamatdrios nessa acidemia organica (STRAUSS et al., 2003; KOLKER et al.,
2006). Nesse contexto, Magni e colaboradores (2010) mostraram que o
aumento de IL-1B no estriado, induzido por lipopolissacarideo (LPS), aumentou
a susceptibiliade ao aparecimento de convulsdes em ratos injetados com AG,
mostrando um possivel envolvimento desta citocina na disfuncdo neurologica
presente na AG-I.

Apesar da inflamacdo ser um fator muito importante, talvez
desencadeante, para o aparecimento das manifestacdes clinicas, pouco se
sabe sobre o mecanismo de relacdo entre o acumulo de AG, e outros

metabdlitos da AG-I, e mediadores inflamatorios.

1.5. Membéria e Acidemia Glutérica

A memoria é o processo pelo qual ha a aquisicdo, formacéao,
manutencao e recordacdo de informacfes (QUILLFELDT, 2009), ou seja, € a
capacidade que temos de armazenar informacbes que possam ser
recuperadas e utilizadas posteriormente (LENT, 2004). A memodria ndo é
considerada uma simples entidade, mas sim, diversas entidades separadas
que dependem de diferentes sistemas cerebrais que podem interagir entre si
(SQUIRE e ZOLA-MORGAN, 1996).

Acredita-se que um aumento na liberagdo de neurotransmissores,
principalmente o glutamato, seja o primeiro passo para a formacao da memoria
(McGAUGH, 2000; McGAUCH e IZQUIERDO, 2000). Uma vez liberado, o
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glutamato une-se aos receptores glutamatérgicos denominados: acido a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico (AMPA), no neurdnio poés-sinaptico,
permitindo a entrada de fons Na** na célula, levando a despolarizcdo. Como
consequéncia da despolarizac&o, o fon Mg®* desobstrui o canal do receptor N-
metil-D-aspartato (NMDA), que passa a responder ao glutamato, permitindo a
entrada de fons Ca*" na célula. Os receptores glutamatérgicos metabotrépicos
(MGIu-R) também podem ser ativados e induzir a liberacdo de Ca®* das
reservas intracelulares (IZQUIERDO e MEDINA, 1995). Como consequéncia
disso, sdo ativadas proteinas como a proteina cinase C (PKC), proteina cinase
dependente de célcio-calmodulina Il (CAMKII) e proteina cinase A (PKA), que
por sua vez, ativam mecanismo intracelulares que culminam com a sintese
protéica, e no aumento da transmissdo de informacdes entre neurbnios
(plasticidade sinaptica) (MCGAUCH e IZQUIERDO, 2000; McGAUCH, 2000).
Todos esses processos estdo sujeitos a modulacdo, inclusive por outros
neurotransmissores como dopamina, noradrenalina, acetilcolina e GABA. Além
disso, a formacdo da memoria também €& dependente de mudancas na
eficiéncia sinaptica que permite o fortalecimento das associacbes entre os
neurdnios, esse fortalecimento das conexdes sinapticas é alcancado através
de um mecanismo chamado potencializacado de longa duracédo (LTP) (LYNCH,
2004). De fato, a LTP foi proposta como sendo a base para a consolidacdo da
memoria, e consiste em diferentes fases, envolvendo diferentes mecanismos
moleculares. Primeiramente, acontece uma fase precoce (E-LTP), que dura de
2 a 3 horas e é independente de sintese protéica, enquanto que uma fase mais
persistente e duradoura (L-LTP) requer sintese de novas proteinas e pode
durar por um periodo de semanas (LYNCH, 2004).

Nesse sentindo, sabe-se que a LTP pode sofrer inibicho por meio de
espécies reativas e citocinas proé-inflamatérias (LYNCH, 2004). Estudos
apontam que o peroxido de hidrogénio inibe a LTP em CALl in vitro e giro
denteado in vivo (PELLMAR e LEPINSKI, 1993; AUERBACH e SEGAL, 1997).
De acordo, Lynch (2002) mostrou uma correlacdo negativa entre a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio no hipocampo de ratos e a
capacidade desses animais em sustentar a LTP. Além da modulacdo pelas
espécies reativas, j4 esta bem descrito que concentracdes elevadas de IL-13
também inibem a LTP (MURRAY e LYNCH, 1998; KELLY et al., 2001; LYNCH
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e LYNCH, 2002) possivelmente pelo fato desta interleucina inibir a liberagao de
glutamato (LYNCH, 2004). Neste contexto, tem sido mostrado que LTP é
prejudicada em circustancias nas quais as concentracdes de IL-1B no
hipocampo esta aumentada, como por exemplo, em ratos velhos ou
estressados (MURRAY e LYNCH, 1998) e ratos tratados com LPS (VEREKER
et al., 2000). Também foi mostrado que o tratamento com LPS inibiu o
aprendizado espacial em ratos (SHAW, COMMINS e O’'MARA, 2001).

Foram estabelecidas varias classificacoes para a memoria, em relacéo
ao contelo (declarativa ou ndo-declarativa), a funcdo (memoria de
referéncia/espacial ou de trabalho), a natureza (associativa ou ndo) ou a
motivacdo (recompensa ou aversiva) e em relacdo ao tempo ( memoria de
curta ou longa duracédo) (QUILLFELDT, 2009).

Apesar de os processos de memodria envolverem diversas estruturas
cerebrais, durante as Ultimas décadas, uma forte evidéncia surgiu mostrando
gue o hipocampo é essencial para o aprendizado e para a memoria (CORKIN,
2002; CORKIN et al., 1997; PIGOTT e MILNER, 1993). Estudos em humanos
com dano hipocampal fornecem evidéncias de que essa regido cerebral
desempenha um papel crucial na memoria espacial (ABRAHAMS et al., 1997;
ASTUR et al., 2002)

Mesmo sendo o estriado a estrutura cerebral mais afetada na AG-I,
estudos tém relatado que pacientes com AG-l apresentam déficit de memdéria
(PATIL et al., 2004; BONEH et al., 2008; BEAUCHAMP et al.2009) e sugerem o
envolvimento de outras estruturas cerebrais, como o hipocampo, no atraso
cognitivo observado nos pacientes com AG-l (Da C. FERREIRA et al., 2008).
Patil e colaboradores (2004) utilizaram um teste psicoeducacional para
diagnosticar possiveis distlrbios no aprendizado de uma crianca com AG-l, e
evidenciaram que o acumulo de AG e dos demais metabdlitos seriam o0s
responsaveis pelo déficit de aprendizagem apresentado pela crianca
glutaricoacidémica analisada. Outro trabalho, também com pacientes, revelou
deficiéncia nas atividades motoras finas e diferentes niveis de anormalidades
na fala (BONEH et al., 2008). Experimentalmente, apenas um trabalho mostrou
que a administragcdo cronica de AG induziu um déficit duradouro no
aprendizado espacial realizado em labirinto aquatico de morris (Da C.
FERREIRA et al., 2008).
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Considerando que o acumulo de AG leva a um aumento nos marcadores
de dano oxidativo e inflamatério, e segundo LYNCH (2004) esses danos podem
estar relacionados ao déficit de memoéria desencadeado por diferentes
patologias, terapias que tenham acdo antioxidante e também diminuam
marcadores inflamatorios podem ser utilizadas afim de reduzir os danos

neuroquimicos, e talvez minimizar o déficit de memoria.

1.6. N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) € um doador de grupos sulfidrila muito
semelhante ao aminoécido cisteina, embora apresente um substituinte acetil no
nitrogénio do grupo amino que reduz a reatividade do seu grupo tiol,
conferindo a molécula uma menor toxicidade e menor susceptibilidade
(ATKURI el al., 2007). Suas caracteristicas farmacocinéticas, estimadas em
humanos, indicam uma meia vida plasmatica de 2,5 h e um metabolismo de
primeira passagem que torna a sua forma livre totalmente indetectavel no
plasma 10-12 h apo6s sua administracdo. A metabolizacdo da NAC libera L-
cisteina que atua como precursor direto da sintese da glutationa reduzida
(BERK et al, 2013).

Na pratica clinica, a NAC tem sido usada por mais de 30 anos como
mucolitico para doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) devido a sua
capacidade de romper pontes dissulfeto presentes nas cadeias mucoprotéicas,
diminuindo a viscosidade (DODD et al., 2008). Também ¢é utilizada como
antidoto no tratamento contra envenenamento com paracetamol, por agir como
fonte de cisteinas necessarias a sintese da GSH, molécula amplamente
depletada durante a detoxificacdo do metabdlico hepético do paracetamol
(ATKURI el al., 2007). Além disso, tem sido usada como pretetor renal em
nefropatia induzida por contraste e como agente terapéutico no tratamento de
HIV (DODD et al., 2008). H& evidéncias recentes sugerindo que a NAC
também pode ter beneficios terapéuticos em varios transtornos
neuropsiquiatricos, agindo sobre o estresse oxidativo, deficiéncia da GSH, vias
inflamatdérias e modulacdo do glutamato e do antitransportador cistina-
glutamato (BERK et al, 2013).
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A NAC tem sido amplamente estudada, pricipalmente por sua
capacidade de elevar os niveis de GSH. A GSH é um tripeptideo formado por
acido glutamico, glicina e cisteina e desempenha um importante papel na
manutencdo do balanco redox intracelular (HADDAD e HARB, 2004). Sua
sintese, a partir da cisteina proveniente da NAC, envolve trés passos
enzimaticos ocorridos no citosol. O primeiro € a condensacao entre glutamato e
L-cisteina, catalizado pela enzima glutamato-cisteina ligase. No segundo passo,
ha conversdo de um residuo de glutamato a y- glutamil em uma reacdo
catalizada pela y-glutamil-cisteina sintetase (yGCS), sendo este o passo
limitante desta rota sintética. O terceiro e Ultimo passo é catalisado pela
glutamil/glutationa sintase e converte y-glutamil-cisteina no tripeptideo y-
glutamil-cisteinil-glicina, também conhecido como GSH (HADDAD e HARB,
2004; DEAN, GIORLANDO,BERK, 2011).

A GSH é utilizada pela GPx para a conversédo do peroxido de hidrogénio
a agua, bem como, para reducdo de hidroperoxidos lipidicos em seus alcoois
correspondentes. Nessa reacdo, duas moléculas de GSH sao convertidas em
glutationa oxidada dissulfeto (GSSG) a qual é reciclada novamente em duas
GSH por acao da enzima glutationa redutase (GR).

Além de ser um potente restaurador da GSH, estudos indicam uma acéo
neutralizante da NAC sobre espécies reativas produzidas durante a inflamacéo,
propriedade que poderia alterar a modulac&o redox presente neste processo, e
consequentemente, exercer efeitos antiinflamatérios (GRESSIER et al., 1993;
SADOWSKA et al., 2006). Sendo assim, a NAC tem demonstrado beneficios
em patologias que apresentam quadros inflamatérios associados
(ZAFARULLAH et al., 2003).

Mesmo conhecendo a a¢do antioxidante e antiinflamatéria da NAC, e
sabendo que o extresse oxidativo e a inflamac&o possuem efeitos negativos na
memoria (LYNCH, 2004), torna-se plausivel a investigacdo de um possivel
efeito protetor da NAC frente a um prejuizo de memdria. Sendo assim,
recentemente, Goncalves e colaboradores (2010) mostraram que o tratamento
cronico com a NAC preveniu a perda de memoéria em ratos expostos ao
cadmio.

Assim, dado o elevado grau de limitagdo que a GA-I traz para a crianga

portadora desta patologia, o entendimento dos mecanismos envolvidos nas
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alteracdes neuroldgicas induzidas pelo acumulo de GA apds um processo

infeccioso €& importante para o desenvolvimento de novas estratégicas

terapéuticas para essa patologia.
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1.7. OBJETIVO

1.7.1. Objetivo Geral

Investigar se o processo inflamatério potencializa o déficit de memoaria
presente no modelo crénico de AG-I, bem como possiveis alteracdes
bioguimicas neste modelo. Além disso, investigar se a administragcdo de NAC
minimiza essas alteracdes comportamentais e bioquimicas induzidas pelo AG e

pelo processo inflamatario.

1.7.2. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da administracdo cronica de AG e NAC, na presenca ou

nao de LPS, nos ratos jovens em relacao:

e Ao peso corporal dos ratos;

¢ A atividade locomotora e exploratoria desses animais;

e A memdria espacial no teste do labirinto de Barnes e a ansiedade
pelo teste do labirinto em cruz elevado;

e Ao0s niveis de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B e TNF-a) no
hipocampo;

e Aos marcadores de dano oxidativo: TBARS e grupos tidis nao
proteicos (NPSH);

e Aos niveis de defesas antioxidantes: GSH, SOD e CAT no
hipocampo;

e A atividade da enzima Na*, K*-ATPase no hipocampo;

e Ao volume hipocampal dos animais.
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Abstract

Background and Aims: Glutanc aciduna type | (GA-l) is characterzed by accumulation of glutaric acid {GA) and
neurological symptoms, such as cognitive impairment. Although this disease is related to oxidative stress and
mflammation, it is not known whether these processes facilitate the memory impairment. Our objective was to
mnvestigate the performance of rat pups chronically injected with GA and Fpopolysaccharide (LPS) in spatal memory
test. antioxidant defenses, cytokines levels, Na+, K+-ATPase activity, and hippocampal volume. We also evaluated
the effect of N-acetylcysteine (NAC) on theses markers.

Methods: Rat pups were injected with GA (Sumol g of body weight-1, subcutaneously; twice per day; from 5th to
28th day of life), and were supplemented with NAC (150mg/kg/day; intragastric gavage; for the same period). LPS
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Ife. Oxidative stress and inflammatory biomarkers as well as hippocampal volume were assessed

Results: GA caused spatial lsaming deficit in the Bames maze and LPS potentiated this effect. GA and LPS
ncreased TNF-a and IL-1@ levels. The co-administration of these compounds potentiated the increase of IL-18 levels
but not TNF-a levels in the hippocampus. GA and LPS increased TBARS (thiobarbitunc acid-reactve substance)
content, reduced antioxidant defenses and mhibited Na+, K+-ATPase actwity. GA and LPS co-administration did not
have additve effect on oxidative stress markers and Na+, K+ pump. The hippocampal volume did not change after
GA or LPS administration. NAC protected against impairment of spatial learning and increase of cytokines levels.
NAC Also protected against mhibiton of Na+ K+-ATPase activity and oxidative markers.

Conclusions: These results suggest that inflammatory and oxidative markers may underie at least in pant of the

neuroghologyof&-l in this model. Thus, NAC could represent a possible adjuvant therapy in treatment of chidren
with GA-L.
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Introduction

G&- I= an inhedisd neummeabolic diseass caused by 3
defidency off mEcChondrial L TE pluarg-Cod
defydmpenyse (GCOH; EC 1.3.95.7) mvoived In the
mataboilsm of L-iysime, Lhgpdmoayiysine and Lirgpbophan.
Affeci=d patienis usually present & major acoumaiabon of GA
amd a lesser amount of 3-hydmoeygiutanc @=cd (3-0H-5A5 and
giutacoric ackd In B body faids [1-4] The sympiors and
sigres of GA- are predominanty neurclogical and  include
selrures, dyshonla, dyskinesia, memory Impalment, and
reversibls cerebral injury, especdally during crises of metabolic
deoompensaton [5-7]. K s feashie fad during these spisodes,
which wsually folow Infectorns or other me@abolc siress
condBons, the mcreased Hossue levels of GA due b highly
atrsierated endogEnous proteolysis may igger mokeculsr
mschanisms esdng o neunciogical dysfunction. Im fact,
amected Infants may become deblfaie=d and sepic aer
guickly (5], amd sepsis may conbdbule fo their neuodogic
denerioration.

Adfthough the mewroiogical disorders are prevalent i G8-,
e Is knoen st the machanism by which the acoamulabed
organic ackds l=ad o these akerations after infechon process
E-11]. Memory Imparment, sludles. Feve reporied Sad pabents
with G-l preseni cogniive defidt [57]1 mainky  afer
ercephalcpathic orises precipiaied by & non-speciic liness or
Infeciion [10], which suggests a close association beteesn
fiarrration and the oocwmrence of cognitve disorder In GA-
chidren.

In Tis conbeyt, shudles have reporfed a comeabdon beteeen
sevaisd levels of proinfammatory Cytokimes and cognithee
deficits after neurninfammatory processes. [12, 13]. Boreover, a8
Brge pumter of cognitive disorders in humans amd ankeasl
madsls ars associated with sevabed evsis of proinfammatory
mcderules, such as IL-10 and THF-0 [12-13].

Besides neurninfammabry processes, onidafive sSress DS
Eeen also pllicaied as an Imporfand causathe facior In
various rmeundegeneraiive and eegomesiabolc dseasss,
Incuding Qutaric acdemia  [9,11,20-22]. ABwouph  the
mechanksms underiying braim damage Ik GA-l are mof wel
asiabished, growing svidens sugpeshks Tt excioloMcEy
2. 24], Mam K -ATPase acivity inhibbon [2.230], infiareadon
[11], amd free adical generaon [2,22] play @ central roée In the
meeurnpathogenesls of the GA-AL

n this comiexd drags with anfoxidant and antinfammaborg
pobenfial ould be consequenty & pomobng approach o
meeurnproiection in patients with glutarc acikdes=ia [9,11,20,23)
This ssams 0 be the case of BAC, an adani with antowidant
and anfinflammaiory properties, which milbis  coldathoee
mesfaboilsm and decreasss the neiease of proinfammatory
mradeCules [25-27). Shudies have also shown that NAC prevenis
oy Imparment in some saperimen bl modeds [28].

Sinc= thers 1= dinkcal evidence et infecion  amd'or
nfiammafion medbiors  fadiabs mefabcllc oises  and
meurniogic  dysfuncion ncuding oogrithve  Impairment) In
pafenzs wih G&d, In thls shudy we Invesigaied the
peerformance of rat pups chronically injected with GA and LFS
In spafial memcry best, antioxidant deferses, oriokines levels,
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&~ K -ATFase aCTwiky, ard hppeo sl wolume,
Furthemmors, we also svabeaied whether NAC could Improse
these behavioral, blochemical or sihechural changes induced by
E& amd ILFE adminisiraiion.

Materlalz and Methoda

Ethica Statament

Laboraion eyperiments wens perfomrmsd In accordamce with
nabonal amd Inkemad@onal egisabons (Eraziiian College of
Anial Experimentation [COSEA] amd e U.S. Publc Health
Service’'s Pollcy on Humane Care and Use of Laboraiory
Anmals-PHS Folicy) amd approved by @ Ethics Commities
for Animal Ressarrhi of Unkersidsds Federal de Santa kMana
WFSM; PermE Numbsr: 11682010) Indesd, animal Fanding
and laborabry assays wers Camied out in such a way that all
efTorts were made o minimize sufTering.

Reagents
Uniess ptheraise siafed, reagents were purchassd from
Sigma (St Loulks, MO, LEA)

Anmilmeale

The present shudy wilzed Wistsr ks wis & days of He.
Pregraant Wisthar rals were housad in individual cages amd b=t
undlsfurbed during gesiabion. Forty-sight hours afber delvery,
IEers were culled o sight male pups. Pups wens fed by the
maother since birth untl 21 days of (M2 when they wene weaned.
Anirals were divided Inonder o have the same number of Ak
for =ach reatment in =ach cage. Animals had free aocess o
waber and 1o a standard commercial chow and wens main@ined
on a 12:12 h Ightidark cyde In an alr-comdboned constant
Emperaiore (24 = 1"C, S5% neabve humidiy) oodony room.
Thee "Principles of Laborabory snimal Care™ (MIH publicabion no.
BO-Z3, revised 1996) were folowed In all expedments and the
experimenial proioos] was approved by @ Ethics Commitiss
for Animal Research of @ Federal University of Santa kMaria,
Santa Mara, Brazil Al effors wers mades b minmize the
number of animals used and thelr sufferdng.

Dinsgs and Injections

OA Injection. Buffer=d G&, pH 7.4 (5 pmol g of body welght
“ was dministered subcutansously, Tece 3 day, fom ST i
28" day of IHe io produce brain concentadions of A around
0.6 pumod g7, ~0.72 mi 2] similar fo concentrations foamd In

pabemts with GAl. Contod  animals  recshed  saline
suboutamecusty Im the same wolumes and freguency. Al
sobsfions wers prepared so that sxch animal recehed 10 pl
soltion g of body welght -7

LPE Injscilon. Az GA-l pafents may beoome debiisied
after an Iinfeciion process and since sepsls may coniibule o
their neurciogic deteroraSon [B], the @t pups wen Rjeci=d
Intrapertoneally (Lp.) with LPE (2 m%p; E.col 0S5 BS) [30,31]
or vehicle (salime 0.99%), once per day, on posinatal days 25-28
bz mimic a severs infection sk [332].
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HaC admintsbration

Fat pups wers supplemented wER NAC (150mpfhgiday ) or
wehicke (saline 0.9%) by Infragasiric gavaps onoe a day on
posinatal days 528 33]

Physlcal development

Al raix wsed In experiments had  thelr behaviorl
development assessed. For this, e weighl of animals was
dally defermined at B approprizie spes. by one experimenier
WD s mod amane of the subject comsdition.

Cognitve tasks

Befavioral =vperimenis were camisd out bebwesn 9:00 am
amd 200 pm. Animals wene assessed on Fe= Bames maDs on
posinatal days 29-32. Afer Bames maze iest animals were
fesied in e open field 235k on posinaial day 32,

Bameas Mars [3ak

The next day after e snd of restment animalks were rained
fo sohve the BEames maze. The Bames maze |s a valdated t=st
ofen used for the assessmend of spabal l=aming amd memory
In rodents [34]. The BEames maze parsdigm esplols. e naburasl
incination of smal mdents o ==k =scape o a darkly it
shebsred sprabronment when placed In an open arena omdsr
bright amd arershve Bumbnation. Cur maee consists of & 120 cm
diameber croular wooden table, 25 cm thick and =kevabed S0
iom abowe B Tioor.

Twenty holes (6 om dizmefer) wens squidisSanily ocabed
around the perimeter and cenbered S om from (£ The apparabes
wexs ocated Ima £ m ¥ £ m st room whens four wisuospatisl
cues made of righd bixck papsr (rectangle, circle, ooss, and
riamgie) wers affired o the wals but not diFecty over amy
e Fole; s increases fe spafial component of the Bames
iz during =ining [35]. A biack wooden sscaps unnel (15
om ¥ 0 cm & 30 om) wes placed beneath one randomiy
seleched hoke for sach @t but remaned corshnt Srousghout
= maining sessions: for a ghven @Ak The remainieg 19 holes
ied only o 3 fakse escape box (150w ¥ 10om & 10o=], which
from the piafiorm, appeared indistinguishable from an escape
ko bt was foo smal o be eniered. False bowes remmoved
wisual ooes et might b= cbsersed Srough an open Role.
There was a bright llumirsafon of 200 lux caer e maee.

0N the frst day of T expeiment e rais wers moved 0 a
Pestirey room amd eft undishurbsssd for ©0 min. Folowing this
Fabfuabon perod the iz were tained o find the escape hole.
They wers placed im the escape box for 1 min and then info a
cylindrical cpague chamber (siart box]l R the cenber of the
iz, \WER Iight on, the skari box was removed and the rais
weere glicwwed to expiore fresly and find the escapss box. The
i ime alicwesd b find the escaps= was 1B0 5. Each rat
wexs ghven Ehree ials per day over four conseoufve days. In
=ach ral we recorded T time o reach the sscaps unnel and
= number of wron) holes wvislBed, A visited hole was
considersd when the animal poked at a hoke=. The arsna and
= bow=s wers wiped cl=an ushng dstlyi=d waber both
between sxch tainimg sesskon for a gven At and beteeen
each rat Immediately afber S second training sesskon on the

Efferi of M-Acetyicysisine in Memory Impairmend

Bames mare, anmals were fansfsmed o an open-Seid
measuring 50 x €0 cm, with the fioor divided Inko 12 squares
measuring 12 ¥ 12 om =ach. The ocpen-field t=st was carmied
out by identiy mobor dsabliles and kasted for 5 min. During Sis
bme an observer wiho was nol aware of pharmaociogioal
reafrmenis eoorded the number of crossieg and rearng
responses manueslhy.

Opan-Neid task

After the fowrth day of Bames maee best the looomobor
actviEy was measunsd for © min In = opsn fisid. The
apparaies consisi=d of 3 wooden box messaring €0 om ¥ &0
cm ¥ 50 cm with & glass front wall. s floor was divided by
black In=s imio 12 egual squarss. Ankrals wers gently placed
facimg B rear left comer of the arems amd B momber of
squares crossed with the fowr paws reconded %o € min o
evaluaie modor actviy [35]. The bEsteg room was dimiy
IBumirsfed wih indirect whie [ighting.

Elevated plus mazs tzak

Based on the design of Fle and Gonzalez [37] S maze
ponsisied of han opposibe ciosed amms (30 cm ¥ 5§ o) encdosed
with wealks (15 cm in Feight) and w0 cpposBs open ams (also
30 cm ¥ £ om, without edges) forming a3 plus shape. The whole
apparabus Fevd & ceniral arena (5 om ¥ 5 om) amd was slevaied
bz BO o aboye the ficor by a tripod. Each rat was plxced in the
central aners of e maze Sacing an opsn arm and observed Sor
E min. T befaviors recomded were: ioial romber of entries,
the: peroentage of time spent on sither am, and percen@ge of
Hme spent im0 the middie. The apparatus was cleansd
thorcasghly betarssn the 5 min cbsenation sessions with a 30
% afffamol soluSon.

Sample processing

After the behavioral evaluation [s=comnd day of Eames Maze
bestl, a3 subset of animals was klled by decapitation, and
hippocampl were Rpidly removed, disseched and Fomopenized
In 1-mi sierl= PES, and then stored at -700 “C unlll processed
furier.

IL-1§ and THF-O Immunoassay

To anahyze the conbent of IL-10 amd TH--a the hippsscampus
WS weighbed and homogenikzed (1:10) in a solution contsining
bowire serum albumin (B2A 10 mgimll, EGTA 2 =), EDTA
2 mM) and FAREEF (0.2 mM} In phospiate-bulTersd saline
(FB3, pH 7.4) usimg a Polier homogenizer. The hippocampus
homogenabs wears cenirifuged (3000 g for 10 min) and cytoknes
were  determined in supemablant  Cyiokimes  levels owers
measured wsing a commencially avaliabie ELIZA KE from Rand
O Systems (Minresapsolls, WMN) usimg an antibody selecve
againsi af L-1p or TRF-a0, ascoomding o e manufaciurer's
profccol. Resulis ars expressesd in poieeg of probein Sor
hippocampus homogenaks assays. Absorbance wss read at
405 nm. The dedection Imi was 4 mpiml.
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Msasurement of TBARS confant

Thicbarbbaric Acdd Feactive Subsiances (TSARS)] conbent
was esimabed m a2 mesdum confaining 02 ml of brain
Fecsrmacapereaie, 0.1 mil of 8.1% E0E, 04 ml of acetic ackd buSer
(500 mM, pH 3.4}, and 0.75 ml of 0LE19% (TEA]. The midare
was nally mexdes up o 2 mi with Eype | uFrapure wabsr and
Fes=afied] af 95 “C for 50 min in & waier b esing & giass ball as
& oonderser. Afler cooling o oom Emperaiure, absorbance
wexs measuned in the swupematant at £32 nm 381

Hom Profaim Thiol defarmalnathon

Maon Frodsin Thioks (HIPEH) - measred
speecirophol-metricaly wid Elman’s reagent [35]. An allquot of
2080 pL for hippocampus in a final wolume of SO0 pl of soludon
weas used for the reaction. The rescion product was measured
af 412 nm afier the addiion of 10 mM S5S-dthicbis (2-
mitrobenznic &Ckd) (OTHE) (0.05 mL]). A stamdsed cunee using
cy=sbeine was addesd o calculasfe the conient of Bilol groups In
Fe= samples, and was expressed & pmol - tssue,

Catala=a actvity defarmination

=or the catslase (CAT) assay In hippocampus, B Hosue
W homoge-nized In S50 el potasshom plhosphabes bueTer, pH
75, af a proportion of 13 (wh] and 1:5 (&, respecthaety. The
Fiormiogerate was cenirfuged at 2000 g for 10 mim o ¥eld a
supsmatant el was ussd for the snryme assay (=0, The
reacion mivtune contained S0 mid polssium plcsphabs b
pH 73, 10 mB H:0p, amd 20 L of the supsemakant The rate of
H3y reacton was monEored at 240 mem for 2 min &t room
Permperature 2 determined in ol Hood ass-ay. Tre snrymatic
actity was expressed Inounis Mg prodsin (Cmee unk of the
ey k5 considered Fe amount of CAT wiich decompsoses 1
prmicd of Hy Gy per minatpH 7 at 22 ")

Superoxde dismutass activity defsrmination

SiTth the porposs of performinsg e supsmoaide dismutsse
(E=00] assay m hippocampus, the Hssus aas adegquately
dilegfed Wi Tris-HS pH 7.4 at a proporton of 140 (wv] and
1=0im’y] respechvely [E1]. Brefly, sprephrins undengoss
atc-oxidation at pH 1002 o produces: adremcschnoee, a8 colorned
product thal swas deiected at 280 nm. The addion of samples
{10, 20, 30 wlL) conlining 220 Inhibls the sufo-oxidabon of
epsinephrine. The raies of RRbiton was moniionsd for 180 5. The
amound of enryme reoguired o produce 0% InhibBon was
de=ined as ome uni of eneyre achwviby.

Ghutathions levala

The leweds of ghutathione (GEH) e debemmined
fAusprormesiricady a5 descoribed by Hissin amd HE [E2) @S mimor
miodficatons using [Hphfaladehyde (OF%) as Suormophore.
Briefly, e Fippocampus was homogentzesd in 0.1 HCIO,.
Homopenabess. were Cerirfisped at 2500 g for 10 min -and the
ioe-speed supematants were separabied for measurermend of
GZH. The supsmakant (100 pi) was rcubabsd wis 100 1 of
P& (0. 1% m methanod) and 1.8 mi of 0168 phosphaie buSer
pH B8.0) for 15 min at rooen Emperatue ® o the dark.
FlUCMESCENC=  wWas measured Wi a MNuone=scence
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specrophoiometer at exciabon wavelength of 3530 nm and =t
emizsion wavelength of 420 . GEH levels wene expressed
as nmal G3Hig of bssue.

Ha*, K*-&TPasa aciivity maasunsmssnis

The kFa K -ATFase acfivity was mesasured scoonding fo
Bhyse i al[43] Briefiy, T assay medium consishesd of 30 mid
Tris-HCl buffer, pH 7.4; 0.1 mM EDTA, S0 mbNaCl, 5 mMKC,
B mkd MgCly, and S0 pg of proi=in I the presence or absence
of cuabain (1 mMD In a final volume of 350 pl. The rescion
was started by e addBon of ademcsine Fphosphate & final
conceniration of & mbl. Afer 30 min af 37 "C, the rescion was
siopped by the addBon of 70 gL of SO%: (wiv] FichioroaceSc
acld. Baburating sabsiaie osncentradons: wers used, and the
rexchion was Inear with prob=in and Sme. Appropriate conbrols
were Induded Imn the assays- for non-snrymadc hypdmolysks of
ATF. The amount of Inorpamic phosphabe [P neleassd was
guantfiesd by the oolormedric method desoribed By Fiske and
Subbarcsw L] using KEHFO, as neference slandand. Specic
Nar K~-ATPame aciviy was alculaled by substacing the
cuabair-insersive scivity fom Se owsrall achvity On the
absenoe= of casbain ) and expressed n ol Pimg proteimmin.

In 3 separmie et of experiments we nvestipaied wiheSeer
some Na™ K -ATFase Isoform Is sslectieely inhbied, For this
purpse we used & classical pharmacclogical appeoach based
on the Isoform-specHlic sensitvity b ouabalm [45] We
determined wihefer some  meafmen®s  inhbl=d ouabain-
sensithe ATPase acivity usimg 3 pM [that inhibEs Bae K-
ATFase soforms contaking o amd a3 swobonibs) or £ mld
ouabain [that inhibfts al soformsL

Hippocampal Wioliinns

Considering that hippocampus caneod ack a5 & unitary
stuciure and that dorsal porfon I= meisl=d io l=aming
precess=s and memory [53], we dedded by investgais the
effect of G4, LPE and NAC reatment on the volume of dors-al
hippocarmpus. I our shady the dorsal hippocampus was
defined a5 the hippocampus oomprised betaeen the folowing
Pasinos and Watson afas coordinaf=s: Bregresa -1.60mm/
Intkeraral 7.40mm; Bregma -2 Emminismoral S2mm. e
analyzed fhis hippoccampal region Becauses B B despdy
associaied o leaming amd memory processes and presents
well defined amabomical Bits, Deimp sullabls B0 wonbiased
volume ssimation using Cavealer primciple. For @his proposes,
after the behavioral evaluation [secomd day of Eames Mazxe
best), & swbset of anals was desply anesiefzed with
thiopemial (40 mgekg, 1p.) =and fanscardaly perfused with
salne solution folliowed by a solfion of 4% pamformaidehypds
In 0.1 M phosphabe buffer, piH 7.4, AfSer pefusion, the brains
were removed fromn the skuls, post-ivesd in the same sclution
at room Emperaiere for 24 & and oyopeoiecisd by Immersion
In 3% suomse sodution in pFosphabe uffer at 2 =C wunbl they
sank. Afer fhese procedures, the brains were quickly fozen in
Isopeniame, previously oled I lkquidl nfrogen [-A0CG)L For
each brain, ooronal sactiors from the hippocampus (E0pe)
were pblained usime] a cryostst (Leica T 1BE0) &t -20° C and
mouni=d on gelatimized slkdes. These sschons were denified
accordimel o Pawinos and Walson's Abss Ccoondnabes:
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meraual 7.2 mm, begma -1.8 mm and inkereseal 54 mm,
bregma -3.6 mm]. Sides wers Fydaded in decneasing e ansol
solfions (absoiube, 50%, T0%) and dstlled waler. They were
piaced In  acresyl  vioket solufion acetfed O01% for
approrimatety 1 min. Then, they were dehycrated in increasing
abcoiol solutiors (TO%., S0% absoiube) and cleanedin Kylene,
amd finally coverssd with coversiips with enbellan resin.

wolume eetimation of dorsal hippocampus

Bechorms of dorzal hippocampus wers dipEssd usieg @n
Ciympus ECCED mulcrosoopss ooupdedl o & Biclic Images Plus 2.0
camera and mapes Pro Phus Sofwears 6.1 (Medis Cybemetos,
A, UBah). The unblased woblame estimasfion of Ehe dors=al
hippocarpus was  peEforresd using e Cavalled principle
associaied b Fee cowndng point mefod. The vodume was
estimafesd using the Sllowing equation@=T-aip-ZF, whsmne,
We'plume estimafion; T=Distamoe bebwesn the analyzed
secfions (220pmi aip=pobnt ares {immand IF k& the sum of
points owerald In the iImage [45-48]. Two Risioiogy speciallsis

blimded B0 the scwaroe of the Images camesd out the wiume
estimadions.

Profaln determiination
Froieim conbenk was: measured colorimerkcally by the methed

of Bradford [£9] uwsing bosdine ssrum albumin (1 mgimi) as a
sandard.

Statiatical analysls

The sEafistical amaiysls was camled oul by bwo or Sree-way
araiysls of variance (ANDSAL and only F vakees of F <005 are
preseniesd. Post Boc anadysis was camiesd out by Duncan™s
mditiple comparsons fesk, when appropriaie. All dalm were
expressed & omeEan = ZEM. Biafsical analyses were
perfomed uvillzing e ZSFEE sofiware = a PC-compatbde
oomyp Libeer

Rasults

Physlcal Development of Animals

The physical development of mnimals detarminsd by ther
weights during 5= ireatwesnt b shown i Flgure 14 and 15,
Sib=fSca analysis of B veeight of animals CHhree-way ANCM)
did rot show a skgnificant drog (2aline of SA) by foxin (Salne
or LFE) by reatment [Sal or MAGH nteracon: [Fi1.57)= 0.45;
P OO

Effact of HAC on Open el tamsk

The exploraiony and lcomoior aciviy of animals = shown In
Figare Z. Zlabsical analkEsks of e mambssr of crosssing and
rearing (thres-way ANCWCA) dd mot show a signfcant dneg
iEaline or GA) by joxin (Sallme or LF3) by teatment (Sal or
NAC) Imberschon: [Fi157= 1005 p=-0.05; Figue ZA amd
1,57 1.00; p =0.05; Fgure 38, respscively].

Effact of HAC on Spatial Memory

The effect of GA and LFE Deabmend on cognitee
periomance ik shownm B Flgune 38, SimtisHosl analysls
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demonstabed that al the ankals [F1,5T=14.33; p <0.001]
decreased the Bbency 0 =scaps mdcating that they have
leamed the @sk.

In addiicn, siatsiocal amnalysis of S labeEncy o e=scape
resrealed Bt GA and LFES oo-adminisiabon pofendabed the
memory mparment n the Bames task [F1,S7=Z7.85; p
=0001]. Sn e other hand, siaf=ical analysts [Hures-way
amalysks of vardancs (ANCWVA) revesaied a signiflicant drug
(Ballime= or GA) by Sowin (Balime or LFE) by realment (5al or
M) Interacton on the second [F11,57=5.28; p <0.0%] and
thilrd days of st Fi 1,57 = 3.95; p<0UI03E; Figune 3 &), indicabing
a degeased perfoemance of Sese anmals in thiss soatial
l=aming parsdigm. Theses recuis eeembesd ot BAAC
adminksiaSon decr=ased T ey o escapss induced by GA
amd LPS co~administabon. Considering St A, LPE amd MAC
presenbed =ffects mesinty on B sacoand day of spabtal memaory
esting, S eyt expreriments: caried out wene Imied fo 2 days.

ENtact of MAC on anxlety

Shatsical aralysls of fe perent of Bme arsd entries Inopsn
amm In the slevzied plus mazsh Fres-way ANOAA) did not
show & signBfcant dineg (Balmes or GA) by foxin (Ealine or LPE]
by reaiment (Sal or MAC)H Imberacion: [Fi1,57 ) = 0.43; p==0.05
amd [Fi1,57) = 027, p =005 respectvely] In =ddbon,
simiistical analysls [thres-say ANOUVA] ded not show a
significant dnag (Ealne or 3A] by Bcxin (Salne or LP3) by
re=airmend (Sal or NG Inferacion for percent of time [F[1,57) =
O.BE; p= DOO05], mamber of eniies nfo S enchosessd arm
[Fi1,E7) = O34, p = O0.O5] and Hbme speni on  middie
[Fa1,57) = 0.34; p *=0.05], msdcating that the treatment had no
effect on anylety-ke= behavier {Table 1L

Effact of MAC on IL-1 anad THIF - laveis

Since numenous Shudes Fave founsd a link Eetaeen sevaisd
leweis  of cylokimes and ey deficks afer
neuminfiammaiony processes [12,13], we decided o det=mine
the= leveds of IL-10 and THF-0 In hippecampus of At pups.

THF-a l=vels I the hippoecampas are shoam in Figuoes 44
T siafisfoal amahysls (wo-aay ANCAA) evesasled an Increase
In THF-0 l=vels Induced by 54 [FR1-44=22.83; p <0.007] and
LP3 [F1,44m=14.93; p <0.001] wien compared with de control
group. BabisScal amalysls Bawo-way AMNOVA) also revesied an
Ingreas= n L-10 (evels induced By GA [F14Z=38.86; p
=0001] and LPE [F142=2515; p <0.000] when oomparsd
with e contol growup (Figuae 48], The GA and LF3 oo
adminisiaSon had mo addbiwe efects in TRE-a [F14dm=0.13;
p >0.0E5] levels. Howewer, this eafment pofendabed the
Ingreass of IL-1f lewels [F1 42=001; p =0.05] In the
hippocarmpaus of s,

Furthemrore, Figure £ (4 and B) shows NAT =®=ct on THF-a
amd IL-1f k=vwels in hippocampus of rat pups. ESatistical -analysis
Eree-weay ANCVAS revegled that BSC sdmin smation meduoed
TH=IF-a levels [signfcant drug (Saline or GA) by foadn (Saline or
LP3) by breafment (Sal or MAC] Imferaciion: F1,440=3.7; B
=0 05] and IL-10 levels mcresse [significant drug (2-alimes or
=4) by bzxin (Balime= or LP3) by reatment (Sal or HAZ)
Inf=action: A 1.441=5.73; p =0.05; respectvely] indueced by GA
amd LPE im Fe= hippocampus: of rat pups.
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Physical development of animals
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Efiect of M-Acethicysizine in Memory Impairmeent

Open field Task
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Efiact of M-Acstyicysi=ne in Bemory Impaiment

Barnes Arm Maze
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Flgurs 3. HAZ prevenic the mamory deflolt Induosd by G4 and LPE mescured ac sccaps labt=noy of rat pupe In the Barnsc
maze. "P <= 0.0S compared with salime treated gmoup, "P< 0LDS compared Wit respecive controd group amsd P = 0.001 compared
with GA-neaied group (Dumcan's multiple comparsons i==f]l. Dala are presenied a5 means = SE M. for n = 75 In =ach group.

Figures 338 and 3C show an ampifcation of e second day of tesk

ook 10 137 ol porss SCTEII] KT

Effact of MAC on Antloxidant Defsnses

TEARE ocondent. Shbsical amalysis on TSARS conbent
fthres-way AMNCYA) showed a significant dnag (Saling or GA])
by Boain (Salime= or LPS] by reatment (Sal or MAS) Inferacion:
[Fi1,48=2.32; o <=0.0<] {Flgure S]. Post ko analysks showed
et the GA amd LPS sdminisiration imcrexsed TBARS conbent
ared st sysiemic NAC sdminisration presvenied the GA and
LFa-Hnduced TEARE onient InCreas:s.

HPFEH soment Statistcal anabysis on SH confent [thres-
Wy AMOYA) showed & signfcanmt dnag (Salne or GA) by foxin
iZaline or LPE) by tealment (3al or NACT Interacion:
[F1,44=56.9; p =0.05] (Figure BA) Post o analysis showed
et e GA amd LPE sdminisraton decreased SH comient and
Tt syskemic NAC adminisration prevenied @l =ffect

Gluiathlons levels. 2@bsScal analysks on GoH lEyvels
fthres-way AMNCYA) showed a significant dnag (Saling or GA])
by fowin (Balire or LPE) by reatment (23l or NAC) Interac@on:
[F1,48=32.62; p =0001] [(Fgure &CL. Fost hoc analysks
showed et e G4 and LPE sdministraton decressed GSH

FLICE OMNE | whask piosone. org

levels and that sysiemic HAC adminisration prevenisd @is
efTect [Figun= SE].

CAT sodivity. Statisboal arsshysis on the CAT actiity | e
way ANOYA] showed a signflcant drug (Saline or GA) by foxdn
(Ballim= or LFE by reatment (Sal or NAC) Inkeracton:
[F1,48m14.5; p <0001] (Figue &CL Post Boc analysk
showed Faf the GA and LPE adminisiafion decressed TAT
activiy and i sysiemic NAD adminisration prevenbed Hils
effect.

EOD aotiwly. StabsHcal analysis on Be SO0 actvity | Hunee—
way ANOYA] showed a signflcant drug (Saline or GA) by foxdn
(Balim= or LFE] by reatment (Sal or NAC) InErcton:
[F1,28=11,80; p <0.001] (Figur= &0} Fuost hoc analysk
showed that S G4 and LFE adminkstafon decrexsed 200
actraity and Faf systemic NAC sdminicsiaton prevented Sis
effect.
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Tabls 1. Efect of eary posnatal chronic GA, NAC and LPS
administration on anxolysc-lke behavior of rat pups on Me
mﬂﬂﬂa}'ﬂfﬂﬂﬂ&&
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Effach of HAC on Mas, K+-ATPase aciivity

Sfaf=fical analysls fwoway AMOVA) showed that GA
[F1,58m=d 81, p <00E] inhibBesd Ma™ K-ATPase adiviy but
LFS dd nol pofenfabe this =®=ct Siafistical analysls [thnee-
Wy AMICAA) revealed Fad NAC administabon aSeraaied the
deorease Nad K-ATFase actity [sipnficent drug (Saline or
@A) by oxin (2alim= or LF3) by reatment (2al or MAD)
Imimracion: [F]1,56)=2.07; p <0.05] imduced by GA and LF3
(Flgure TA)L

We also investipaied wiefer S8 and LFE could inhibit
selactively some lsoform of Na© K-ATFase. For Bis purpose
we used A classical pharmacoiogical approach bassd on the
leodorm-spedfic sensEvily io ouabain [£5]. SixtisHcal analysis
fhree-way AMOAA) revesled o WACD  adminksbadon
profecisd against @ decrease Ha® K -ATFase (01-subunk)
ity [slgnBcant drag (Salne or SA) by oxin (Salne or LPE)
by reatment (3al or NAC) Inferacion: [F(1,55=4.50; p <0.001]
Induced by GA and LF3 (Figure TEL

Effact of maatments on Hippocannpal yiodums

=hgure B shows that Fere was no differsmce Debwesn groups
conceming hippocampal wolume of raf pups. Statisbical analysks
of hippocympal volume (three-way AMCVA) did mof show a
significant drug (Salne or GA) by oudn (Salne or LF3) by
freatment (Sal or NAC)H Inferacion: [Fi1,35= 0.08; p> OD.05)
Figare 3 shows a represeniaiive fguns of dorsal hippocampas
o &l reatments.
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Effiert of M-ACetyicysizine In Memory Impairmeent

Discusslon

Fabents wilhi GA- usssily present aoute dinkcal features
eary In Ife resulting from metsbolic decompensafon with
respirabory  disiress and neulogical symploms, Induding
psychomotor delay, imiabily, lefSargy, hypoionia, comaasions,
and coma. Most children surddve fo B first aouie me@bolic
orisis, but develop  ongeiemm complications  Induding
neurciogical  [5-7]. Adthough E 15 belewed o these
abnormraiiies oocowr as a result of e primary me@bolc
Impairment, e underying mechanisT of braln damage and
neurciogical defics In GA- ks poorty undersiood.

E |5 krcawen that patients amd =xperimental models of @ik IEM
exhibit neuronal damage and changes In several arsxs of the
ceniral nerous sysism, &5 well as In several ofer neunciogical
dis=xses [5,10,12,13]. This Is ofen reabed o owidafive siess
and neurcral death, causing cogritive ImpaFment  and
neurcinflammalon processes [B-13-19-232) A recent shedy In
an experimenial miode] Fes suckisted the role of iInflammaiory
medlaiors ik mode] of apute setzares by G4 [11]. However, B s
not known § S8 el rmay ncreass thess msdabors and 1 they
are relabed willh memory defck

This cumend shudy was camied out with young ks na pedod
of deveiopment with prowen  snaphogerssis and o=l
proiiferation In several brain struciures involved Imesming and
memory. e found Bat e chronkc GA adminlsiration (E® - 28%
day of He) al doses that ralse = concenira@on in biood and in
the bram [29] amd LFE injecion cause= memory defcis in
spatisl recogrition, decrease antioxidand defenses, and induce
Increased levels of pro-infiammaiory Cytokines (IL-10 and THF-
ol m e hippocampus. In o addEon, an inoeasing cxidaive
markers and conseguent RRibition of the Has, K-ATFase
activiy, without modifying hippocampal vwolume was obrservesd.

E Is imporiant b obseree that chronke G&, LPE or NAC
administafion Rxd no effect on body weiphi, mplying that
chronic injecion did mof causs mainuiibon in animals (Figue=
1L Simllardy, the same restments did not change
performance In the open fisld =k as cbs=rnved by @ number of
rearimg and orossing af S besting session (Figure 20 In
addition, Fese Fesiments dd mof change e befavior of i
pups I e elevabesd plus maze Bsk, Indicabng that &4, LP3
and FAC were not anyicdenic (Table 1)1

An regards by e befovaior of Al pups, we obsered that LPS
polentaied the defict of spatisl leaming induced by GA (Fligures
3 A-C) This result suppests that early chronic poshmaial
administafon of GA caused a ong-sfanding deficit in spaial
l=aming probably sscondary o GA-nduced brain dysSamction

9], which was pobenbaied by an nflameaiory Insulk. in fact,
shudies Faywe suppested thal necnatal Inflammation Casses
cognive mpairment In humans and experdmental models
[E3-55]. Taken iogether, we can suggest that the potendation of
cognEve defict induced by GA neonatal administabon afer
Inflammaiory nsuot coulkd B invoived Wil e cognive
dysfumchon presenbed In Gé&- chiidren [E-7], since thess
pabients frequently develop newmiogical dysfuncton afer an
Infecious process [SO-S5].

In Ine of this wiew, our dal reveasled @af spadal =aming
deficit induced by GA and LPS was associsfed wih an
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Efect of M-Acetyicysisine in Memory Impairment
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Figurs 4. Effeoct of sarly pocinatal ohronlo 348, NAC and LPE adminlsiration on oytokine lewels on the ceoocnd day of
BEarnec mazn. NAC prevenbed B imcresxse in TRF-a (A) and IL-10 2] kevels. "F < 0.001 comparsd & saline treafed group, "P<
OO0 compared with B respectve control group and P < 0.05 compansd with GA-n=ated group (Duncan's mulpls comparisons
pest]. Dot are presented as means = 3.E_M. forn = &7 In =ach group.
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ncreass of proinflareraiory Cylokine levels such as THF-0 and compounds pobenbaied L-10 l=vels mn @ hippocampes of mi
L-10 (Figurs 4% and B}, and that the co-sdminksiration of fese pups (Figure £ E]. it s iImporant o nobe et e cyiokines such
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oortrol growe (Duncan’s muBple comparisons t=st. Dot ans presenisd a5 means = S5 0. forn =7 In esch growp.
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s IL-10 amd TRF-3 are primarly synthesized and redeased by
pliasl cels Tt can be actvai=d by fauma, infecton or the
presemce of endogenous yet abnommal progsin aggregabes
[ET.55]. Simce the activalion of microgils produces & vansty of
Infiammaiory mediaiors [S9] and the syposure 0 GA scHvabes
glial cells 22 & Is plausibis o proposs thal the inoease of
cyiokine l=vels induced by G4 may be dus fo gilal activaSon
amd that LF2 pobenbaied Sis efect manly by imcressing L-10
ieveds (Figure 4E).

Cument evidence dcaies thalt crickines, pardogary L-10,
nreass mewronal exciabifty by acihvaiing IL-1 recephors [B4]
The neuonal IL-1R1 stmalabon induces 3 kKinase-medabed
Eyrosine phosphoryatdon of B NRZE subunit in N-methyi-D-
arspartafe (NMODA) recepior. AS & oonssquence, IL-10 fadlEabes
MDA, recephor-medisted Ca’ il Inbe mewrons, proenodng
eyriiolowicEy [102Z]. Considering that IL-1p canm also inhikit
giutamabs uptaks In astocyfes [E7] and Imcresse s gl
reexse possily wis THS-0 produciion [54], e noease of pro-
Infiammaiory ofokines may resuit noelevabisd exiaceslular
giutamabe lew=is and Soxcity in thi= mode] of onganic acidermia.
I agresment of this view, a considerable body of evidence Fas
dermorsiraied ot ghofarais recepior modulation can l=ad D
SA-ndued Doy [[,11,20,21]. Furfermaons, the
adminisiadon of LUFS can ako mpair memory and =evabe
Rippocasmpal -0 evels [B4] by ncreasing the GABAsmgic
Inhibition [&5,68].

Snce synapbic neuoiransmission changes Indueced by
cytiokine may result I memory impalment [55,67], B actions
of GA amd LP3 In neumsiransmission [64] could pofsndabe the
cognive defick obrservesd in s study. In agreement o s, it
Fexs bemem obrservesd in posf mortems brain of S patents
pronouncesd reacive hyperiophic asocytes wilh  cheonic
astrogiyosis amd reacive microgils [E0-63].

Furfermone, THF-0 and IL-18 act In their respectve
rerephiors and Cause achvaton of mucl=sr fador kappa-ighs-
chaim-enhancer of acfivaied B cels (MFEE], a tansoripdon
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facior that migrai=s b the o=l reckEus and cam promole
slevaisd concenfrations. of Inacelular calche= as well a5 a
prostucton of MO and HD, moresse [95,96] MO 1= a3 free
radical e when reacting with supsmoaide anion (D4, alkso
forrmed during the Infammabory process by =nrymes such as
MADFH coldase] generates the highly neschve peroagymibdie
(OO [97]. These free rvdicals induces & pitrosathvetomidative
stess faf may resull m DMA damage, moresse of Bpld
peroxidation ard iImpaired anboxidant defenses [71.72]-

nieresdngly, we revealed thalt GA and LFZ2 administraton
Increassd TRE-a and IL-1p bewels a5 well as increassd Ipid
peroaidation and Impalred anboxidant deferses B the
hippocampus of rat pups. Riegarding e anbovdant deferses,
the: comcentrations of G3H, which s the major bmin
antowidant, were reduced i the hippocampus of the aniails
that recsivesd G&% and LFS. Conslderimg that G3H Is an
effectve scavenger of free adicals [55] and that a disrupbion of
SEH sysiem homeosiasis by mewoinfammabon [ET] may
resull In cxidafive oy In sensitzed neumons [B5,70], educed
SEH lewels In hippocampus caussd by GA amd LPS
adminisira@on may b= at l=ast in part involved in the memony
deficit ohsened in fese af pups. Futhermors, GA and LPS
decreased CAT and 300 aciviies In B hippocampus (Fligare
B0, suggesting o the reduction of AT and 300 actviles
did not presand a compensaiory mechanism in resporse @ the
Increassd formation of reactve species. Infact, oxldaiive siress
accompanies inflammaiony processes [73] and patienis with
SA- frequently develop cogritive damage during and afer
imfeciions assocabed with iRffammabon and Wi & pobendal
ncrease of tssue concentabons of GA [E2,74]. Also, reactee
astoglicsls, a characeristic fealure of mewoinfammabon, s
often found in brain GA-1 patients. [B0-53].

Corsldering that GA, nfammabory medators: and oxidative
damage hawe bean iImplcaied s negative modulstors of Nas,
K*-ATPas= [5,20,75-77], which ks e major deferminant of
sodium concentabon and celulyr exchablEy, we invesigated
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Effert of M-Acetyicysizine In Memory Impairment

B8 S5H
¥Hi=
=ama
i 3,
LPE
g B G+ LB
WS
i
E
SaL HAC
D
SO0 Sty

linln

SG0 ALy T POl

Flgurs 8. Effeot of sarly pocimatal ohromlo G&, NAC ard LF 3 admindciration on MPE2H condeni, 92H level, CAT and 20D
modtvitias. MAC prevensed the decrease of antioyidant defenzses inducesd by GA and LPS."P < 0001 mompared with saine regi=d
group and "F< 0,001 comparsd with respectve contnal group (Duncan's muliple comparisons best). Doata are presented &5 means

B.E.M. Torn = 7 In =ach growp.
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o= medlabors could after the enryme activiEy. I fact, studies
showed that proinfammalory cyiokimess such == IL-IE and
reaciive cpeces have been shown o decrexse the sxpression
of Ny, K*-ATPass during severne experimental sepsks: [FEL

in our inesfigabon it owas mieresting o eam that besides
LFS amd GA hawve moressed oxidatve and infSammabory
reariers, thess compourds inhibBed markedly Na*, K-ATFase
actvity sugpestng the participabon of Fils eneyrme In spatisl
memory diefict In this addemla mods]. These resuils are in
aocordance wil Uu and colleagues [[9] that showed an
inhbibon of the addvEy of His eneyrme by LPE. In addBon,
Lima ef al [B0] showsd that in shuations which caus= brain
fismrmaafion and ovidathve stress such as Tfaumatc brain
Ny, S Inhbdion My, K-ATPase adivEy oOocurs
oonoomitanty o & copnEve Imparment. Some shudes R
aifsn shown that the inbibfion of Ma™, K -ATFase acivEy
Induce=s. spabal l=aming deficits [80,81] and Impars ret=nbon of
an infibliory avoldamce sk In rals [B3]. In fack, Nas, K~
ATFase acthity can b= inhibBed by S direct amd imdinect
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action of LF3 [9,83 54], & well a5 by GA and LF3-nduced
fre= radical and Iinflammaiory medisior gensmbon [B586].
Thius, B is plassbie o propose that some of e meschankems
may result in the Ha®, K-ATPaxse inhibBon amd conirbate with
memory Impairment obrserved Inthis shedy.

Although 'we hayve shown that GA and LF3 fadiisie the
memory d=Ack, in e present study we did meod fird champes in
the dorsal hippocampal woblame afier G4, LF3 or GAILLPS
adminisirafon (Figures B amd 9 Thess mesuls agres with
studies. that show the &% pabents devsiop mainly bilai=ral
siriaial degenermadon, but mof In hippocampas, during calabolic
or Infectious events observed I neumcadiclogical imaging
[EZ2,B7=9]. In fact, Olveira-Eravo =t al. [[7,50] showed that a
single intraceErebroveniricular doss of GA Induced degensrabon
mainky In the sriafem Furfermonre, Wikch =t al. [91] showed
that only 3-0H-glutaric, but not G4 and giutaconic ackd induce=d
neurcdepeneabdon m oorbicostiatal and hippocympal slce
culures fom rat brain. Thus, Bis esull reveals that SA did not
Induce reduction of hippscampal vwolume, suggestng ot the
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Effect of M-Acetyicysieine in Memory Impairment
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Figurs 7. MAC prevenisd the daorssces of ol cubunl aotheity of Ma* F-ATPaxs snrpmae. E=act of sary posnatal coronkc GA,
NAC and LPS adminisiration on Na* K-ATFase ol acivEy (Al on a1 subunit sctivity of Nae K-ATPas= sngyme (3]; and on o3
subunk activity of Na™ K™-ATPase snzyme (), on T second day of Bames maee."F < 0.000 compared with saline fraded group
ard "F= 0.001 comparsd wih respective confrol group (2iudeni—Seaman—euls st Dats anre pressniesd as mears = 2.E.M. forn

= 7-5 Ini =mch group.
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mesrmory deficlht in af pups was not due o Bssue l=slon in this
G4 model.

Sno: we observed @ Increase of nfammabry  and
omidafve marker leveds In e hippocampus of rat pups a%er the
S8 and LFE administrafion, we decided o i=st whether the
chronic co-freatment with NAC, an apeni wih anboxddant and
anf-nflammaiory poperies, coud profect e aBerators
Induced by GA amd LP3. In fac, the resulls preseniesd in this
report showed Bai MAC supplementaton was effeciwe In
prevendng the decreased cognithe deficit as well =35 the
increase of inflassaiory and oddabive mediabiors  levels
Induced by GA and LPE In il pups. The suppiementaion of
Wis compoursd Ak projecied agaikst B Nat K-ATFase
vty Inhibdbon (ol and af subunE]l.

12

Fecent shudies Riave shoen that oylobines Fove poieriisl o
alter the redox eguilbrium, thereby a®ectng SEHGIIG
shuiling amd recyding [E7]. For ssamples, afber H:O5 oor
amyicid-J Inracerstral InjecSon in rat brain, twas obsened an
aszociafon beteesn pid pemxidsdon and the levels of
cyfiokines In addiion fo a sipnficant verse oomelabon
between gutathione peroxidase activity amd ipid perosdabion
leveds [98,59]. in this: lme of wiew, we showed that the reatment
of rat primary asrocytes Wil THF-a or IL-10 k=ads o marked
alterabon in oslular redoy (decreases 0 niacsiar GSH)L On
the other hand, pretrestment of asocybes wih BSCS, an
anboxidant and =®cleni thiol source for gutathione, prewents
cyiokime-mduced decrease i GEH [100,101]. In fack, our
Andiregs showed that MAC supplementation decressed cyokine
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= 3.EM. for m = 5-E In =ach group. Mo significant diferences befwesen groups wene debecied,

ok 11 137 fzarnul e OCTE1IT GO

jevels and THARS production as well 2 increased GEH
oomtent amd mproved memany deficit induced by GA and LFS.
Accordimgly, phiaflons prevenbssd MNa© E-ATFase adivEy
Inhbibon GA-mduced In neuronal cubares [SZ]. Thes:s dabk
suggest that inflammaiory svents and cxldathe shess ooowr in
& synchronizssd manner by changing the redox esrironment,
amd T compounds with antnfammabory and anboxidant
propeties could B wsed a3 aduvant Terapy i some
meurndegensmbve dsonders.

Thus, & cwrenty meporied Increase n GA-nduced spatial
memory deficht by P2 not only supports the ldes that
Ifisreraiory medabors, such as IL-10 fadliabes the cognithe
Imparment, but aiso adds pharmacoiogic evidenoe io e Sact
i Infecfions and oxidative damage precipiabe metabolic
oises amd worsen reurciogic status of paSents with S8
Furthemmore, the Ha®, K-ATFPase acihdty Inhibbion ako plays
an imporiant mile for e coprithve impairment obsereed I this
work. Taken ogether, &l sxperimental Sndings sugpest that
oaidafive ciress GA and LPE-induced impairs: the Infrinsic o=l

14

pobenbal, leading o proinfiareaiory signaks and creating a
vickows ciroe betaeen oxidabive shress amd mewroinffammabion
causing a regadve modulsion in Hac, K-ATPans schvity that
wxs responshes b NAC supplemmentation. Therefore, T othe
effects deteced in Shis study also oocur In pafients with GA-1, |
Is f=mpling o proposs that they may contribube, at l=ass n part,
o the mewroicgical dysfumction found I GaH, and that the
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Figure 8. Digitized Imagec of corcal hippoocampuc
chowing cimilaritiec In the volume of thic region between
the different experimental groupe. 3Ichematic drawing
cbtained from Faxinos and Watzon's ASas.

dob 10 1371 §oamel pone O0TE332 9008

administration of NAC could represent a compiementary

therapy together with Lys dietary restriction and L-camiine
supplementaion in the teatment of chidren wih ghtaric
acigemia.
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3. DISCUSSAO

A acidemia glutarica do tipo | € um erro inato do metabolismo
caracterizado bioguimicamente pelo acimulo de AG e 3-OH-AG nos liquidos
biolégicos e tecidos corporais dos pacientes afetados (GOODMAN et al., 1977;
GOODMAN e FREMAN, 2001; STRAUSS e MORTON, 2003; STRAUSS et al.,
2003). O acumulo desses acidos tem sido considerado o responsavel pelas
alteracdes neuroldgicas descritas na doenca, as quais aparecem nos periodos
iniciais do desenvolvimento cerebral, e geralmente apds crises de
descompensacdo metabdlica, vacinacfes rotineiras ou quadros infecciosos
(GOODMAN e FRERMAN, 2001). Aproximadamente 90% das criancas
afetadas desenvolvem graves sintomas clinicos antes dos 36 meses de idade,
e a ocorréncia de crises encefalopéticas, as quais levam ao inicio dos
sintomas, ndo tem sido reportadas apds os 5 anos de vida (HOFFMANN et al.,
1996; BJUGSTAD et al., 2000; KOLKER et al., 2006). Dentre as altera¢des
neurolégicas apresentadas pelos pacientes com AG-l, pode-se citar o déficit
cognitivo (PATIL et al., 2004; KOLKER et al., 2006; BONEH et al., 2008;
BEAUCHAMP et al., 2009). Embora os distirbios neurologicos sejam
prevalentes na AG-l, pouco €& conhecido sobre o0 mecanismo pelo qual o
acumulo dos acidos organicos causam essas alteracfes apds processos
infecciosos.

Os tratamentos atuais utilizados na terapéutica da AG-I ndo séao
completamente eficazes na prevencdo das manifestacbes clinicas
apresentadas pelos pacientes, sendo assim, torna-se necessario a pesquisa de
Nnovos compostos que possam auxiliar no tratamento desta acidemia. Nesse
contexto, a administracdo de NAC, um composto com acdo antioxidante e
antiinflamatéria, tem se mostrado eficiente na prevencdo do prejuizo da
memoria em ratos (LANTE et al., 2008; GONCALVES et al., 2010) e em
camundongos (FARR et al., 2003), além de ter apresentado efeitos positivos no
tratamento de disturbios neuropsiquiatricos em humanos (BERK et al., 2013).
Conforme esses achados, a NAC seria um promissor candidato para ser
testado como tratamento para varias doencas, principalmente aquelas que
envolvessem na sua fisiopatologia, o estresse oxidativo e a fatores

infalamtorios.
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Os resultados do presente estudo mostram, pela primeira vez, que o
déficit de memoria espacial, induzido pela administracdo crbénica de AG, foi
potencializado pelo LPS, sugerindo o envolvimento do processo inflamatoério na
disfuncé&o neurologica observada na AG-I. Entretanto, o tratamento com AG e
LPS ndo causaram alteragcdo morfolégica do hipocampo dorsal nos animais
(Figuras 8 e 9). Dados adicionais mostram que, embora o LPS tenha facilitado
o déficit cognitivo, a administracdo de NAC preveniu a piora da memadria e 0
aumento dos niveis de citocinas induzidas pelo AG e LPS. Também foi
observado que a NAC protegeu do aumento dos niveis dos marcadores
oxidativos e da inibicdo da atividade da Na*,K*-ATPase induzida por AG e LPS
no hipocampo dos animais.

Além disso, observamos que nenhum dos tratamentos apresentou efeito
no peso corporal, ou seja, ndo causaram desnutricdo nos ratos jovens (Figura
1). Isto é importante, uma vez que animais desnutridos podem apresentar um
comportamento diferente em testes neurocomportamentais (DAVIS; SQUIRE,
1984; SEMINOTTI et al., 2012). Logo, as alteracdes no teste do labirinto de
Barnes, observadas nos animais tratados com AG, LPS ou NAC, ndo foram
devido a este efeito nutricional. Da mesma forma, o desempenho dos animais
no teste de ansiedade (Tabela 1) e no teste de locomocéao e exploracéo (Figura
2) nao foram alterados por nenhum dos tratamentos.

Em relacdo a avaliagdo da memoria espacial, mostramos, pela primeira
vez, que o LPS potencializou o déficit de memdria induzido pelo AG neste
modelo de acidemia. Estes dados sugerem que a potencializacdo do déficit de
memoria causado pelo insulto inflamatério, pode estar relacionado com as
alteracdes cognitivas apresentadas por pacientes com AG-I (PATIL et al., 2004;
BONEH et al.,, 2008; BEAUCHAMP et al.,, 2009). De fato, outros estudos
também mostraram a relacdo de eventos infecciosos no periodo neonatal com
a ocorréncia do déficit cognitivo em humanos e em modelos experimentais
(BILBO et al.,2005; IKEDA et al., 2005; FAN et al., 2008). Além disso, estudos
sugerem a associacdo de disfungcbes cognitivas em humanos com elevados
niveis de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-18 e TNF-a (GRIFFIN et al.,
1989, 1994; PERELLA et al., 1992; CASADESUS et al., 2007).

Dessa forma, neste trabalho, foi avaliado os niveis dessas citocinas ap6s

a administracdo de AG e LPS. Foi observado que a administracdo desses
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compostos induziram a um aumento nos niveis de IL-13 e TNF-a no hipocampo
dos animais (Figura 4), sugerindo que o AG e o LPS podem gerar um processo
inflamatorio no SNC e contribuir para o déficit cognitivo observado nos teste do
labirinto de Barnes (Figura 3).

Dados na literatura mostram que as citocinas, tanto IL-13 quanto TNF-q,
sdo primeiramente sintetizadas e liberadas pelas células gliais, as quais podem
ser ativadas pelo trauma ou infeccdo (BLOCK; HONG, 2007). Uma vez que a
ativacdo da microglia produz mediadores inflamatoérios (QIN et al., 2007), e que
a exposicao ao AG e o LPS ativam células gliais e microglia, respectivamente
(OLIVERA-BRAVO et al.,, 2011), sugerimos que o aumento de citocinas no
hipocampo induzido pelo AG pode ser devido a ativacdo glial e que o LPS
potencializou esse efeito.

Apesar do hipocampo requerer niveis basais de sinalizacdo autoimune
para seu desenvolvimento e funcionamento normal, até mesmo na
aprendizagem e memoria, na LTP e na neurogénese (WILLIAMSON e BILBO,
2013), estudos mostram que um grande numero de doencas demenciais em
humanos est4 associada com elevados ndmeros de moléculas inflamatorias,
como IL-18 e TNF-a (GRIFFIN et al., 1989, 1994; PERELLA et al., 1992;
CASADEUS et al.,, 2007). Parametros neuroquimicos e de aprendizagem
envolvidos na memoaria sdo sensiveis a moléculas imunoativas, da mesma
forma que o hipocampo também € sensivel a essas mesmas moléculas. Neste
sentido, estudos indicam que a funcdo cognitiva é interrompida por inflamacéao
a nivel cerebral (LYNCH, 2004) e que, elevados niveis de TNF-a podem
resultar na supressdo da LTP no hipocampo (CUNNINGHAM et al., 1996;
BUTLER et al., 2004). Sendo assim, as citocinas inflamatérias podem
influenciar varios componentes celulares no cérebro e podem ter um papel
importante nos efeitos prejudiciais sobre o funcionamento da memoéria e
plasticidade sinaptica (NGUYEN et al., 1998).

Sabe-se também que insultos patoldgicos, como a isquemia ou acumulo
de agregados proteicos além de induzirem a uma neuroinflamacéo, geram uma
aumento no estresse oxidativo de uma maneira persistente (CORRAL et al.,
2010), quebrando a homeostase do organismo e contribuindo para o
aparecimento de doencgas. De fato, disturbios do desenvolvimento, como

autismo, assim como disfun¢gdes mentais, entre elas, as deméncias, estdo
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associadas com a neuroinflamacdo e a geracdo de espécies reativas
(SERRANO; KLANN, 2004; Da C. FERREIRA et al., 2008; DENG et al., 2012).

Dessa forma, desde que o AG e o LPS induzem a producéo de radicais
livres e citocinas, decidiu-se investigar o envolvimento de biomarcadores
oxidativos no déficit cognitivo induzido pela administracdo de AG e LPS.
Mostramos que 0 AG e o LPS induziram um aumento na peroxidacgéao lipidica
(Figura 5) e diminuicdo das defesas antioxidantes (Figura 6) como a glutationa
reduzida, grupos tidis, assim como, a atividade das enzimas superoxido
dismutase e catalase. Como a GSH é um dos mais importantes antioxidantes
do cérebro, sendo um efetivo neutralizador de radicais livres e protetor dos
grupos tidis (DRINGEN et al., 1999), e seus niveis estiveram reduzidos no
hipocampo dos animais que receberam AG e LPS, podemos concluir que os
niveis de GSH reduzidos no hipocampo, podem estar, em parte, envolvidos no
déficit de memoria observado nos animais. Em adi¢do, como o AG e LPS
também diminuiram a atividade da CAT e da SOD no hipocampo, sugere-se
gue a reducédo da atividade dessas enzimas ndo apresentaram um mecanismo
compensatorio em resposta ao aumento da formacdo de espécies reativas.
Apesar do estresse oxidativo modular a plasticidade sinaptica, agindo como
mensageiros celulares durante a LTP, o seu aumento gera efeitos negativos na
formacdo da memdria (SERRANO; KLANN, 2004) e esta associado com a
presenca do processo inflamatério (FAROOQUI; FAROOQUI, 2011). Como os
pacientes com AG-l, frequentemente, desenvolvem déficit cognitivo durante e
depois de infeccbes, (SAUER et al., 2006; Da C FERREIRA et al., 2008) e a
injecdo de AG induz ao aumento do estresse oxidativo, podemos sugerir que
as alteracdes vistas até o momento, neste trabalho, estdo correlacionadas, e
justificam em parte, os resultados.

Sabendo que o AG, os mediadores inflamatérios e o dano oxidativo tém
sido implicados como moduladores negativos da Na' K'-ATPase
(KREYDIYYEH; AL-SADI, 2004; KREYDIYYEH et al., 2004; FIGHERA et al.,
2006; MAGNI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009), foi investigada a
participacédo desta enzima no dano cognitivo. A administracao de AG e de LPS
inibiram a atividade da Na*,K*-ATPase, sugerindo o seu envolvimento no déficit

de memoaria observado neste modelo de acidemia.
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De fato, estudos mostram que as citocinas pré-inflamatérias, como IL-1p3,
e espécies reativas diminuem a expressdo da Na',K'-ATPase durante
episodios de sepse em modelos experimentais (SCHIMIDT et al., 2007). Além
disso, Lima e colaboradores (2008) mostraram que situacdes que causam
inflamacéo cerebral e estresse oxidativo, como o traumatismo cranioencefalico,
a inibicdo da Na*,K*-ATPase ocorre concomitantemente ao prejuizo cognitivo.

Entretanto, no presente estudo, ndo foi encontrada alteracdo de volume
no hipocampo dorsal apés a administracdo de AG e/ou LPS (Figuras 8 e 9).
Esses resultados estdo de acordo com estudos que mostram que pacientes
com AG-I desenvolvem principalmente degeneragdo estriatal, observada em
imagens neuroradiologicas (FUNK et al., 2005; KULKENS et al., 2005;
STRAUSS et al, 2007; HARTIN et al., 2009), mas ndo degeneracao
hipocampal, durante eventos catabolicos ou infecciosos. Experimentalmente,
Ulrich e colaboradores (1999) mostraram que somente 3- OH-AG, mas nédo AG
nem &cido glutacbnico, induziu neurodegeneracdo em cultura de fatias
corticoestriatais e hipocampais de cérebro de ratos. Além disso, Olivera-Bravo
e colaboradores (2011) mostraram que uma Unica dose intracerebroventricular
de AG induziu degeneracao principalmente no estriado.

Uma vez observado que a administracdo de AG e LPS induziu o
aumento nos niveis de marcadores inflamatérios e oxidativos no hipocampo
dos ratos jovens, decidimos testar se 0 co-tratamento crénico com NAC, um
agente com acao antioxidante e antiinflamatéria, poderia proteger das
alteracdes induzidas pelo AG e LPS. Os presentes resultados mostraram que a
suplementacdo com NAC foi eficaz na prevencdo do déficit cognitivo, bem
como no aumento dos niveis de citocinas e mediadores oxidativos induzidos
pelo AG e LPS em ratos jovens. Além disso, a NAC também protegeu contra a
inibicdo a atividade da Na',K'-ATPase (total e subunidade a1). Em acordo,
Kolker e colaboradores (2002) mostraram que o AG diminui a atividade da
Na’,K*-ATPase em cultura de neurdnios, e essa inibicdo foi prevenida pela
glutationa. Esses resultados estdo de acordo com a ideia de que as espécies
reativas e a neuroinflamacéo contribuem para o déficit cognitivo e alteracbes
neuroquimicas observadas nesse estudo (FIGHERA et al., 2006; YIRMIYA,;
GOSHEN, 2011; SEMINOTTI et al., 2012).
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Ent&o, considerando todos os dados encontrados neste trabalho, pode-
se sugerir que o estresse oxidativo induzido por AG e LPS prejudica o potencial
intrinseco da célula, levando a sinais pré-inflamatérios e criando um ciclo
Vicioso entre estresse oxidativo e neuroinflamacéo, causando uma modulacéo
negativa da atividade da Na*,K'-ATPase. Além disso, € plausivel propor que
essas alteracbes desempenham um papel importante na disfung@o neuroldgica
seguida da administracdo de AG e LPS, e assim contribuem para a
fisiopatologia do prejuizo cognitivo observado nos pacientes com AG-I,
particularmente durante crises encefalopaticas desencadeadas por infeccoes.
Como a suplementagcdo com a NAC foi capaz de prevenir o déficit cognitivo e
as alteracdes bioquimicas induzidas pelo AG e LPS, sugere-se que este
composto pode representar uma possivel terapia adjuvante no tratamento de
criancas com acidemia glutarica. Entretanto, estudos clinicos devem ser
conduzidos na tentativa de se compreender melhor a acdo a NAC nestes

pacientes.
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4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir

que:

a) O tratamento crénico com AG (5 umol/g; s.c.), bem como o tratamento
com LPS (2 mg/Kg; i.p.) causaram um déficit no aprendizado espacial
dos ratos jovens. A co-administracdo de AG e LPS causou um maior
prejuizo de memoria comparado com 0s outros tratamentos. No
entanto, o co-tratamento crénico com NAC (150mg/kg, i.g.) protegeu

do déficit de memoria espacial induzido pelo AG e LPS.

b) Nenhum dos tratamentos alterou o peso dos animais, sugerindo que
as alterac6es comportamentais e bioquimicas ndo ocorreram devido a

um quadro de desnutrigdo.

c) Nenhum dos tratamentos alterou a atividade locomotora ou

exploratdria, bem como a ansiedade dos animais.

d) Os tratamentos com AG (5 pmol/g; s.c.) e LPS (2 mg/Kg; i.p.)
induziram aumento nos niveis de TNF-a e IL-1f no hipocampo dos
animais. A co-administracdo de AG e LPS causou um maior aumento
nos niveis de IL-1B no hipocampo dos ratos jovens. Contudo, o0 co-
tratamento com NAC (150mg/kg, i.g.) protegeu do aumento nos niveis
das citocinas IL-13 e TNF-a.

e) Os tratamentos com AG e LPS induziram aumento no contetudo de
espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) no hipocampo dos
ratos jovens. Apesar disso, o co-tratamento com NAC protegeu desse

aumento.

f) Os tratamentos com AG e LPS causaram diminuicdo em marcadores

de defesa antioxidante: conteddo de grupos tidis nao proteicos
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(NPSH), conteudo de glutationa reduzida (GSH), atividade das
enzimas catalase (CAT) e superédxido dismutase (SOD) no hipocampo
dos animais. Mas o co-tratamento com a NAC também foi eficaz na

protecdo da diminuicdo desses marcadores.

g) Os tratamentos com AG e LPS causaram uma reducg&o na atividade
total e na subunidade a1 na enzima Na*,K*-ATPse no hipocampo dos
ratos jovens. No entanto, o co-tratamento com NAC protegeu dessa

reducao.

h) Nenhum dos tratamentos alterou o volume do hipocampo dorsal dos

animais.
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Figura 3. Representacdo esquematica da conclusdo da presente Dissertacao.
A administracdo de AG e/ou LPS induziu o estresse oxidativo e 0 aumento nos

niveis de citocinas pro-inflamatorias no hipocampo (1), estes eventos causaram
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uma modulagdo negativa na atividade da enzima Na', K'-ATPase (2). Em
conjunto, esses fatores repercutiram em um déficit de memoria (3). Apesar
disso, a suplementacdo com NAC preveniu essas alteracdes bioquimicas e,

consequentemente, o déficit de memoaria (4).
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