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RESUMO

AVALIACAO DA N-ACETILCISTEINA SOBRE OS PARAMETROS
COMPORTAMENTAIS E OXIDATIVOS FRENTE A ADMINISTRACAO A LONGO
PRAZO DE ASPARTAME

AUTORA: Caroline Azzolin Bressan
ORIENTADORA: Maria Amalia Pavanato

O aspartame ¢ um edulcorante sintético amplamente utilizado por individuos com dietas de
restri¢ao de sacarose, glicose ou frutose ou por aqueles que buscam a perda de peso. Muitos
estudos tém indicado que seu uso estd relacionado com alteragdes a nivel do sistema nervoso
central, bem como com a inducdo de estresse oxidativo. No entanto, os mecanismos
responsaveis para tais efeitos ndo estdo totalmente esclarecidos, bem como o potencial de
compostos antioxidantes, tais como a N-acetilcisteina, em amenizar esses danos. Assim, este
estudo avaliou os efeitos da N-acetilcisteina (NAC) (163 mg/kg, i.p.) sobre parametros
comportamentais e oxidativos frente a administracao a longo prazo (90 dias) de aspartame (80
mg/kg, v.0.) em regides cerebrais de camundongos. Para tanto, camundongos Swiss albinos
machos foram divididos em trés grupos: controle — receberam ambos veiculos, o do aspartame
e o da N-acetilcisteina; ASP — receberam o aspartame, e o veiculo da N-acetilcisteina; e ASP-
NAC - receberam ambos tratamentos, aspartame e N-acetilcisteina. O aspartame foi
administrado durante 90 dias, enquanto a NAC foi injetada apenas nos ultimos 30 dias. Na
ultima semana do periodo experimental, os animais tiveram seu comportamento avaliado
através do teste de campo aberto. Ao fim dos 90 dias, os animais foram anestesiados e
eutanasiados para a remocao do encéfalo e separacdo das seguintes regides: cortex cerebral,
hipocampo e cerebelo, nas quais foi realizada a pesquisa por biomarcadores de estresse
oxidativo e a expressdo génica da subunidade catalitica da glutamato cisteina ligase (Gclc), da
cistationina y-liase (Cth) e da tiorredoxina 1 (Trx1). Os resultados obtidos demonstraram que
os camundongos tratados com aspartame e NAC apresentaram uma diminui¢do no niimero de
crossings € um aumento no tempo gasto na area central em relagcdo aos animais do controle e
tratados somente com aspartame. Apesar de ndo ter alterado o sistema da tioredoxina, a
administracdo de aspartame causou uma severa deple¢do nos niveis de tiois ndo proteicos,
assim como na atividade da glutationa peroxidase. Ambas alteracdes foram restauradas pelo
tratamento com a NAC. O aspartame também desencadeou uma diminui¢do nos niveis de
mRNA da Gcle e da Cth e o tratamento com a NAC restaurou os niveis de Gelc. Conclui-se a
partir destes resultados que, apesar de nao ter alterado o sistema da tiorredoxina, o tratamento
com aspartame causou uma severa deplecdo dos niveis de GSH, o que pode ser devido a
diminui¢do dos niveis de mRNA da Gcelc e da Cth, demonstrando que o mecanismo de agdo
da toxicidade do aspartame estd mais relacionado ao sistema da GSH. Além disso, os
resultados sugerem um efeito ansiolitico da NAC em animais tratados com aspartame. A
NAC foi capaz de restaurar a maioria das alteragdes no sistema relacionado a GSH em
regides cerebrais apoOs a ingestao a longo prazo de aspartame.

Palavras-chave: Glutationa. Adogantes de baixa caloria. Tiorredoxina. Regides cerebrais



ABSTRACT

N-ACETYLCYSTEINE EVALUATION ON BEHAVIORAL AND OXIDATIVE
PARAMETERS FRONT LONG TERM ADMINISTRATION OF ASPARTAME

AUTHOR: Caroline Azzolin Bressan
ADVISOR: Maria Amalia Pavanato

Aspartame is a synthetic sweetener widely used by individuals with restriction diets of
sucrose, glucose or fructose or by those seeking wight loss. Several studies have indicated that
its use is related to changes in the central nervous system, as well as to the induction of
oxidative stress. However, the mechanisms responsible for such effects are not fully
understood, as well as the potential of antioxidant compounds, such as N-acetylcysteine, in
mitigating such damages. Thus, this study evaluated the effects of N-acetylcysteine (NAC)
(163 mg/kg, i.p) on behavioral and oxidative parameters against the long-term (90 days)
administration of aspartame (80 mg/kg, v.o0) in brain regions of mice. For this purpose, Swiss
albino male mice were divided in three groups: control — received both aspartame and N-
acetylcysteine vehicles; ASP — received aspartame, and the N-acetylcysteine vehicle; and
ASP-NAC - received both treatments, aspartame and N-acetylcysteine. Aspartame was
administered for 90 days, while NAC was injected only in the last 30 days. In the last week of
the experimental period, the animals had their behavior evaluated through the open field test.
At the end of the 90 days, the animals were anesthetized and euthanized for the removal of the
brain and separation of the following regions: cerebral cortex, hippocampus and cerebellum,
in which was held the research of the oxidative stress biomarkers and the gene expression of
catalytic subunit of glutamate cysteine ligase (Gclc), cystathionin y-lyase (Cth) and
thioredoxin 1 (Trx1). The results showed that the mice treated with aspartame and NAC
presented a decrease in the number of crossings and an increase in the time spent in the
central area in relation to the control animals and treated with aspartame alone. Although it
did not alter the thioredoxin system, the administration of aspartame caused severe depletion
in non-protein thiois (NPSH) levels as well as glutathione peroxidase (GPx) activity. Both
changes were restored by treatment with NAC. Aspartame also triggered a decrease in Gclc
and Cth mRNA levels. Treatment with NAC restored Gclc levels. It is concluded from these
results that, although it did not alter the thioredoxin system, treatment with aspartame caused
a severe depletion of NPSH levels, which may be due to the decrease in Gcle and Cth mRNA
levels, demonstrating that the mechanism of action of aspartame toxicity is more related to the
GSH system. In addition, the results suggest an anxiolytic effect of NAC in animals treated
with aspartame. NAC was able to restore most of the changes in the GSH-related system in
brain regions after long-term ingestion of aspartame.

Keywords: Glutathione. Low-calorie sweeteners. Tioredoxin. Brain regions.
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1 INTRODUCAO

Os produtos dietéticos estdo no mercado brasileiro ha mais de 40 anos, tendo sua
produgdo alavancada a partir de 1980. Em 1969, um decreto-lei, de numero 986, definiu
alimentos dietéticos como sendo aqueles elaborados para fins de regimes especiais e
destinado a ser ingerido por pessoas sas. Ja no ano de 1988, os edulcorantes que até entdo
eram registrados na Divisdo Nacional de Medicamentos, passaram a ser registrados na
Divisdao Nacional de Alimentos. A partir deste momento, a comercializacdo e a utilizagdo dos
edulcorantes tornaram-se mais amplas (VIGGIANO, 2003).

Todas essas mudangas no mercado de produtos dietéticos proporcionaram uma
melhora na qualidade de vida de individuos com dietas de restricdo de sacarose, glicose ou
frutose, como os portadores de diabetes mellitus, e por aqueles que buscam perda de peso,
possibilitando que desfrutem alimentos e bebidas saborosos e ainda, assim cumprir as
exigéncias quanto sua restri¢ao alimentar (BUTCHKO et al., 2002).

Atualmente, no Brasil, é permitido o uso de 15 aditivos edulcorantes em alimentos, de
origem natural e sintética (BRASIL, 2008). Entre os sintéticos estd o aspartame (ASP). O
ASP (L-aspartil-L-fenilalanina metil éster) foi descoberto acidentalmente em 1965, ¢ ¢ um
dos adocgantes artificiais de baixa caloria mais comumente utilizado, desde sua aprovagao pela
Food and Drug Administration (FDA) em 1981 (ABDEL-SALM et al., 2012; ASHOK et al.,
2015;). Ele ¢ metabolizado no intestino em fenilalanina (50%), acido aspartico (40%) e
metanol (10%) (HUMPHRIES et al., 2008). Extensas pesquisas farmacologicas e
toxicologicas em animais de laboratorio foram realizadas antes e apds sua aprovagao por
orgaos reguladores, e baseando-se nestes dados, foi estabelecida uma ingestdo diaria aceitavel
(IDA) de 40 mg/kg na Unido Europeia, enquanto que nos Estados Unidos foi adotada a IDA
de 50 mg/kg (BUTCHKO et al., 2002).

Embora a comercializacao do aspartame, como alimento, tenha sido aprovada, relatos
de casos de dores de cabega, tonturas, sintomas gastrointestinais, alteracdes de humor, reacdes
alérgicas e até mesmo alteragdes no ciclo menstrual vém sendo relacionados ao consumo de
aspartame (MASSACHUSETTS MEDICAL SOCIETY, 1984). Tais sintomas foram
associados aos potenciais efeitos da fenilalanina sobre as funcdes cerebrais, uma vez que esta
¢ precursora da familia das catecolaminas (dopamina, norepinefrina e epinefrina) (NELSON
E COX, 2010). Além disso, foi evidenciado que a fenilalanina, aspartato € o metanol podem

causar distarbios fisiolégicos (HUMPHRIES et al., 2008), resultando inclusive em alteragdes
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no sistema antioxidante, especialmente, em decorréncia da depleg¢do dos niveis de glutationa e
da atividade das enzimas dependentes dela, podendo ocasionar danos oxidativos (ABHILASH
et al.,, 2011; MOURAD, 2011; MOURAD E NOOR, 2011; RUIZ et al., 2008). O dano
oxidativo vem sendo associado de forma unanime tanto ao consumo agudo (ASHOK et al.,
2015) quanto ao consumo cronico de doses altas (ABHILASH et al., 2011; ABHILASH et al.,
2013; IYYSWAMY E RATHINASAMY, 2012; RUIZ et al., 2008), aceitaveis (ASHOK ¢
SHEELADEVI, 2014; FINAMOR et al., 2014, MOURAD, 2011; MOURAD e NOOR,
2011;) e até mesmo, baixas de aspartame (ABDEL-SALAM et al., 2012), estando também
relacionado a diversos outros distirbios, tais como convulsdes, doengas neurodegenerativas e
psiquiatricas, doengas hepaticas, entre outros (WU et al., 2004).

Tendo em vista que o consumo de aspartame causa estresse oxidativo, ¢ danos a
homeostase do organismo, torna-se evidente a necessidade de buscar compostos com
propriedades antioxidantes que possam compor terapias alternativas para melhorar esta
condi¢do. Neste contexto, destaca-se a N-acetilcisteina (NAC), a qual tem apresentado grande
potencial terapéutico e cuja administragdo aumenta o fornecimento de cisteina, eleva a sintese
de GSH e previne a deficiéncia da mesma em uma ampla diversidade de disturbios, tais como,
intoxicacdo por acetaminofeno, fibrose cistica, dano por isquemia-reperfusdo, esclerose
multipla, doenca de Parkinson e doenga de Alzheimer, entre outras (LASRAM et al., 2015;
RUSHWORTH e MEGSON, 2014; SAMUNI et al., 2013; SHAHRIPOUR et al., 2014).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da N-acetilcisteina sobre parametros comportamentais e oxidativos

em diferentes regides cerebrais de camundongos tratados com aspartame.

1.2.2 Objetivos especificos

= Verificar o perfil comportamental quanto a atividade locomotora e ansiedade através do
teste de campo aberto em camundongos dos grupos controle, ASP e ASP-NAC;

» Verificar o dano oxidativo através da determinagcdo do conteudo de hidroperdxidos
lipidicos (LOOH) em homogenatos de cortex e cerebelo de camundongos dos diferentes
grupos experimentais;

= Avaliar a atividade da glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), tiorredoxina
redutase (TrxR) e o contetido de tiois ndo proteicos (NPSH) em homogenatos de cortex e
cerebelo de camundongos dos diferentes grupos experimentais;

= Verificar a expressdo génica da subunidade catalitica da glutamato cisteina ligase (Gclc),
cistationina gamma-liase (Cth) e tiorredoxinal (Trxl) em homogenatos de cortex e

hipocampo de camundongos dos diferentes grupos experimentais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ADITIVOS ALIMENTARES: EDULCORANTES

Os aditivos alimentares sdo quaisquer ingredientes que s3o adicionados
intencionalmente aos alimentos, sem o proposito de nutrir, mas com o objetivo de modificar
as caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas ou sensoriais, durante todos os processos pelos
quais o alimento passa antes de chegar at¢ o consumidor, como por exemplo, antioxidantes,
corantes, aromatizantes, edulcorantes, reguladores de acidez, entre outros (BRASIL, 1997).
Para grande parte da populacdo que opta por consumir produtos processados, os aditivos
alimentares sdo componentes onipresentes, com o potencial de causar efeitos em sua saude. A
seguranca no uso de aditivos € primordial, e supde-se que antes de ser autorizado, um aditivo
deva passar por uma severa avalia¢ao toxicoldgica, em que se devem levar em consideragao
aspectos tais como, efeitos cumulativos, sinérgicos e de protecdo, decorrentes de seu uso
(BRASIL, 1997; MAHER e WURTMAN, 1987).

Os edulcorantes sdo substancias diferentes dos acticares que conferem sabor doce aos
alimentos (BRASIL, 1997). Em 1988, os edulcorantes passaram a ser considerados alimentos,
uma vez que até entdo eram considerados farmacos (BRASIL, 1988), possibilitando assim um
maior acesso a todos os tipos de publico. Atualmente, no Brasil, ¢ autorizada a utilizacdo de
15 tipos de edulcorantes em alimentos, sendo eles de origem natural, como o sorbitol, o
manitol, a taumarina, os glicosideos de esteviol, o xilitol, o eritrol, o maltitol, o isomaltitol € o
lactitol, e de origem sintética, como o acessulfame de potéssio, o aspartame, o ciclamato, a
sacarina, a sucralose e o neotame (BRASIL, 2008).

Esses edulcorantes podem ser classificados em nutritivos e nao nutritivos, dependendo
da quantidade de energia que fornecem. Os edulcorantes nutritivos, como o sorbitol e o
maltitol, contém carboidratos, fornecendo um sabor doce e uma fonte de energia, enquanto os
edulcorantes ndo nutritivos, como a taumarina e o aspartame, possuem o sabor doce
fornecendo pouca ou nenhuma energia. Esse fato faz com que os edulcorantes ndo nutritivos
também sejam denominados de “edulcorantes de alta intensidade”, pois sao capazes de adogar
com quantidades minimas, fornecendo quantidades de energia insignificantes (ACADEMY

OF NUTRITION AND DIETETICS, 2012).

2.1.1 Aspartame



17

O aspartame ¢ um dipeptideo (L-aspartil-L-fenilalanina metil éster) que possui um
grupo amino na posi¢ao a do carbono da ligagdo peptidica (a-aspartame), cuja capacidade de
adocar ¢ 200 vezes maior que a da sacarose, € sendo o seu isdmero, B-aspartame, ndo doce
(Figura 1) (EFSA, 2013; MAGNUSON et al., 2007). Seu contetido caloérico ¢ semelhante ao
da sacarose (aproximadamente 4 kcal/g), porém em funcdo de sua capacidade de adogar, as
quantidades de energia ganhas no consumo sao quase nulas (MAGNUSON et al., 2016).

O aspartame ¢ um dos adocantes mais utilizados ao redor do mundo, estando presente
na forma de adocante de topo de mesa ou em sobremesas, refrigerantes, gomas de mascar e
até mesmo em mais de 600 produtos farmacéuticos (CHOUDHARY e PRETORIUS, 2017).
Apesar da grande quantidade de produtos contendo aspartame, a média de consumo mesmo
para aqueles que consomem muito, ainda permanece abaixo dos valores de IDA
recomendados pelos orgdos reguladores. A ingestdo didria aceitavel de 40 mg/kg foi
estabelecida pelo Joint Food and Agriculture Organization of United Nations/World Health
Organization Expert Committee on Food Additives (JECFA), enquanto a IDA de 50 mg/kg foi
estabelecida pela FDA, porém as doses médias de consumo real foram estimadas para serem
entre 1,3 a 5,3 mg/kg/dia (EFSA, 2013) na Europa e 4,9 mg/kg/dia nos Estados Unidos
(MAGNUSON et al., 2007). Dentre os individuos que mais consomem aspartame, estas
médias podem chegar a 15,6 mg/kg/dia (EFSA, 2013), porém mesmo para estes individuos, o
consumo permanece abaixo dos 50% das IDAs.

Ap0s ingestdo, o aspartame ¢ rapidamente metabolizado por esterases e peptidases do
trato gastrointestinal em fenilalanina (50%), acido aspartico (40%) e metanol (10%), fazendo
com que as quantidades de aspartame intacto que entram na corrente sanguinea sejam

indetectaveis (EFSA, 2013).

Figura 1 — Molécula do a-aspartame.

@) OCH3

Iz

OH NH, 0

Fonte: Adaptado de EFSA, 2013.
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A fenilalanina é um aminoacido essencial, que pode seguir duas vias de absor¢do no
organismo. Uma parte da fenilalanina é convertida em tirosina no figado pela fenilalanina
hidroxilase; e a outra parte ¢ transportada através da barreira hematoencefalica ligada a um
transportador de aminoacidos neutros grandes (NAAT) (HUMPHRIES et al., 2008). Tanto a
fenilalanina quanto a tirosina sdo constituintes normais do plasma, e tem sua conversao cinco
vezes mais rapida em roedores do que em humanos (FERNSTROM et al., 1989), e por isso a
maior parte da fenilalanina adquirida pela dieta passa para a circulacao sist€émica inalterada
em humanos.

Embora a comercializagdo do aspartame tenha sido aprovada, ele tem sido associado
em inumeros relatos de casos de dores de cabeca, tonturas e alteragdes de humor
(MASSACHUSETTS MEDICAL SOCIETY, 1984), os quais vém sendo relacionados aos
potenciais efeitos da fenilalanina sobre as fungdes cerebrais. Se uma alta concentragao de
aspartame ¢ consumida através da dieta, cerca de 50% da quebra da molécula sera
fenilalanina. Apo6s sua conversdo parcial em tirosina, esta poderd ser transportada através da
barreira hematoencefalica, onde serd convertida pela tirosina hidroxilase em
dihidrofenilalanina (DOPA) com a ajuda de co-fatores de oxigénio, ferro e
tetrahidrobiopterina (THB) (HUMPHRIES et al., 2008).

A dopamina ¢ formada a partir da DOPA, e uma vez que altas concentracdes de
dopamina inibem a tirosina hidroxilase, por meio de sua influéncia sobre o co-fator THB
(feedback negativo), ha uma interferéncia no sistema que controla a producao de dopamina.
Por outro lado, grandes quantidades de fenilalanina competirdo com a tirosina pelo NAAT,
resultando em uma producdo de dopamina prejudicada, ja que a fenilalanina possui maior
afinidade pelo transportador quando em altas concentracdes. Além disso, a produgdo de
serotonina (5-HT) também pode ser afetada pelas altas concentragdes de fenilalanina, uma vez
que o triptofano utilizado na sintese de 5-HT também ¢ transportado pelo NAAT
(HUMPHRIES et al., 2008). No entanto, ndo se ¢ observado na literatura um padrao
consistente a respeito dos efeitos adversos do aspartame sobre a neuroquimica do cérebro. Por
exemplo, Coulombe e Sharma (1986) demonstraram que os niveis de catecolaminas,
principalmente, dopamina e norepinefrina, estavam aumentados no hipotilamo de
camundongos ap6s a administracdo de aspartame nas doses de 130 e 650 mg/kg; enquanto
Fernstrom et al. (1983) demonstrou que ap6s uma dose de 200 mg/kg, a razdo de formagao da
dopamina e norepinefrina de ratos sofreu minimos efeitos.

O metabolito acido aspartico do aspartame ¢ um aminoacido excitatdrio, cujo

metabolismo ¢ similar ao do adquirido através da dieta, ou seja, convertido a L-lisina e L-
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metionina pela enzima hepatica aspartato quinase. Altas concentragdes deste metabdlito
também podem ser transportadas através da barreira hematoencefalica e se ligar ao receptor
N-metil-D-aspartato (NMDA) ou outros sitios de ligacao do glutamato, causando influxo de
Ca”" para dentro das células (MAGNUSON et a., 2017). Assim como o glutamato, seu
semelhante em estrutura, o aspartato ¢ capaz de induzir necrose neuronal em camundongos
recém-nascidos (DAABEES et al., 1985). Um estudo conduzido por Reynolds e
colaboradores (1976) demonstrou que a administragcao de aspartame nas doses de 1000 a 2500
mg/kg a camundongos recém-nascidos também induziu necrose neuronal hipotalamica,
possivelmente, estando relacionado as altas concentragdes de aspartato presentes no plasma
destes animais.

Em relacdo ao metanol, diversos estudos tém demonstrado sua toxicidade tanto em
humanos quanto em modelos animais, principalmente nas células hepaticas, onde ¢ convertido
a formaldeido, e em seguida a formato (SKRZYDLEWSKA, 2003; TEPHLY, 1991), havendo
diferengas entre o metabolismo do metanol em humanos ¢ roedores. Em humanos, o metanol
¢ convertido a formaldeido pela enzima alcool desidrogenase, enquanto em roedores a
conversao se da via atividade peroxidativa da enzima catalase, a qual também possui
atividade antioxidante (BRADFORD et al., 1993; CEDERBAUM e¢ QURESHI, 1982). O
formaldeido ¢ rapidamente convertido em um metabolito altamente toxico, o formato, por um
mecanismo semelhante em ambas as espécies, através da enzima formaldeido desidrogenase
dependente de glutationa reduzida (ADH3) (HARRIS et al., 2004). O formato, por sua vez,
pode ser convertido a metabolitos ndo toxicos, como dioxido de carbono e agua, com a
participagdo de duas enzimas dependentes de tetrahidrofolato (H4 folato), a 10-formyl
sintetase e desidrogenase (SKRZYDLEWSKA, 2003).

Os primatas nao-humanos e os humanos sdo espécies mais vulneraveis a intoxicagao
por metanol, quando comparados aos roedores, uma vez que apresentam baixo teor hepatico
de folato (JOHLIN et al., 1987) e das enzimas necessdrias para o seu metabolismo, ¢ em
funcdo disso, metabolizam o formato duas vezes mais lentamente que os roedores
(McMARTIN et al., 1979). Dessa forma, o acimulo de formato tem sido considerado
responsavel pelo padrao de toxicidade por metanol (BUTCHKO et al., 2002).

Trocho e colaboradores (1988) sugeriram uma relagdo entre o consumo de aspartame e
riscos a saide humana, sendo que as fungdes celulares sdo afetadas mesmo quando em forma
assintomatica, e que houve acimulo de adutos de formaldeido formados em proteinas e acidos
nucleicos em diferentes tecidos de ratos. Além disso, ambos os metabolitos da oxidacao do

metanol se apresentam de forma a produzir um aumento na formagdo de espécies reativas de
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oxigénio (EROs), podendo levar a morte celular. Por outro lado, a intoxicagcdo por metanol
também reduz as defesas antioxidantes através da diminui¢do do contetido de glutationa
reduzida (GSH) e da atividade das enzimas relacionadas ao seu metabolismo, resultando em
uma condi¢do conhecida como estresse oxidativo (PARTHASARATHY et al., 2006; SAITO
et al,, 2005; SKRZYDLEWSKA et al., 1998; SKRZYDLEWSKA e FARBISZEWSKI,
1997).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os organismos vivos possuem sistemas regulados para manter os niveis dos oxidantes
muito baixos, ou seja, producao e eliminagdo equilibradas, resultando em um nivel de EROs
no estado estacionario. No entanto, em determinadas circunstancias, o equilibrio necessario
para manter o estado estacionario ¢ perturbado, e dentre as razdes para isso estdo: (i) aumento
dos niveis de compostos enddgenos e exdgenos que entram em auto-oxidacdo, juntamente
com a producao de EROs; (ii) esgotamento das reservas de antioxidantes de baixo peso
molecular; (iii) inativagdo das enzimas antioxidantes; (iv) diminui¢do na producao de enzimas
antioxidantes e dos antioxidantes ndo enzimaticos; (v) e certas combinagdes de dois ou mais
destes fatores, levando ao desenvolvimento de estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2014). O
estresse oxidativo ¢ uma perturbacdo no equilibrio entre a producdo de oxidantes e das
defesas antioxidantes em favor dos primeiros, levando a uma interrupgao na sinalizagao redox
ou danos moleculares (SIES, 2015).

As EROs estdo presentes em um estado estacionario, pois sdo formadas durante os
processos normais de oxidacdo bioldgica necessarios a vida, como na produgdo da adenosina
trifosfato (ATP), a qual ocorre no interior da mitocondria pelo processo de respiragdo celular
acoplada a fosforilagdo oxidativa. Durante esse processo, o O, € reduzido até H,O recebendo
quatro elétrons de uma so vez através da citocromo oxidase. Entretanto, em funcdo de sua
configuracdo eletronica, o O, possui uma forte tendéncia a receber um elétron de cada vez,
gerando compostos intermedidrios muito reativos. Dentre estes compostos intermediarios se
podem encontrar espécies radicalares, como o anion radical superoxido (O,7) e o radical
hidroxila (OH"), e espécies ndo radicalares, como o oxigénio singlete (‘O,) e o peroxido de
hidrogénio (H,0O,) (Figura 2) (LUSHCHAK, 2014).

O 0," é o primeiro intermediario formado pela redugdo parcial do O, através da
atividade enzimatica da xantina oxidase, NADPH oxidase ou mesmo pela quebra da cadeia

respiratéria, a partir da qual serdo, por reagdes sequenciais, formadas as demais EROs
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(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2008). O H,0O,, por sua vez, ¢ o segundo intermediario,
capaz de difundir-se facilmente entre as células, podendo inclusive gerar OH' em processos
catalisados na presen¢a de metais de transicdo (Reagdo de Fenton e Reacdo de Haber-Weiss).
Em condig¢des fisiologicas (1 — 10 nM), o H,O, ¢ considerado o principal metabolito na
deteccao, sinalizacdo e regulacdo redox, entretanto, quando em excesso (>100 nM), pode
levar ao dano as biomoléculas, a qual excede a capacidade celular de reparo (SIES, 2017).
Por fim, o OH" ¢ um dos oxidantes mais potentes do sistema bioldgico, a sua alta reatividade

faz com que este reaja imediatamente no local em que foi formado (DIPLOCK et al., 1998).

Figura 2 — Redugdo do oxigénio molecular a agua.

0,—— 0, 2} > H,0,——>HO" +HO
de [4H'
B e, H (H)
2H,0= _
H

Fonte: Adaptado de LUSHCHAK, 2014.

O potencial reativo destas espécies, como diz o proprio nome, faz com que, ao
interagir com biomoléculas, gere condigdes que variam desde o estresse oxidativo basal a
variantes mais excessivas e toxicas, como o estresse oxidativo de alta intensidade (SIES,
2015). Dentre os processos que desencadeiam quando em excesso, estdo a peroxidacao
lipidica das membranas, a qual leva a alteragdes na permeabilidade e fungdo secretora;
reacOes oxidativas em proteinas, as quais desencadeiam alteracdes dos grupos carbonila,
estados conformacionais e consequentemente no funcionamento das proteinas; e também o
ataque ao 4cido desoxirribonucleico (DNA), induzindo mutagdes ¢ a formacdo de 8-
hidroxideoxiguanosina (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2008).

A fim de neutralizar os pro-oxidantes ¢ manté-los em niveis fisioldgicos, os
organismos aerdbicos desenvolveram uma diversidade de defesas antioxidantes (SIES, 1991).
Um antioxidante ¢ definido como qualquer substdncia que, quando presente em baixas

concentracdes comparadas as do substrato oxidavel, retarda significativamente ou impede a
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oxidagdo daquele substrato. Os antioxidantes podem agir de trés formas: prevenindo a
formacdo de EROs, interceptando-as quando formadas, e/ou reparando os danos
macromoleculares. Os sistemas bioldgicos de defesa antioxidantes sdo compostos por
antioxidantes enzimaticos € ndo enzimaticos, que atuam em conjunto de forma a proteger as
células contra danos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2008).

O sistema antioxidante enzimatico ¢ composto, dentre outras enzimas, pela superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR),
glutationa S-transferase (GST), tiorredoxina (Trx) e tiorredoxina redutase (TrxR). A SOD ¢
responsavel pela dismuta¢do do O, em H,0,, o qual é convertido em O, ¢ 4gua pela agdo da
enzima CAT (PISOSCHI e POP, 2015). A GPx, por sua vez, catalisa a conversio de
hidroperédxidos organicos a produtos menos reativos, utilizando a GSH como substrato, além
de remover H,O, quando em concentragdes mais baixas. A glutationa oxidada (GSSG)
produzida nesse processo ¢ reciclada a GSH pela acdo da enzima GR, a qual ¢ uma enzima
dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) (TOWNSEND
et al., 2003). A GST constitui uma familia de enzimas de detoxificacao de fase II, que catalisa
a conjugacao de compostos eletrofilicos, como radicais livres e xenobidticos, com a GSH
(HABIG et al., 1974). A Trx, a TrxR e o NADPH formam um sistema que utiliza grupos tiois
para manter intracelularmente um estado redox redutor, atuando como antioxidantes e agentes
redutores na sinalizag¢do redox (LILLIG e HOLMGREN, 2007).

O sistema antioxidante ndo enzimdtico ¢ formado por antioxidantes lipossoluveis,
como, o a-tocoferol, assim como por hidrossoliveis, tais como o acido ascorbico e a GSH,
entre outros (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2008). O a-tocoferol ¢ um dos scavenger de
radicais mais importantes in vivo. Sua acdo antioxidante se da pela reacdo de transferéncia de
atomos de hidrogénio para os radicais livres, obtendo assim um produto ndo radical e um
radical, que podem reagir com outros radicais para gerar um produto estavel, atacar lipidios
ou reagir com um agente redutor para regenerar o a-tocoferol (NIKI, 2014). O 4&cido
ascorbico ¢ capaz de reagir diretamente com as EROs e varios produtos formados durante a
peroxidagao lipidica (NIKI,1991). A GSH, por sua vez, estd implicada em diversos processos
de detoxificacao e manutenc¢do do status redox (SIES, 1999).

Os sistemas da tiorredoxina e da glutationa desempenham um papel muito importante
no balango redox no cérebro, assim como papeis importantes em alguns processos celulares
basicos, como a sintese do DNA, maturagao proteica e sinalizacao celular (BENHAR et al.,

2016). Desta forma, quando se ¢ observada uma desregulacdo de um desses sistemas, esta
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desregulag¢do pode contribuir para o desenvolvimento de varias doengas, incluindo disturbios
psiquiatricos. Em alguns casos, ambos os sistemas se comunicam e servem de apoio um para
outro, uma vez que a GSH juntamente com a glutarredoxina 1 pode reduzir a Trx1 quando a
TrxR1 esta inibida (DU et al., 2012). Em situagdes como o consumo a longo prazo de
aspartame, o sistema da glutationa ¢ o principal afetado, porém nada se sabe ainda sobre os

efeitos do consumo de aspartame no sistema da tiorredoxina.

2.2.1 Sistema da Tioredoxina (Trx)

As tiorredoxinas sdo proteinas antioxidantes de baixo peso molecular (12 kDa),
altamente conservadas com um motivo Cys-Gly-Pro-Cys em seu sitio ativo, sendo os dois
residuos de cisteina importantes para a sua atividade e conformacao (LILLIG e HOLMGREN,
2007; MATSUZAWA, 2017). Na forma inativa ¢ oxidada da Trx, formam-se ligagcdes
dissulfeto entre as duas porcdes tio das cisteinas. A Trx oxidada ¢ transformada na forma
ativa e reduzida ao receber elétrons da NADPH na presenca da enzima TrxR. A Trx reduzida,
por sua vez, pode transferir equivalentes redutores para muitos substratos, tais como insulina,
fatores de coagulagdo, receptores de glicocorticoides, entre outros (KOHARYOVA e
KOLLAROVA, 2015).

Em células de mamiferos existem trés formas de Trx: a Trx1, que esta localizada no
citosol; a Trx2, que esta localizada nas mitocondrias e a Trx3, que € especifica dos testiculos.
Para cada uma destas existe uma forma correspondente da TrxR (REN et al., 2017).

As TrxR sdo flavoproteinas homodiméricas com peso molecular de aproximadamente
115 kDa. Em sua estrutura ha um residuo de selenocisteina, o qual é de extrema importancia
para que a TrxR exerca a sua atividade de redutase (REN et al., 2017). Além de sua atividade
como redutora da Trx, a TrxR também participa de processos de regeneragdao de algumas
moléculas antioxidantes, tais como o diidroascorbato (MAY et al., 1997; MAY et al., 1998) ¢
o acido lipoico (ARNER et al., 1996). O cérebro é mais suscetivel ao dano oxidativo
comparado aos demais orgdos, devido a sua alta demanda de oxigénio, altos niveis de ferro
encontrados em algumas regides e alto teor de acidos graxos insaturados, acompanhados de
baixa atividade de algumas enzimas antioxidantes, tais como a SOD, CAT e GPx (DRINGER
et al.,, 2000; SILVA-ADAYA et al., 2014). Tanto a Trx quanto a TrxR estdo amplamente
expressas em tecidos e 6rgaos, sendo sua distribuicao tecido e célula especificas, incluindo o
cérebro onde estas enzimas sao encontradas (ROZELL et al., 1985) A atividade da TrxR no

cérebro de ratos pode ser mantida em um determinado nivel sob condigdes severas de
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deficiéncia em selénio. O mesmo ndo ocorre com outras selenoproteinas, como a GPx, a qual
perde a maior parte de sua atividade, indicando que a TrxR ¢ de grande importancia para o

cérebro (LU et al., 2009).

2.2.2 Sistema antioxidante relacionado a GSH

Dentre os antioxidantes, a GSH ¢ um dos mais importantes quando se fala nos efeitos
em longo prazo do aspartame. A GSH ¢ um tripeptideo de baixo peso molecular, composto
pelos aminoacidos glutamato, cisteina e glicina. O grupo tiol presente nesta molécula faz com
que ela seja um potente agente redutor (TOWNSEND et al., 2003). A GSH ¢ o tiol de baixo
peso molecular mais abundante nas células, sendo sua maior parte presente no citosol (85-
90%) e o restante distribuido em organelas, incluindo a mitocondria, a matriz nuclear e os
peroxissomos (LU, 2009). Sua sintese ocorre em todos os tipos celulares a partir de duas
reagdes enzimaticas sequenciais. Na primeira reagdo, a enzima glutamato cisteina ligase
(GCL) utiliza os aminoacidos glutamato e cisteina como substratos para formar o dipeptideo
v-glutamilcisteina, e na segunda reagdo ocorre a insercado do aminoacido glicina, catalisada
pela enzima glutationa sintetase. Ambas reagdes ocorrem com gasto energético (ATP)
(GRIFFITH, 1999).

Em condig¢des fisioldgicas normais, a sintese de GSH serd determinada por dois
principais fatores: a atividade da GCL e a disponibilidade de cisteina. A enzima GCL ¢ um
heterodimero composto de uma subunidade catalitica (GCLc), a qual inclui o sitio ativo
responsavel pela unido do grupo amino da cisteina e o grupo y-carboxilico do glutamato, e
uma subunidade moduladora (GCLm), a qual ndo possui atividade enzimatica, mas possui
uma importante fungdo reguladora, aumentando a eficiéncia catalitica da GCLc (VULCANO,
2013). O aminoéacido cisteina, por sua vez, pode ser absorvido através da dieta, mas quando
insuficiente, estima-se que cerca de 50% da cisteina na producdo de GSH hepdtica seja
derivada da metionina via transsulfuragdo (PAJARES e PEREZ-SALA, 2018).

A via de transsulfuracao (figura 3) no cérebro até recentemente era considerada nao
funcional. No entanto, alguns estudos tem demonstrado o oposto. A via da transsulfuragcdo
funcionaria como capacidade reserva, onde forneceria cisteina para a sintese de GSH quando
o fornecimento proveniente do figado via transportador cistina-glutamato (x.’) fosse limitado
ou quando o estresse oxidativo demandasse uma sintese de GSH maior (KANDIL et al., 2010;
VITVITSKY et al., 2006). Além disso, Vitvitsky e colaboradores (2006) demonstraram

, . . . . 35 . ~ ,
através de ensaio com metionina radiomarcada (*°S) que houve incorpora¢do do atomo de
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enxofre na glutationa sintetizada em astrocitos, neuronios e cortes de cérebro, demonstrando a
existéncia de uma via da transsulfuragao completa e funcional.

Diwakar e Ravindranath (2007) também demonstraram uma deplecao de 38% nos niveis
de GSH (6 h ap6s a administragdo) em cérebro de camundongos tratados com o inibidor da
enzima cistationina y-liase (CTH), DL-propargilglicina, acompanhada de reducao de sua
atividade. O mesmo foi observado no estudo de Vitvisky e colaboradores (2006), fornecendo
assim mais uma evidéncia de que a via de transsulfuracido ndo s6 ¢ funcional no cérebro, mas

também tem importante participagao na sintese de GSH.

Figura 3 — Esquema da via da transsulfuracao e sintese da glutationa.

Homocisteina -
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— Via da transsulfuracao

CTH

— Cisteina —

Glutamato w GCL

v-glutamilcisteina

Sintese da glutationa —

Glicina
GS

Glutationa

Fonte: autoria propria
Legenda: CBS — cistationina B-sintase; CTH — cistationina y-liase; GCL — glutamato cisteina
ligase; GS — glutationa sintetase.

2.3 N-ACETILCISTEINA

O estresse oxidativo principalmente devido a deficiéncia de GSH, tem sido associado a
inumeros disturbios, tais como doengas neurodegenerativas e psiquiatricas, diabetes mellitus e

cancer (WU et al., 2004), sendo este fato a base para as terapias antioxidantes (SIES, 1999).



26

Estas terapias tém sido extensivamente estudadas a fim de que possam ser propostas como um
método para amenizar e conter os danos celulares causados pelo estresse oxidativo. Neste
contexto, diversos antioxidantes como o a-tocoferol, 4cido ascérbico e o acido lipoico t€m
sido utilizados, atingindo os mais variados graus de sucesso, no tratamento e prevencao de
doencgas associadas ao estresse oxidativo. Entretanto, mesmo que estes antioxidantes possam
atuar diretamente sobre as EROs, eles ndo sdo capazes de reestabelecer os niveis de cisteina
necessarios para a sintese e reposicao de glutationa reduzida (HALLIWELL, 1996). Para isso,
a N-acetilcisteina destaca-se entre os demais antioxidantes, uma vez que sua administracao
leva a um aumento no fornecimento de cisteina e sintese de GSH, conseguindo desta forma
prevenir a deficiéncia de GSH em uma grande diversidade de distirbios em humanos e
animais (RUSHWORTH E MEGSON, 2014; SAMUNI et al., 2013; SHAHRIPOUR et al.,
2014).

A N-acetilcisteina (Figura 4) ¢ um precursor acetilado do aminoacido cisteina, estando
farmaceuticamente disponivel nas formas intravenosa, oral e inalatéria. Ela ¢ utilizada na
pratica terapéutica a mais de 40 anos (LASRAM et al., 2015), primeiramente como agente
mucolitico em pacientes com fibrose cistica e posteriormente como antidoto para intoxicacao
por acetaminofeno (HUST et al., 1967). Diversos estudos vém demonstrando o carater
promissor da NAC, uma vez que ela apresenta uma diversidade de efeitos positivos
relacionados ao seu perfil “multi-alvo”, a qual apresenta propriedades antioxidantes e anti-
inflamatoria, agindo também sobre a neurotransmissdo glutamatérgica e dopaminérgica

(DEAN et al., 2011; SALEH, 2015).

A N-acetilcisteina sendo fonte de grupos sulfidril, estimula a atividade da glutationa S-
transferase e consequentemente promove a detoxificagdo e age como scavenger de radicais
livres devido a sua interagao direta com as EROs (DODD et al., 2008). Porém, sao necessarias
concentragdes dez vezes maiores desse antioxidante para exercer atividade equivalente 8 GSH
como scavenger de EROs (GIBSON et al. 2009). Portanto, ¢ provavel que a maioria dos
efeitos antioxidantes atribuidos a N-acetilcisteina seja devido ao aumento dos niveis
intracelulares de GSH (RUSHWORTH E MEGSON, 2014), uma vez que ¢ dificil discernir os
efeitos diretos exercidos pela N-acetilcisteina daqueles desempenhados pela GSH (SAMUNI
etal., 2013).

Apesar disso, estudos recentes t€ém indicado que a N-acetilcisteina pode aumentar a

resiliéncia ao estresse (MOCELIN et al., 2015) e agir com um ansiolitico (SANTOS et al.,
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2017). Do mesmo modo, a NAC foi capaz de aumentar a expressdo do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF, do inglés Brain-derived neurotrophic factor) no cortex de ratos e
reverter a atrofia induzida pela administragdo de aspartame. Este aumento na expressao do
BDNF, o qual ¢ importante para a protegao dos neuronios e para aprendizagem e memoria de
longo prazo, se deve aos efeitos anti-neuroinflamatério e neuroprotetor da NAC (SALEH,
2015). Sendo assim, a N-acetilcisteina com seu perfil “multi-alvo”, parece ser uma opcao
interessante a ser estudada, uma vez que sua administracao pode fornecer uma nova estratégia

terapéutica de neuroprotegao para as alteragdes causadas pela neurotoxicidade do aspartame.

Figura 4 — N-acetilcisteina, precursora de cisteina, aminoacido limitante na sintese da GSH.
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Fonte: Adaptada de LASRAM et al., 2015.
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Effects of N-acetylcysteine on behavior, thioredoxin and glutathione-related

antioxidant systems in brain regions of aspartame-treated mice

Objectives: Aspartame is one of the most popular sweeteners in the world. Several
studies have linked its use to a dysregulation of glutathione homeostasis in the brain,
making it more susceptible to oxidative stress. The aim of the present study was to
evaluate the effects of N-acetylcysteine (NAC) on mice behavior as well as on
thioredoxin and glutathione-related antioxidant systems in brain regions of aspartame-
treated mice.

Methods: Adult Swiss mice were treated with aspartame (80 mg/kg, v.o.) for 90 days,
and from day 60 to day 90, immediately after aspartame treatment, the mice received
NAC (163 mg/kg, i.p.). After the last doses, the animals were subject to the open-field
test. After it, they were anesthetized and euthanized for brain removal. The analyzes
were performed in cortex, cerebellum and hippocampus. Results: Mice treated with
aspartame plus NAC showed a decrease in the number of crossings and an increase the
percentage of time spent in the center in relation to both control and aspartame-treated
animals. Aspartame administration caused a severe depletion of non-protein thiols
levels, as well as glutathione peroxidase activity. Both changes were restored by NAC
treatment. Aspartame also triggered a decrease in the mRNA levels of catalytic subunit
of glutamate cysteine ligase (Gclc) and cystathionine gamma-lyase (Cth). NAC
treatment restored Gelec mRNA levels.

Conclusion: NAC treatment restored most of changes in glutathione-related system in
brain regions of mice after chronic intake of aspartame.

Keywords: N-acetylcysteine; aspartame; behavior; glutathione; thioredoxin;

cortex; cerebellum; hippocampus.

Introduction

Nowadays, with increasing rates of obesity and diabetes mellitus, low and no-calorie
sweeteners have attracted attention as alternatives to sucrose in calorie and sugar restriction
diets'. Aspartame (L-aspartyl-L-phenylalanine methyl ester) is one of the most widely used
low-calorie sweeteners in the world, being present in a range of products such as tabletop
sweeteners, beverages, desserts, chewing gums, and more than 600 pharmaceutical products®.
It is metabolized by esterases and peptidases in the gastrointestinal tract to phenylalanine

(50%), aspartic acid (40%) and methanol (10%)°. Although aspartame is approved by the
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FDA since 1981, its use is still controversial, since the aspartame has been associated with
neurological and behavioral symptoms such as a headache, dizziness, mood swings and even
convulsions, which are related to the effect of phenylalanine from aspartame on brain
functions®.

Several studies have shown the harmful effects of aspartame metabolites on the brain after
the consumption of this artificial sweetener’. The first two metabolites, phenylalanine, and
aspartic acid are amino acids that are captured through the blood-brain barrier and can trigger
important changes in monoamines levels and neuronal necrosis induced by excitotoxicity,
respectively6'7. Methanol, on the other hand, is metabolized into formaldehyde and formic
acid, which are extremely cytotoxic, and have been associated with severe depletion of
glutathione levels and altered activity of glutathione-related enzymes, resulting in a situation
known as oxidative stress® .

Indeed, a research from our group showed that oxidative stress in the whole brain is
associated with chronic aspartame intake'’. Our group also described that such consumption
causes glutathione depletion and significant changes in glutathione-related system'*'' by
blocking the trans-sulphuration pathway in two-steps: cystathionine gamma-lyase, and
methionine adenosyltransferases. It also decreases Geclc mRNA and protein levels in the liver.
This blockage results in a reduction in cysteine levels, which is a limiting precursor of
glutathione synthesis in the liver'!. However, the effects of the aspartame on thioredoxin-
related system are unknown. Such studies revealed that NAC restored glutathione levels,
glutathione-related enzymes and impairment of the trans-sulphuration pathway. Such effects
are also unknown in the different brain regions.

N-acetylcysteine (NAC) is an acetylated precursor of the amino acid L-cysteine. It is used
in the clinic as an antidote to acetaminophen poisoning and in the treatment of a wide range of
pathologies, such as cystic fibrosis, chronic obstructive pulmonary disease, diabetes mellitus,
HIV/AIDS and some psychiatric disorders'>. The diversity of beneficial effects described for
NAC to date is due to its “multi-target” profile. Several studies have demonstrated that NAC
is able to modulate the antioxidant, inflammatory, glutamatergic and neurotrophic pathways'*"
1. The antioxidant activity attributed to NAC is due to its ability to interact directly with
reactive oxygen species, acting as a scavenger; but its main role as a therapeutic antioxidant
stems from its role as a precursor of cysteine, the limiting amino acid of glutathione
synthesis'®. The aim of this study was to determine the effect of NAC on mice behavior,
thioredoxin and glutathione-related antioxidant system in brain regions of aspartame-treated

mice.



32

Material and Methods

Chemicals

All reagent-grade chemicals for oxidative parameters assays were obtained from Sigma-

Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

Animals

Male Swiss mice (30+6 g b.w.) were obtained from Central Animal Facility of Federal
University of Santa Maria (Brazil). The animals were kept in polypropylene cages with access
to water and standard rodent chow (Supra, Sao Leopoldo, Brazil) ad libitum. 1deal conditions
of temperature and humidity were maintained, as well as a light/dark cycle of 12 hours. The
study protocol was approved by the Ethics Committee on Animal Use of Federal University

of Santa Maria (#001/2015).

Experimental protocol

Mice (n=24) were randomly divided into three groups with eight animals each: control,
aspartame (ASP) and aspartame treated with NAC (ASP-NAC). The first group received
vehicle (0.9% NaCl) by gavage for 90 days, whereas the others groups received aspartame (80
mg/kg, 2.5 mL/kg, prepared in 0.9% NaCl solution). In the last 30 days of experimental
period, animals from ASP-NAC group immediately after administration of aspartame
received NAC (163 mg/kg, pH 6.8-7.2) intraperitoneally, whereas the others received vehicle.
All treatments were prepared daily before administration. During the last week of the
experimental period, the mice were subject to the open field test.

At the end of experimental period and three hours after the last treatment, mice were
anesthetized with isoflurane inhaled at 3% and euthanized by exsanguination and the cortex,

cerebellum and hippocampus were immediately dissected.
Behavioral test
The open field test was performed as described by Rubin et al. (2004)"". The latency to leave

the central area and to begin exploration of the open field was measured as an index of

anxiety-like behavior, as well as the time spent in the central areas. The numbers of crossings
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by the areas, as well the number of rearings were recorded for 10 minutes. All of these

parameters were used to assess spontaneous locomotor activity and anxiety-like behavior.

Assays

Determination of oxidative parameters

Frozen cortex and cerebellum samples were individually homogenized in 154 mmol L™ KCl
containing 1 mmol L phenylmethylsulfonyl fluoride and centrifuged at 700g for 10 min at
4°C to discard the nucleus and cell debris. The supernatant were frozen at -80°C to future
measurements.

Lipid peroxidation was determined at 560 nm, as the amount of lipid hydroperoxides
(LOOH), according the method of xylenol orange'®. Lipid hydroperoxides were expressed as
nmol mg protein”.

Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured using a reaction coupled with
GR, in presence of GSH and NADPH, as described by Flohé and Gunzler (1984)". GPx uses
NADPH as a cofactor in the reduction of #-butyl hydroperoxide, generating the oxidized
glutathione. The reduction of NADPH to NADP" results in a decrease in absorbance at 340
nm. GPx activity was expressed as pmol min™! mg protein'1 using €340= 6.22 mmol cm™,

Glutathione reductase (GR) activity was measured by the NADPH consumption ratio
at 340 nm using €34= 6.22 mmol cm™, as described by Carlberg and Mannervick (1985)%.
GR activity was expressed as nmol min"' mg protein™.

Thioredoxin reductase (Trx-R) activity was measured by the reduction of 5,5’-
dithiobis-(2-dinitrobenzoic acid) (DTNB) in the presence of NADPH, as described by
Holmgren and Bjdrnstedt (1995)*'. The reduction of DTNB to TNB results in an increase in
absorbance at 412 nm. Trx-R activity was expressed as nmol min"' mg protein™ using €41,=
13.6 x 10° mol™ em™.

Content of non-protein thiols (NPSH) are an indirect measure of GSH, where DTNB
forms a complex yellow colored with GSH, whose absorbance peak occurs at 412 nm
(Ellman, 1959)*. The content of non-protein thiols were expressed as nmol mg protein™
using €340= 6.22 mmol cm™,

Protein content of cortex and cerebellum was measured by the method of Lowry et al.
(1951)23 to normalize LOOH, GPx, GR, NPSH and TrxR, using bovive serum albumin as

standard.
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RNA isolation, Reverse Transcription and Real Time Quantitative Polymerase Chain

Reaction (qRT-PCR)

Total RNA from cortex and hippocampus was extracted using TRIzol® as per instructions of
manufacturer. Quantification of RNA was performed using a Nano-Drop spectrophotometer,
and the RNA purity was assessed by the 260/280 nm absorbance ratio (Thermo Scientific).
RNA was treated with 0.1U DNase Amplification Grade (Invitrogen) for 15 min at 27°C,
followed by DNase inactivation with 1ul of EDTA at 65°C for 10min. Double-stranded
complementary DNA (cDNA) was synthetized from 300 ng of total RNA with random
hexamer primers using iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad) according to the manufacturer’s
instructions. Quantitative polymerase chain reactions (qQRT-PCR) were conducted in a
CFX384 thermocycler (BioRad) using BRYT Green® dye and Taq DNA polymerase from
GoTaq® gqPCR Master Mix (Promega Corporation), with 12.5 ng of cDNA in 10ul. A
common thermal cycling program (standard two-step qRT-PCR with initial denaturation at
95°C for 3 minutes followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 10 seconds and
annealing/extension at 60°C for 1 minute) was used to amplify each transcript. Melting curve
analyses were performed to verify product identity. Primers were validated by standard curves
and the sequences are listed in Table 1. Reactions with a coefficient of determination (R2)
higher than 0.98 and efficiency between 85 to 110% were considered optimized. Samples
were run in duplicate and the results are expressed relative to Gapdh levels. Data were then
normalized to a calibrator sample using AACq method as previously described by Pfaffl

(2001)*,

Statistical analysis

Statistical analysis was performed in Statistica™ 7.0 software. Levene’s test was used to verify
the homogeneity of variances. When parametric, data were compared by one-way ANOVA
followed by Tukey-Kramer Multiple Comparisons test. When non-parametric, the data were
compared by Kruskal-Wallis ANOVA. Results are reported as mean + standard error of mean

(SEM) and differences were considered to be significant at P<0.05.

Results
Effect of NAC on spontaneous locomotor activity and anxiety-like behavior of aspartame-

treated mice
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No significant differences in latency to leave the center area and in the number of rearings
were observed in aspartame plus NAC treated mice. The animals treated with aspartame plus
NAC showed a decrease in the number of crossings and an increase in the percentage of time

spent in the center related to the control and ASP groups (P<0.05) (Table 2).

Effect of NAC on lipid peroxidation in brain of aspartame-treated mice

Lipid hydroperoxides content was unchanged across the different experimental groups in both

cortex and cerebellum (P<0.05). All data are shown in Table 3.

Effect of NAC on glutathione-related system in brain of aspartame-treated mice

Aspartame administration caused a decrease in GPx activity in the cortex (P= 0.000140 vs
control) and cerebellum (P= 0.016190 vs control) (Fig. 1A and Fig. 1D, respectively). NAC
treatment was able to restore its activity in both cortex (P= 0.000140 vs ASP) and cerebellum
(P=0.000426 vs control; P= 0.000140 vs ASP). GR activity was unchanged across the
different experimental groups in both cortex and cerebellum (P>0.05) (Fig. 1B and Fig. 1E,
respectively). Aspartame administration also led to a severe depletion in non-protein thiols in
cortex (P= 0.004994 vs control) and cerebellum (P= 0.004110 vs control) (Fig. 1C and Fig.
1F, respectively). NAC treatment restored such depletion in aspartame-treated mice, leading
to normal NPSH levels in both cortex (P= 0.004307 vs ASP) and cerebellum (P= 0.004849 vs
ASP).

Effect of NAC on thioredoxin-related system in brain of aspartame-treated mice

Trx-R activity was unchanged across the different experimental groups in both cortex and
cerebellum (P>0.05) (Table 4). Trx] mRNA levels were unchanged across the different
experimental groups in both cortex and hippocampus (P>0.05) (Table 5).

Effect of NAC on gene expression of y-glutamylcysteine ligase and cystathionine y-lyase in

brain of aspartame-treated mice

Aspartame administration caused a downregulation of Gelc (P=0.0326657 vs control) and Cth

(P=0.005002 vs control) mRNA levels in cortex (Fig. 2A and Fig. 2B, respectively). NAC
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treatment restored Gele mRNA levels in cortex (P=0.009195 vs ASP) (Fig. 2A). Aspartame
administration also led to a decrease in Gelc (P=0.023873 vs control) and Cth (P=0.000229 vs
control) mRNA levels in hippocampus (Fig. 3A and Fig. 3B, respectively). NAC treatment
did not be able to restore Gclc and Cth mRNA levels (P>0.05) (Fig. 3A and Fig. 3B,

respectively).

Discussion

The Food and Drug Administration (FDA) approved the intake of aspartame in 1981 as a
sweetener and flavor enhancer. Since then people worldwide have consumed it, including
diabetic individuals®. However, aspartame has been linked to brain toxicity. Aya-Ramos et al.
(2017)®, for example, described that the combination of early stress and the exposure to
aspartame is a risk factor for the development of diabetes mellitus and behavior alterations.
Moreover, Ashok and Sheeladevi (2014)° showed that long-term intake of aspartame causes
brain apoptosis through mitochondrial oxidative stress, changing its antioxidant status,
leading, in special, to GSH depletion. Such effect was ascribed to methanol, whose levels
were found high in the plasma of the aspartame-treated rats. Indeed, GSH depletion is a key
feature in the aspartame-induced brain toxicity’™'*’. Nevertheless, the effects of NAC
administration on mice behavior, thioredoxin and GSH-related antioxidant systems in brain
regions of aspartame-treated mice are still unknown.

Thioredoxin and GSH systems play a very important role in redox balance in the
brain, as well as important roles in basic cellular processes such as DNA synthesis, protein
maturation and cellular signaling®’. In this way, the dysregulation of one of these systems may
contribute to the development of several diseases, including psychiatric disorders™. In fact, in
some cases, both systems intercommunicate and back each other up, since GSH together with
the glutaredoxin 1 can reduce thioredoxin 1 (Trx1) when thioredoxin reductase (TrxR1) is
inhibited *°. Our results suggest that different from GSH, thioredoxin-related system is not
related to aspartame toxicity, since after aspartame treatment no changes are observed in the
Trx1 mRNA levels and TrxR activity.

As mentioned before, GSH depletion is a hallmark of aspartame-induced toxicity.
Recently, a research from our group found that a reason for such modification is related to the
blockade of the trans-sulphuration pathway in the liver''. The trans-sulphuration pathway in
the brain until recently was considered as not functional, however, it is now known that,

although on a smaller scale than the liver, the trans-sulphuration pathway is actually
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functional in the brain®. Our results reinforce that GSH depletion results from the impairment
of the trans-sulphuration pathway, since aspartame causes decrease in Gcelc and Cth mRNA
levels. Under normal physiological conditions, the synthesis of GSH will be determined by
two main factors: the activity of GCL and the availability of cysteine. The GCL is an enzyme
responsible for producing y- glutamylcysteine from glutamate and cysteine in the first reaction
of GSH synthesis, making its presence extremely important for GSH production **. The CTH,
on the other hand, is one of the last enzymes of trans-sulphuration pathway, responsible for
the conversion of cystathionine to cysteine. The cysteine produced by this enzyme contributes
less to GSH synthesis in the brain (23-40%) compared to the liver (50%), but this contribution
is no less significant’”. Therefore, our results suggest that the downregulation of Cth mRNA
could cause reduction in cysteine levels. On the other hand, the downregulation of Gel mRNA
could result in less production of y-glutamylcysteine, thus impairing GSH synthesis. GSH is
a substrate for GPx, thus our results suggest that GSH depletion could be the responsible for
the diminution in its enzymatic activity.

Considering the role of GSH levels depletion in the mechanism of action of aspartame,
drugs that increase GSH levels and GSH-related enzymes may be useful. NAC is able to
increase the cysteine supply, raising the GSH levels and preventing its deficiency in a wide
variety of disorders in which it is used and presented great therapeutic potential>'®. In
addition, a growing number of clinical data have demonstrated its antidepressant and

3152 Our results suggest an anxiolytic effect of NAC in aspartame-treated

anxiolytic properties
animals, which showed a reduction in the number of crossings and an increase in the time
spent on center area. Such effect could be attributed to the glutamatergic modulatory property
of NAC, which promotes glutamate release, extra-synaptically stimulating mGlu,;; receptor,
thereby decreasing glutamatergic neurotransmission'.

In conclusion, although aspartame did not alter the thioredoxin system, its
administration led to a severe GSH depletion, which could be due to a decrease in Gele and
Cth mRNA levels. Such GSH depletion results in the reduction of the GPx activity.
Moreover, NAC exhibited an anxiolytic effect in aspartame-treated animals. Nevertheless,

NAC restored most of changes in GSH-related system in brain regions of mice after chronic

intake of aspartame.
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Figure 1. Effect of N-acetylcysteine on GPx (A), GR (B) activities and NPSH (C) content in
the cortex, and on GPx (D), GR (E) activities and NPSH (F) content in cerebellum of
aspartame-treated mice. Each bar represents the Mean + S.E.M. (n=8). " Denotes that the data
are significantly different from the control group at P<0.05. * Denotes that the data are

significantly different from ASP group at P<0.05.

Figure 2. Effect of N-acetylcysteine (163 mg/kg) on Gclc (A) and Cth (B) mRNA level in
cortex of aspartame-treated mice. Each bar represents the Mean = S.E.M. (n=8). " Denotes
that the data are significantly different from the control group at P<0.05. * Denotes that the

data are significantly different from ASP group at P<0.05.

Figure 3. Effect of N-acetylcysteine (163 mg/kg) on Gclc (A) and Cth (B) mRNA level in
hippocampus of aspartame-treated mice. Each bar represents the Mean = S.E.M. (n=8). )
Denotes that the data are significantly different from the control group at P<0.05. * Denotes

that the data are significantly different from ASP group at P<0.05.



Table 1. qRT-PCR primer sequences

Targets Sequences
F - CCATCACTTCATTCCCCAGA
Gcelc
R - GATGCCGGATGTTTCTTGTT
F - TTTGAATACAGCCGCTCTGGA
Cth
R - GGTAATCGTAATGGTGGCAGC
F - CCAATGTGGTGTTCCTTGAA
Txnl
R - AGGCTTCAAGCTTTTCCTTG
F - GGGCATCTTGGGCTACAC
Gapdh

R - GGTCCAGGGTTTCTTACTCC

Abbreviations: Gcle, catalytic subunit of glutamate cysteine ligase;
Cth, Cystathionine vy-lygase; 7Txnl, thioredoxin 1; Gapdh,
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
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Table 2. Effects of N-acetylcysteine in locomotor activity behavior of aspartame-treated mice

by open field.

Parameter Control ASP ASP-NAC
Latency 5.00+£0.41 7,57+1,94 8,86+£1,97
Crossing 190.57+9,67 164.7148,53 106.43+10.42"*
Rearing 23.00+3.63 14.50+3,51 27.40+9,79
% time spent on center 15.09+1,29 13.48+1.09 21.5741.57° %

Data are presented as the Mean + S.E.M. (n=8). ~ Denotes that the data are significantly different from

control group at P<0.05. * Denotes that the data are significantly different from ASP group at P<0.05.
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Table 3. Lipid hydroperoxides content in cortex and cerebellum for the experimental groups
treated with ASP alone or in combination with NAC.

Experimental groups

Cortex Cerebellum
Control 2.40+0.37 2.17+0.26
ASP 2.53+0.31 2.71+£0.22
ASP-NAC 1.82+0.24 2.14+0.28

Lipid hydroperoxides content (nmol mg protein™). Data are presented as Mean + S.E.M. (n=8). Mean
obtained showed no significant difference (P>0,05).
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Table 4. Thioredoxin reductase activity in cortex and cerebellum for the experimental groups

treated with ASP alone or in combination with NAC

Experimental groups

Cortex Cerebellum
Control 0.08+0.02 0.07+0.003
ASP 0.05+0.005 0.06+0.004
ASP-NAC 0.06+0.01 0.07+0.004

Thioredoxin reductase (nmol min" mg protein™). Data are presented as Mean + S.E.M. (n=8). Mean

obtained showed no significant difference (P>0,05).
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Table 5. mRNA expression of Thioredoxin 1 (7xn/) in cortex and hippocampus for the
experimental groups treated with ASP alone or in combination with NAC.

Experimental groups

Cortex Hippocampus
Control 1.05+0.05 0.96+0.02
ASP 0.86+0.05 0.88+0.03
ASP-NAC 1.10+0.09 0.82+0.04

Gene is presented by relative expression corrected by amplification of GAPDH. Data are presented as
Mean = S.E.M. (n=8). Mean obtained showed no significant difference (P>0,05).
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5 CONCLUSAO

O consumo a longo prazo de 80 mg/kg de aspartame por camundongos induz
alteragdes no sistema antioxidante relacionado a glutationa, através da deplegdo dos niveis de
tiois nao proteicos € a consequente diminuicao da atividade da glutationa peroxidase, assim
como através de sua interferéncia na expressao génica da Gclc e da Cth. Neste estudo, se
buscou saber os efeitos da administragcdo de aspartame sobre o sistema da tioredoxina, porém
os resultados sugerem que os mecanismos de acdo da toxicidade do aspartame parecem estar
mais relacionados ao sistema da glutationa. No entanto, considerando que apesar dos diversos
efeitos negativos a saude, este edulcorante ¢ essencial para muitos individuos, como
portadores de diabetes mellitus, obesidade mdrbida, ou mesmo aqueles que buscam o controle
e a perda de peso, os resultados deste estudo fornecem algumas evidéncias de que a N-

acetilcisteina ¢ capaz de reverter a maior parte das alteracdes causadas por este edulcorante.

Estudos adicionais sao necessarios para elucidar as vias de sinaliza¢ao envolvidas.
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