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RESUMO

A doenca da urina do xarope do bordo (DXB) é um distlrbio metabdlico
de carater autossdmico recessivo e, quando nao tratada, ocasiona graves
sequelas neuroldgicas. A fisiopatologia da deterioracdo neuroldgica na
DXB é pouco compreendida; porem as alteracdes radioldgicas estdo
bem caracterizadas. O objetivo deste trabalho foi investigar se o0s
aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) interferem na regulacdo de
processos imunoldgicos e inflamatorios no sistema nervoso central e
causam edema cerebral bem como avaliar 0s mecanismos responsaveis
por esse efeito e efeitos da administracdo de dexametasona sobre as
alteragdes provocadas pelos AACR. Os resultados demonstraram que a
administracdo aguda de AACR em ratos infantes diminuiu os niveis de
IL-10 e aumentou os niveis de IL-6 no hipocampo, engquanto que no
cortex cerebral houve aumento nos niveis de IL-1f, IL-6 e TNF-a. A
administracdo de AACR em ratos jovens ndo alterou os niveis de
citocinas nas estruturas cerebrais analisadas. Por outro lado, ap6s a
administragdo cronica houve diminui¢do nos niveis de IL-1p e IL-6 no
cortex cerebral, enquanto que no hipocampo observou-se diminuicdo
nos niveis de IL-6, IL-10 e IFN-y. Logo, foi avaliado o efeito da
administragdo aguda de AACR sobre o contetdo de &gua, atividade da
Na’ K'-ATPase e a permeabilidade da barreira hematoencefélica (BHE)
no hipocampo e cortex cerebral de ratos infantes, e a influéncia da
administracdo de dexametasona. Os resultados demonstraram que a
administracdo aguda de AACR causou edema cerebral observado pelo
aumento do teor de agua no cérebro. Observou-se também uma
diminuigo na atividade da Na',K*-ATPase e um aumento no contetido
de fluoresceina de sodio, sugerindo aumento da permeabilidade da BHE
a moléculas pequenas, no hipocampo e cortex cerebral. A administracdo
de dexametrasona foi capaz de prevenir o edema cerebral, a inibi¢do da
atividade da Na+,K+-ATPase e foi capaz de manter o conteldo de
fluoresceina de sédio similar ao grupo controle nessas estruturas. Por
fim, avaliou-se os efeitos do tratamento com dexametasona sobre o0s
niveis de citocinas pré e anti-inflamatdrias em ratos infantes submetidos
a administracdo aguda de AACR. Os resultados demonstraram que o
tratamento com dexametasona foi capaz de impedir o aumento nos
niveis de IL-1p ¢ TNF-a no cortex cerebral e aumentar os niveis de IL-6
no hipocampo e coértex cerebral. Entretanto, o tratamento com
dexametasona ndo foi capaz de impedir a diminuicdo nos niveis de IL-
10 causada pela administracdo de AACR. Em conclus&o, os resultados






demonstraram que 0s AACR induzem altera¢cGes no sistema imune no
cérebro de ratos submetidos ao modelo experimental. Aliado ao
processo inflamatério instalado nos animais demonstrou-se que 0s
AACR causam edema cerebral em ratos infantes, e esses efeitos podem
estar diretamente relacionados com a inibico da atividade da Na*,K'-
ATPase e com 0 aumento da permeabilidade da BHE, além disso, foi
observado que a administracdo de dexametasona reverteu estes efeitos.

Palavras-chave: Doenca da urina do xarope do bordo; Citocinas;
Edema cerebral; Barreira hematoencefalica; Na',K'-ATPase;
Dexametasona.






ABSTRACT

The urine disease maple syrup (MSUD) is a metabolic disorder of
autosomal recessive pattern and, if untreated, causes severe neurological
impairments. The pathophysiology of neurological deterioration in DXB
is poorly understood; however radiological changes are well
characterized. The aim of this study was to investigate whether the
branched chain amino acids (BCAA) interfere in the regulation of
immune and inflammatory processes in the central nervous system and
cause brain swelling and effects of responsible mechanisms, and to
evaluate the effects of dexamethasone administration on changes caused
by the BCAA. The results demonstrate that acute administration of
BCAA in infants rats decreased IL-10 levels and increased IL-6 levels in
the hippocampus, cerebral cortex, while there was increase in IL-1p
levels of IL-6 and TNF-a. The BCAA administration in young rats did
not alter cytokine levels in analyzed brain structures. On the other hand,
after chronic administration there was decrease in IL-1p and IL-6 in the
cerebral cortex, the hippocampus while there was a decrease in the
levels of IL-6, IL-10 and IFN-y. Therefore, we evaluated the effect of
acute administration of BCAA on the water content, the activity of the
Na +, K + -ATPase and the permeability of the blood-brain barrier
(BBB) in the hippocampus and cerebral cortex of rats infants, and the
influence of dexamethasone administration. The results demonstrate that
acute administration of cerebral edema caused BCAA, with the increase
of water content in the brain. It was also observed a decrease in activity
of the Na +, K + -ATPase and an increase in the content of sodium
fluorescein, suggesting increased BBB permeability to small molecules,
in the hippocampus and cerebral cortex. The dexamethasone
administration is capable of preventing cerebral edema, inhibition
activity of the Na +, K + -ATPase and was able to maintain the sodium
fluorescein content similar to the control group in these structures.
Finally, we evaluated the effects of treatment with dexamethasone on
the levels of pro inflammatory cytokines and anti-rat infants undergoing
acute administration of BCAA. The results demonstrated that treatment
with dexamethasone was able to prevent the increase in IL-1p and TNF-
o levels in the cerebral cortex and increased IL-6 levels in the
hippocampus and cerebral cortex. However, treatment with
dexamethasone was unable to prevent a decrease in IL-10 levels caused
by administration of BCAA. In conclusion, the results showed that the
BCAA induce changes in the immune system in the brain of rats






subjected to the experimental model. Coupled with inflammation
installed on animals it has been demonstrated that the BCAA cause
cerebral edema in rats infants, and these effects may be directly related
to inhibition of Na*, K*-ATPase and with increasing BBB permeability,
furthermore, it was observed that administration of dexamethasone
reversed these effects.

Keywords: Maple syrup urine disease; Cytokines; Cerebral edema;
Blood-brain barrier; Na*,K*-ATPase; Dexamethasone.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOENCA DA URINA DO XAROPE DO BORDO
1.1.1 Histdrico

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doencas genéticas
causadas por um defeito especifico (geralmente enzimatico), que leva ao
blogueio de uma determinada via metabolica. Esse blogueio tem como
consequéncia o acumulo do substrato da enzima deficiente, a diminui¢do
do produto da reacdo ou o desvio do substrato para uma via metabdlica
alternativa (Karam et al., 2001; Pontes-Fernandes e Petean, 2011). Sua
manifestacdo envolve um quadro de encefalopatia lenta e progressiva no
recém-nascido, uma rapida deterioracdo clinica ao nascimento ou apds
um intervalo de boa salde (Scriver et al., 2001).

A Doenca da Urina do Xarope do Bordo (DXB, OMIM 248600)
descrita inicialmente em 1954, por Menkes, Hurst e Craig, os quais,
identificaram quatro casos de uma doenga degenerativa cerebral em uma
mesma familia, caracterizada por edema cerebral, convulsdes,
espasticidade e sofrimento respiratério. A manifestacdo do quadro
clinico ocorreu na primeira semana de vida e o prognostico fatal dentro
de trés meses. O achado mais proeminente foi o odor forte de acucar
gueimado na urina, o que deu a origem ao nome DXB (Menkes et al.,
1954).

Por conseguinte, entre 1957 e 1959, Dancis et al. (1959)
identificaram os compostos acumulados na urina e no plasma dos
pacientes como os aminoécidos de cadeia ramificada (AACR) leucina,
isoleucina e valina e a-cetoacidos de cadeia ramificada derivados destes.
Na década de 60 a deficiéncia do complexo enzimatico responsavel pela
descarboxilacdo dos a-cetoacidos de cadeia ramificada foi identificada
como causa bioguimica da DXB, através de estudos enzimaticos em
leucocitos e fibroblastos de pacientes (Dancis et al., 1960).

1.1.2 Etiologia

A DXB é um distrbio metabdlico de inicio pos-natal,
considerado uma patologia rara, de carater autossémico recessivo e que,
guando ndo tratada, implica em graves sequelas neuroldgicas (Chuang e
Shih, 2001; De Simone et al., 2013). A incidéncia no mundo é de cerca
de 1:185.000 nascidos vivos (Chuang e Shih, 2001).
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As proteinas do organismo renovam-se constantemente e do seu
catabolismo resultam aminoacidos que, por sua vez, serdo reutilizados
para a sintese de novas proteinas. Os aminodacidos leucina, isoleucina e
valina sdo classificados como AACR essenciais, visto que 0 organismo
ndo os consegue sintetizar, sendo obrigado a obté-los através da
alimentacdo (Chuang e Shih, 2001). Este processo contribui com mais
de 60% na concentragdo de aminodacidos totais no plasma (Rodrigues,
2002).

A DXB é caracterizada pelo acumulo destes AACR, sendo
altamente toxico para o Sistema Nervoso Central (SNC) (Nagabushana e
Benakappa, 2014). O excesso dos AACR resulta de uma deficiente
descarboxilagdo oxidativa dos a-cetoacidos de cadeia ramificada, acido
a-cetoisocaproico, acido  a-ceto-f-metilvalérico e  acido -
hidroxiisocaprdico, bem como, dos seus hidroxidcidos correspondentes,
acido a-hidroxiisocaproico, acido a-hidroxiisovalérico e acido 2-
hidroxi-3-metilvalérico, devido a deficiéncia do complexo a-cetoacido
desidrogenase de cadeia ramificada (CDCCR) (Figura 1) (Chuang e
Shih, 2001).

O complexo CDCCR é um membro do grupo de complexos de
desidrogenases de o-cetodcidos bastante conservados, possuindo trés
componentes cataliticos: uma o-cetoacido descarboxilase de cadeia
ramificada heterotetramérica (a2p2), ou EI; uma dihidrolipoil
trasacilase (24 subunidades idénticas), ou E2; e uma di-hidrolipoamida
desidrogenase homodimérica, ou E3. Os componentes E1 e E2 sédo
especificos para CDCCR enquanto a proteina E3 é também componente
dos complexos a-cetoglutarato e piruvato desidrogenase (Reed e
Hackert, 1990). Além disso, o complexo CDCCR de mamiferos
apresenta duas enzimas regulatdrias; uma quinase e uma fosfatase que
regulam a atividade do complexo através dos ciclos de fosforilacdo
(inativacdo)/desfosforilagdo (ativacdo) de dois residuos de serina da
subunidade Ela (Eisenstein et al., 1991; Peinemann e Danner, 1994).
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Figura 1: Rota catabdlica dos aminoacidos de cadeia ramificada (AACR)
leucina, isoleucina e valina. As duas primeiras reagdes comuns sdo catalisadas
pelas seguintes enzimas: transaminagdo reversivel pela aminotransferase dos
AACR e a descarboxilacdo oxidativa dos cetoacidos de cadeia ramificada e
esterificagdo da coenzima A pelo complexo alfa-cetodcido desidrogenase. Em
destaque, demonstrando o bloqueio que ocorre na Doenca da Urina do Xarope
do Bordo, devido a deficiéncia do complexo a-cetoacido desidrogenase de
cadeia ramificada (Adaptado de Wu et al., 2004).

1.1.3 Metabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada

Diferentemente de outros aminodcidos, que sdo oxidados
primariamente no tecido hepatico, o sistema enzimatico mais ativo para
a oxidacdo dos AACR estd localizado no mdusculo esquelético
(Shimomura et al., 2006a). Apesar do figado ndo poder diretamente
catabolizar os AACR, 0 mesmo apresenta um sistema muito ativo para a
degradagdo dos a-cetodcidos de cadeia ramificada oriundos dos
correspondentes AACR (Shimomura et al., 2006b). Essa distribuicdo
tecidual especifica do catabolismo dos AACR decorre da distribui¢do
Unica das duas primeiras enzimas envolvidas no catabolismo dos
AACR, ou seja, aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada
que catalisa reversivelmente a transaminacdo dos AACR e o complexo
CDCCR que catalisa irreversivelmente a descarboxilagdo oxidativa dos
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a-cetoacidos de cadeia ramificada (Robinson e Srere, 1985; Shimomura
e Harris, 2004).

A primeira reacdo envolvida no catabolismo dos AACR ¢é a
transaminagdo pelas isoenzimas aminotransferase de aminoacidos de
cadeia ramificada que sdo enzimas dependentes de piridoxal-fosfato
(vitamina B6) e que aceitam os trés AACR como substratos (Cynober e
Harris, 2006). A partir da reacdo catalisada pela aminotransferase de
aminoacidos de cadeia ramificada, os AACR sdo convertidos nos seus
respectivos a-cetoacidos, ou seja, a leucina é convertida em a-
cetoisocaproico; a isoleucina em a-ceto-f-metilvalérico; e a valina em
a-cetoisovalerérico, bem como os seus hidroxiacidos correspondentes
(Chuang e Shih, 2001). Concomitantemente, verifica-se que na reacéo
catalisada pela aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada ha
a conversdo de o-cetoglutarato, aceptor de nitrogénio oriundo dos
AACR, em glutamato (Harris et al., 2005).

No que concerne a atividade tecidual da enzima aminotransferase
de aminoécidos de cadeia ramificada, verifica-se elevada atividade no
coracdo e rim, atividade intermediaria no musculo esquelético e baixa
atividade no figado. Além disso, cabe ressaltar que em células de
mamiferos, duas aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada
estdo presentes, sendo uma mitocondrial e outra citosélica (Schadewaldt
e Wendel, 1997).

Posteriormente a reacdo catalisada pela enzima aminotransferase
de AACR e a consequente formacdo dos a-cetodcidos de cadeia
ramificada, esses sofrem descarboxilagdo oxidativa irreversivel mediada
pelo complexo CDCCR presente na superficie interna da membrana
interna da mitocéndria (Chuang e Shih, 2001). O CDCCR é o principal
complexo enzimatico regulatério na via catabolica dos AACR, sendo
essa etapa considerada a controladora do fluxo do catabolismo dos
AACR. A atividade do complexo CDCCR, diferentemente da atividade
da aminotransferase de AACR, é maior no figado, intermediaria no rim
e coracdo, e comparativamente baixa no mdsculo, tecido adiposo e
cérebro (Harper et al., 1984).

Assim, por meio da reacao catalisada pelo complexo CDCCR, os
a-cetoacidos de cadeia ramificada a-cetoisocaprdico, a-ceto-f3-
metilvalérico e a-cetoisovalerérico sdo convertidos em isovaleril-CoA,
3-metilbutiril-CoA e isobutiril-CoA, respectivamente. Posteriormente a
segunda etapa do catabolismo dos AACR mediada pela CDCCR, o0s
produtos dessa reacdo derivados de acil-CoA de cadeia ramificada
sofrem oxidagdo por meio de duas diferentes desidrogenases. Apés essa
etapa, as vias catabdlicas de cada um dos AACR passam a divergir,
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produzindo os respectivos acil-CoAs ramificados que sdo metabolizados
por vias especificas (Brosnan e Brosnan, 2006). A leucina apresenta
como produtos finais a acetil-CoA e o0 acetoacetato, a valina €
convertida exclusivamente a succinil-CoA e a isoleucina produz acetil-
CoA e succinil-CoA (Chuang e Shih, 2001). Os AACR séo, portanto,
tanto cetogénicos, quanto glicogénicos, servindo como precursores para
a sintese de &cidos graxos e do colesterol e também servindo como
substrato para a producdo de energia via succinil-CoA e acetoacetato
(Harper et al., 1984; Treacy et al., 1992; Peinemann e Danner, 1994;
Chuang e Shih, 2001).

1.1.4 Manifestagdes Clinicas

As manifesta¢des clinicas da DXB sdo variveis e dependem da
atividade enzimatica residual, a qual sera responsavel por diferentes
fendtipos clinicos, classificados em forma classica, intermedidria,
intermitente, responsiva a tiamina e deficiéncia de lipoamida
desidrogenase E3 (Casadevall et al., 1992; Chuand e Shih, 2001).

O fendtipo classico ocorre em torno de 80% dos casos de DXB,
sendo a forma mais comum e a mais grave da doenca. Os recém-
nascidos afetados permanecem estaveis dos 4 aos 7 dias de vida, quando
entdo os efeitos do acimulo dos AACR e dos a-cetoédcidos de cadeia
ramificada comecam a ser observados. Esses pacientes apresentam
apenas 0-2% da atividade normal do CDCCR, podendo resultar em uma
concentragdo de leucina superior a 2000 umol/L. As manifestacfes
clinicas iniciais sdo inquietude e rejeicdo ao aleitamento, perda de peso e
odor adocicado que lembra o odor do xarope do bordo presente na urina
ou no cerimen. Se ndo tratados, o quadro clinico pode evoluir para
cetoacidose, hipoglicemia, opistétono, convulsdes, hipotonia, atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor e disfuncdo neuroldégica em suas
diferentes formas de expressdo. Além disso, pode ser observada a
presenca de edema generalizado e hipomielinizagdo/desmielinizacdo no
SNC desses pacientes, principalmente durante as crises de
descompensacdo metabdlica (Chuang e Shih, 2001; Chakrapani et al.,
2001; Volpe, 2001; Schonberger et al., 2004).

O fendtipo intermediario é uma forma mais branda que evolui
com 0s mesmos sintomas da DXB cléassica, porém de forma mais lenta.
Os pacientes apresentam de 0 a 30% da atividade enzimética do
CDCCR (Bodamer e Lee, 2012). Assim, geralmente ndo sdo observados
sintomas no periodo neonatal, mas podem ter o odor de xarope do bordo
presente na urina e no cerumem e niveis elevados dos AACR (Chuang e
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Shih, 2001). Entretanto, os pacientes sdo vulneraveis as mesmas
sequelas agudas ou crbnicas dos pacientes com a forma classica,
incluindo a descompensagdo metabdlica que pode levar ao Obito
(Morton et al., 2002).

Na forma intermitente da doenca, 0s pacientes apresentam 5-20%
da atividade normal do CDCCR e o0s sintomas surgem mais tarde. Da
mesma maneira que a forma intermediaria, nesta forma o diagndstico é
tardio, uma vez que os niveis aumentados de AACR estdo presentes
apenas nas crises agudas, ocorrendo quando o0 paciente apresenta atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor e/ou crises metabolicas agudas,
normalmente precipitadas por um quadro infeccioso ou devido a
sobrecarga proteica na dieta (Chuang e Shih, 2001; Wendel e Baulny,
2006). Além disso, o paciente tolera uma dieta normal nos periodos de
remissdo (Lu et al., 2009).

A DXB responsiva a tiamina é similar & forma intermediéria. Os
pacientes apresentam 2-40% da atividade normal do CDCCR, e
consequentemente ndo apresentam sintomas no periodo neonatal. Além
disso, os pacientes apresentam melhora clinica com a adi¢do da vitamina
B (tiamina) na dieta em concentragdes supra fisiolégicas que estabilizam
0 complexo enzimatico (Oyarzabal et al., 2012).

A deficiéncia de E3 é um distUrbio bastante raro, sendo 0s sinais
clinicos semelhantes a forma intermediaria, mas acompanhado de
acidose latica grave. O lactato, o piruvato, o a-cetoglutarato, o a-
hidroxiisovalerato e o a-hidroxiglutarato estdo aumentados neste
fendtipo (Simon et al., 2006). A hiperalaninemia secundéria ao acimulo
de piruvato é também frequente. Os AACR estdo leve ou
moderadamente aumentados no plasma, quando comparados aos niveis
encontrados na forma classica (Hoffmann et al., 2006). Quando surge
acidose latica persistente, entre 8 semanas e 6 meses de idade, ocorre a
deterioracdo neuroldgica progressiva caracterizada por hipotonia, atraso
no desenvolvimento e encefalopatia similar a de Leigh (Chuang e Shih,
2001).

A sindrome de Leigh também é conhecida como
encefalomielopatia necrosante subaguda, encefalopatia necrosante de
Leigh e encefalomielopatia necrosante de Leigh. E uma doenga rara, que
foi descrita por Denis Leigh em 1951. E uma enfermidade
neurometabdlica congénita, que faz parte do grupo das encefalopatias
mitocondriais. Sabe-se que a alteracdo ocorre no metabolismo
energético, sendo a principal causa de defeito na fosforilacdo oxidativa e
geragdo de ATP celular (Roma et al., 2008).
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1.1.5 Diagnostico e Tratamento

Nos paises em desenvolvimento, onde ndo ha triagem neonatal
para DXB na area da salde publica, o diagnostico geralmente é baseado
em uma combinacdo dos sinais e sintomas, como irritabilidade, falta de
apetite, letargia, apnéia intermitente e as alteragbes bioquimicas, em que
altos niveis de leucina, isoleucina, ou valina sdo detectadas no soro por
métodos quantitativos, tais como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), autoanalisador de aminoacidos ou por espectrometria
de massa em Tandem (Feier et al., 2014). Além disso, outras analises
podem ser realizadas, como a avaliacdo da atividade enzimatica do
CDCCR em linfocitos, fibroblastos da pele ou bidpsia de figado
(Schadewalt et al., 2001; Strauss et al., 2006).

As concentragdes plasméticas normais dos AACR, depois de 2 a
3 horas de ingestdo de proteina, sdo: leucina entre 80-200 pmol/L (1,0-
2,6 mg/dl), isoleucina 40-90 umol/L (0,5-1,2 mg/dl) e valina 200-425
umol/L (2,3-5,0 mg/dl) (Wendel e Baulny, 2006). Entretanto, em
pacientes com DXB ndo tratados, a leucina, principal metabdlito
acumulado na doenca, pode atingir niveis plasmaticos de até 5 mM,
enquanto a isoleucina e a valina atingem 1 mM (Zielke et al., 1996).

A triagem neonatal possibilita o diagndstico e o tratamento antes
das duas semanas de vida e tem melhorado muito o progndstico de
criancas portadoras de DXB. O teste do pezinho expandido tem o
potencial de causar um bom impacto sobre o diagndstico precoce e 0
tratamento bem sucedido de criangas com DXB (Strauss et al., 2010).
Além disso, estudos demonstram que a espectroscopia de prdtons por
ressonancia magnética (H-MRS) tem sido aplicada para fornecer
informacGes adicionais para o diagnostico radiolégico das doencgas
neurodegenerativas, tumores cerebrais e doencas metabdlicas, sendo o
dado obtido dentro de 10 minutos, bem como, medidas ndo-invasivas de
niveis de metabolitos diretamente regionais in vivo (Wang et al., 1996;
Wang et al.,, 1998). A H-MRS evidencia sua utilidade na crise
metabdlica, sendo que na DXB classica esta pode ser capaz de distinguir
a DXB de outras doencas graves e iniciar precocemente o tratamento
especifico, principalmente quando interpretada em conjunto com a
evolucdo clinica, exames fisicos e achados laboratoriais de rotina (Sildo
etal., 2014).

Essencialmente, o tratamento da DXB visa restaurar a
homeostase do metabolismo intermediario e evitar a descompensacédo
metabdlica através da manutencdo da sintese de proteina normal e
prevencdo de catabolismo proteico, da prevencdo de desequilibrios ou
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deficiéncias de aminodcidos e intermediarios metabolicos, da atenuacéo
da disfuncdo celular, da restauracdo da homeostase energética e da
promocao de anabolismo (Strauss et al., 2006a).

Estes objetivos sdo alcancados com a restricdo dietética dos
AACR, através da administracdo de formulas proteicas artificiais livres
dos mesmos, e suplementada com uma mistura de outros aminoacidos,
carboidratos, vitaminas minerais e oligoelementos (Strauss et al.,
2006a), bem como enriquecidas com aminodcidos essenciais (triptofano,
tirosina, fenilalanina, metionina e treonina) que competem com 0s
AACR pelo transportador de aminoécidos neutros no cérebro, visando
diminuir o aporte de AACR para cérebro, uma vez que estes competem
pelo mesmo transportador (Strauss et al., 2010).

Além disso, pode-se incluir ao tratamento o uso auxiliar da
tiamina para pacientes responsivos (Danner e Elsas, 1989; Treacy et al.,
1992; Jardim et al., 1995). Em casos de crises de desconpensagdo
metabdlica, outras estratégias, tais como dialise peritonial, hemodialise e
hemofiltracdo podem ser utilizadas (Calvo et al., 2000; Le Roux et al.,
2006; Strauss et al., 2006; Muelly et al., 2013). Além disso, estratégias
podem ser tomadas para o tratamento do edema cerebral durante a sua
evolugdo aguda, como por exemplo, o uso de diuréticos, solucdo salina
hipertdnica, manitol e suporte ventilatério (Morton et al., 2002).

Desta forma, o objetivo do tratamento é manter os niveis
plasmaticos de leucina o mais préximo possivel dos valores de
referéncia, que se encontram entre 77 e 153 pumol/L (Lepage et al.,
1997) ou, preferencialmente, entre 100 e 300 umol que sdo limites
aceitaveis no sentido de evitar danos (Morton et al., 2002).

Embora a intervencdo dietética impega graves atrasos de
desenvolvimento associados com hiperleucinemia cronica, alguns
desafios ainda continuam como a manutencdo e adesdo a dieta e as
evidéncias na evolugcdo e controle dos déficits em longo prazo no
desenvolvimento neurocognitivo (Le Roux et al., 2006; Walsh e Scott,
2010). De fato, estudos tem demonstrado que pacientes adultos com
DXB, apresentam uma maior propensdo para problemas
neuropsiquiatricos crénicos, como transtorno de déficit de atencéo,
depressdo e ansiedade, sugerindo que essas alteragbes podem ser
decorrentes do déficit de alguns aminoacidos essenciais e
neurotransmissores cerebrais como as catecolaminas e a serotonina (le
Roux et al., 2006; Strauss et al., 2006; Walterfang et al., 2013).

Outra opcdo terapéutica proposta recentemente é o transplante
hepético, que pode deter a progressdo da lesdo cerebral mantendo os
niveis dos AACR dentro dos limites aceitaveis, porém, ndo é capaz de
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reverter os danos ja existentes (Diaz et al., 2014). O transplante ndo
pode melhorar o quociente de inteligéncia (QI) ou reverter os disturbios
psiquiatricos apresentados pelos pacientes com DXB (Muelly et al.,
2013).

1.2 EDEMA CEREBRAL E DXB

Por definicdo, edema é o acumulo de fluido dentro do
parénquima cerebral, sendo classificado por Klatzo (1967) em
vasogénico e citotéxico. De acordo com a classificacdo proposta, o
edema vasogénico resulta do rompimento de juncdes apertadas de
membrana das células endoteliais que formam a barreira
hematoencefalica (BHE) permitindo a passagem de agua, sédio (Na*) e
proteina para dentro do espaco intersticial, podendo acumular-se na
substancia cinzenta, e também na substincia branca. Ja o edema
citotoxico é um processo intracelular que afeta neurbnios e astrécitos.
Sua causa é a auséncia do aporte de energia, que interfere com os
mecanismos da bomba idnica na membrana celular e leva ao acimulo de
sodio intracelular e consequente edema (Rosenberg, 2000; Hemphill et
al., 2001; Unterberg et al., 2004).

A fisiopatologia da deterioragdo neurol6gica na DXB ndo €
precisamente compreendida. No entanto, as alteragdes radiol6gicas estdo
bem caracterizadas. O padrdo tipico inicia com um achado de edema
cerebral generalizado comegando no final da primeira semana de vida
(Brismar et al., 1990), este quadro evolui para um edema mais grave,
afetando principalmente a substancia branca profunda do cerebelo,
tronco cerebral dorsal, pedinculos cerebrais e a capsula interna. Com o
tratamento instituido resolve-se gradualmente o quadro do edema por
volta da sexta ou sétima semana de vida (Brismar et al., 1990). Estudos
relataram também a ocorréncia de hipodensidade difusa no globo palido
e tadlamo afetando a substancia branca destas regifes o que é um
indicativo de hipomielinizacdo (Treacy et al., 1992). A fase aguda do
edema também ¢é seguida por alargamento do sulco sobre os lobos
frontais e das fissuras inter-hemisférica e silviana, indicando atrofia
cerebral. O trato piramidal da medula espinal, a mielina que circunda o
nicleo dentado, o corpo caloso e os hemisférios cerebrais sdo os mais
afetados (Chuang e Shih, 2001).

Jan et al. (2003) demonstraram uma difusdo protbnica
marcantemente restrita, compativel com edema citotéxico ou da bainha
intramielinica no tronco cerebral, ganglios basais, talamo, cerebelo e
substancia branca periventricular e o cortex cerebral. Em 2013, Klee et
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al. observaram que o sinal de anormalidade na substancia branca dos
adolescentes e jovens adultos sob controle dietético pode ser uma
consequéncia de alteragbes estruturais, incluindo a dismielinizacdo.
Estudos de microscopia eletrbnica em modelos animais de DXB
demonstraram que vacutolos intramielinicos sdo formados por meio do
acumulo de &gua entre as lamelas mielinicas para formar o edema
intramielinico (Morton et al., 2002). Neste contexto, o edema cerebral
gue ocorre durante as crises de desconpensacdo metabdlica aguda tanto
consiste de um edema vasogénico global, que é pensado por ser
relacionado com a fungdo comprometida da BHE, como de um edema
citotoxico secundario a desregulacdo enérgica e osmoética (Jan et al.,
2003; Righini et al., 2003; Sakai et al., 2005).

Embora o edema cerebral seja comum em pacientes com DXB,
0s mecanismos envolvidos ainda sdo pouco entendidos. Strauss et al.
(2003) sugerem a hipdtese de que a concentracdo de leucina no plasma
se correlaciona apenas indiretamente com o grau de inchaco e edema
cerebral grave, e que as lesbes neuroldgicas sao mais relacionadas com a
taxa de variacdo da leucina plasmatica e com uma diminui¢do da
osmolaridade do sangue. Além disso, 0s mesmos autores mostraram que
os individuos com DXB apresentaram aumento da vasopressina
plasmatica e uma urina concentrada ao maximo, sugerindo que o
aumento dos niveis de leucina no sangue e cérebro, a desidratacdo
hiperosmolar e o aumento prolongado da vasopressina sdo fatores de
risco para a absor¢do excessiva e anormal de agua e Na' para o
desenvolvimento do edema cerebral.

Por fim, Strauss et al. (2010) descreveram que o edema cerebral
na DXB é compreendido secundariamente a uma combinacdo de
aumento dos niveis de AACR cerebrais, frente a niveis diminuidos de
outros aminoacidos como glutamina e aspartato, bem como dos
neurotransmissores glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA).

1.3 RESPOSTA INFLAMATORIA

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta
inflamatéria, um processo biolégico complexo que envolve
componentes vasculares, celulares e uma diversidade de substancias
solveis (Parkin e Cohen, 2001) com a finalidade de remover o estimulo
indutor da resposta e iniciar a recuperagdo tecidual local (Abbas e
Lichtman, 2003). Durante a inflamacéo, varios sistemas bioquimicos séo
ativados, como exemplo, as cascatas do sistema complemento e da
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coagulacdo, auxiliando no estabelecimento, evolugdo e resolugdo do
processo (Barrington et al., 2001).

O sistema imunolégico é constituido por uma intrincada rede de
orgdos, células e moléculas, e tem por finalidade manter a homeostase
do organismo, combatendo as agressbes em geral. Sua funcéo
imunoldgica é dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa
(Medzhitov e Janeway, 2000). A imunidade inata representa uma
resposta rapida e estereotipada a um ndmero grande, mas limitado, de
estimulos (Fujiwara e Kobayashi, 2005). E representada por barreiras
fisicas, quimicas e bioldgicas, células especializadas e moléculas
soluveis, presentes em todos os individuos, independentemente de
contato prévio com imundgenos ou agentes agressores, e nao se altera
qualitativa ou quantitativamente apds o contato (Medzhitov e Janeway,
2000). As principais células efetoras da imunidade inata s&o:
macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas e células Natural Killer
(NK), tendo como primeiros mecanismos de defesa 0s processos de
fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatorios, ativacdo de proteinas
do sistema complemento, bem como, sintese de proteinas de fase aguda,
citocinas e quimiocinas (Yokoyama et al., 2004). Em contraposicdo a
resposta inata, a resposta imune adaptativa depende da ativacdo de
células especializadas, os linfocitos, e das moléculas sollveis por eles
produzidas (Cartier et al., 2005). As principais caracteristicas da
resposta adquirida sdo: especificidade e diversidade de reconhecimento,
memoria, especializacdo de resposta, autolimitacdo e tolerancia a
componentes do préprio organismo (Kalesnikoff e Galli, 2008). Embora
as principais células envolvidas na resposta imune adquirida sejam os
linfdcitos, as células apresentadoras de antigenos desempenham papel
fundamental em sua ativacdo, apresentando antigenos associados a
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) para
os linfécitos T (Delves e Roitt, 2000).

A inflamacdo associada ao SNC, denominada de
neuroinflamacdo, difere da encontrada em outros tecidos e 06rgdos
periféricos, pois 0 SNC apresenta uma limitada reatividade imune e
inflamatdria, devido a menor expressdo de moléculas do MHC, pelo
baixo nimero de células apresentadoras de antigenos (APC) e pela
presenca da BHE que previne ndo somente agentes nocivos, como
também leucdcitos circulantes e anticorpos de entrarem no cérebro
(Petty e Lo, 2002). Durante eventos lesivos, ocorre a ativacdo de células
apresentadoras de antigenos, como células microgliais e dendriticas, que
interagem com as células T auto-reativas iniciando uma resposta
imunoldgica capaz de estimular a producdo de fatores neurotréficos,
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como citocinas, e estabelecer um fendtipo microglial protetor, evitando
uma lesdo mais pronunciada (Muhallab et al., 2002; Moalem et al.,
2005).

A neuroinflamag@o envolve dois tipos de sistemas imunitarios:
sistema hematopoiético (linfocitos, mondcitos e macrdofagos) e células
microgliais do SNC. A inflamacdo de células endoteliais induz a
alteraces na BHE e consequente aumento da permeabilidade dos
capilares (Hansson, 2010). Na imensa maioria dos casos, apenas a
microglia e os astrocitos sdo ativados, sendo esses dois tipos celulares,
em especial o primeiro, 0s responsaveis pela resposta imunoldgica no
SNC (Liberto et al., 2004; Rock et al., 2004). As células microgliais sdo
derivadas a partir de células mieléides na periferia e compreendem
aproximadamente  10-20% das células gliais, localizando-se
predominantemente na substancia cinzenta (Block et al., 2007).

O principal papel da microglia na resposta imune do SNC é
promover a fagocitose de restos de tecido apds a lesdo, sendo
considerada como o mais importante tipo de célula na neuroprotecdo e
no reparo do tecido pds-lesbes, devido a sua plasticidade e reatividade a
um amplo espectro de estimulos (Minghetti e Levi, 1998; Rock et al.,
2004; Streit et al., 2005). A microglia contribui para o processo
neurodegenerativo através da liberacdo de uma variedade de fatores
neurotéxicos. O glutamato, um importante neurotransmissor excitatorio,
guando em elevadas concentracbes pode levar a excitotoxicidade
(Takeuchi et al., 2006). Outras substancias podem ser liberadas como
fatores de crescimento (fator de crescimento tumoral beta (TGF-p)),
citocinas pro-inflamatérias (interleucina-1B (IL-1p), interleucina 6 (IL-
6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)), espécies reativas de
oxigénio (ERO), éxido nitrico (NO), quimiocinas, mediadores lipidicos,
fatores de coagulacdo, componentes da matrix extracelular e
prostaglandinas (Rock et al., 2004; Nakamura, 2002; Sommer e Kress,
2004; Ouchi et al., 2009).

Contudo, o processo inflamatorio, quando ndo exacerbado, é
benéfico por contribuir para a liberacdo de fatores neurotréficos (Block
et al., 2007). Tendo em vista o papel do sistema imune na recuperagao
de lesdes do SNC, Ziv e Schwartz (2008) propuseram a ideia de que
células T autoimunes ndo sdo importantes apenas para a recuperacao do
SNC em processos patologicos, mas também para a sustentagdo dos
estados fisioldgicos e do correto funcionamento dos processos
cognitivos. Essa proposta foi baseada em estudos anteriores nos quais se
evidenciou que camundongos desprovidos de sistema imunolégico
(SCID e nude) apresentam neurogénese hipocampal reduzida em
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comparagdo com o fenotipo selvagem, que poderia ser parcialmente
restaurada pela adicdo de um sistema imune a esses animais (Ziv et al.,
2006). Outro dado interessante é o desempenho reduzido desses animais
em tarefas de memoria espacial (Labirinto aquatico de Morris), que
dependem de hipocampo, tendo seu desempenho melhorado pelo
restabelecimento do sistema imune (Kipnis et al., 2004), similarmente
ocorre com o processo de neurogénese, indicando um papel essencial do
componente imunolégico sobre o correto funcionamento do SNC.

1.3.1 Citocinas

As citocinas sdo pequenas proteinas, com peso molecular de 8 a
40 kDa, que podem ser produzidas em todos os tecidos e pela maioria
das células dos sistemas imune inato e adaptativo (Chiche et al., 2001),
formando um grupo de proteinas de sinalizacdo intercelular que regulam
respostas inflamatérias e imunoldgicas locais e sistémicas. Sdo também,
reguladores centrais do crescimento e diferenciacdo de leucdécitos, sendo
produzidas durante as fases efetoras da imunidade natural e da
especifica, mediando e regulando as respostas imunes e inflamatorias.
Sua secrecdo € um evento breve e autolimitante, sendo produzidas por
varios tipos celulares distintos e atuando sobre véria celulas
(Goncharova e Tarakanov, 2007).

As citocinas podem ser classificadas de acordo com a sua acéo,
como citocinas pré-inflamatérias (IL-1p8, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-
alfa e IFN-y) que ativam os macroéfagos, células NK, células T e células
B e a proliferagdo de imunoglobulinas, bem como citocinas anti-
inflamatorias (IL-1RA, IL-4, IL-10, IL-13, TGF-beta) que reduzem a
resposta inflamatdria por meio da diminuigdo das citocinas pro-
inflamatdrias e da supressdo de monécitos (Remick, 2003). Além disso,
as citocinas também podem ser classificadas pela fonte de producéo do
linfocito T helper 1 (Th-1) ou T helper 2 (Th-2). Os linf6citos Thl
liberam citocinas que ampliam a resposta imunoldgica celular e séo
principalmente pro-inflamatérias, enquanto que os linfécitos Th-2
liberam citocinas que ampliam a resposta humoral e séo principalmente
anti-inflamatérias (Goncharova e Tarakanov, 2007).

A acdo das citocinas ocorre pela ligacdo a receptores especificos
na superficie da célula alvo e podem desempenhar muitas funcgoes,
como, ativagdo e proliferacdo celular, quimiotaxia de outras células,
imunomodulacdo, liberacdo de outras citocinas ou mediadores
inflamatdrios, favorecendo o crescimento e a diferenciacdo celular, além
de apoptose (Yamagata e Ichinose, 2006). Comprovadamente, muitas



48

fungdes originalmente atribuidas a uma citocina sdo propriedades
partilhadas por diversas citocinas diferentes. Da mesma forma, a sintese
de uma citocina pode ser influenciada por outra, levando a formagéo de
cascatas em que uma segunda ou terceira citocina podem mediar as
acOes biologicas da primeira. Duas citocinas podem interagir,
antagonizando mutuamente suas ac¢fes, produzindo efeitos aditivos ou,
em alguns casos, produzir efeitos superiores ao antecipado, efeitos
singulares num tipo de reagdo conhecida como sinergismo, e podem agir
de forma autdcrina (na propria célula produtora da citocina) ou paracrina
(nas células vizinhas) (Abbas e Lichtman, 2007).

Dentre as diversas citocinas pro-inflamatdrias, 0 TNF-a possui
um importante papel inicial na resposta inflamatéria, sendo produzido
tanto por células da imunidade natural quanto da imunidade adquirida.
As respostas bioldgicas relacionadas a esta citocina ocorrem por meio de
ligagdo altamente especifica a receptores presentes na membrana
celular, que diferem nas suas afinidades de ligagdo e vias de sinalizagdo
intracelular, levando a ativagdo de diversos mecanismos intracelulares,
como a ativacdo de caspases, fator de transcri¢cdo nuclear-kapaB (NF-
kB), proteina cinase de CJun n-terminal (JNK), quinase regulada por
sinais extracelulares (ERK) e fosfatidilinositol-3-cinase (PI13K), bem
como a ativagdo de linfocitos, estimulagdo da liberacdo de enzimas
proteoliticas pelos macrofagos e producdo de outras citocinas pro-
inflamatdrias (Stanger et al., 1995; Hsu et al., 1996; Kischkel et al.,
2000; Dempsey et al., 2003; Popa et al., 2007).

A IL-1B é uma citocina presente na resposta imune inata,
produzida por monécitos e macrdéfagos (Dinarello, 1996), que atrai e
ativa células do sistema imune e controla a expressdo da maioria dos
genes imunomodulatérios (Bowei e O'Neill, 2000). Esta interleucina
tem um papel semelhante ao do TNF-a e sdo estimuladas pela presenca
de endotoxinas bacterianas, virus, fungos e antigenos parasitarios
(Distefano et al., 2004). O TNF-o ¢ a IL-1p estimulam a liberagdo de
neutréfilos da medula Ossea, aumentando a populacdo de células
inflamatdrias circulantes. Outra citocina com papel central na resposta
inflamatdria € a IL-6, essa citocina faz parte dos processos da imunidade
inata e da adquirida, sendo produzida por mondcitos, macrofagos,
células endoteliais, astrocitos, fibroblastos, linfocitos T e B em resposta
a0 TNF-a ¢ a IL-1PB ¢ a algumas células T ativadas (Sparacio et al.,
1992; Beyaert et al., 1996; Hirota et al., 2005). A IL-6 eleva-se ap6s a
IL-1B e seus niveis sdo ascendentes mesmo 8 horas ap6s a estimulacdo,
guando os niveis de IL-1B ja diminuiram significativamente (Pavcnik-
Arnol et al., 2004). As citocinas IL-1p e IL-6 incrementam a
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hematopoiese, ao agir sinergicamente com a IL-3 e outros fatores
estimuladores de coldnias da medula 6ssea. Também ativam a producéo
de anticorpos pelas células B e sdo importantes reguladoras da funcéo
das células T (Anderson e Blumer, 1997).

Por outro lado, a IL-10 é uma citocina com propriedade anti-
inflamatoria, produzida por células Th2 CD4", células B, mondcitos e
macréfagos ativados (Couper et al., 2008; Clark et al., 2013). Essa
citocina atua reprimindo a expressdo de citocinas inflamatorias, por
inibir a sintese de véarios mediadores inflamatérios normalmente
secretados por mondécitos e macrofagos ativados, como IL-1, IL-6, IL-
12 e TNF-a (Thompson-Snipes et al.,1991; Mocellin et al., 2001).

1.4 DEXAMETASONA

A dexametasona é um glicocorticoide (GC) muito potente, com
fraca atividade mineralocorticoide. Desde a sua introdugdo na pratica
clinica, nos principios de 1950, os glicocorticéides tém representado
importante e muitas vezes decisivo instrumento terapéutico no manejo
de varias patologias (Caldas e Schrank, 2001).

Os GC pertencem a classe dos hormdnios esteroides, com um
nucleo basico derivado do colesterol—ciclopentano perhidrofenantreno.
O representante natural é o cortisol ou hidrocortisona, um composto
com 21 atomos de carbono. Como caracteristica os GC atravessarem a
membrana lipoprotéica das células, ligando-se a receptores citosolicos e
exercendo sua acdo no interior do ndcleo, onde interagem com o &cido
desoxirribonucleico (DNA) (acdo gendmica) ou com outras proteinas
implicadas no processo de transcricdo (acdo ndo genémica, especifica ou
inespecifica). Um outro mecanismo envolvido é de uma agdo também
ndo dependente de genoma, isto é, ndo dependente de uma acéo
intranuclear. Este mecanismo de acdo foi observado através dos efeitos
in vitro na respiracdo, na sintese de proteinas e na acdo da Na',K'-
ATPase e Calcio (Ca*")- ATPase em timdcitos. Este mecanismo de acio
tem importancia clinica, pois, pode explicar a acdo rapida de alguns
glicocorticoides, justificando seu uso em corticoterapia de pulso
(Damiani et al., 2001).

O mecanismo classico de acdo dos GC implica a ligacdo do
esterdide a receptores citosolicos que, dimerizados, dirigem-se ao nucleo
celular e ligam-se a regiGes promotoras do DNA onde, na maioria das
vezes, induzem a transcricdo. Os glicocorticéides inibem a transcricdo
de varias citocinas que sdo relevantes na resposta inflamatoria, como IL-
1, IL-2, IL-6, IL-11, TNF-0 e quimiocinas que atraem as células
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inflamatorias ao local de inflamacéo (incluindo 1L-8 e eotaxina). Inibem
a acdo da sintese do acido nitrico, enzima cuja indugdo por citocinas
pré-inflamatorias pode aumentar a producéo de acido nitrico. A inibicéo
desta enzima leva a uma diminuicdo do fluxo sanguineo e da exsudacédo
plasmatica. Inibem a inducdo do gene codificador do COX-2 (Ciclo-
Oxigenase 2) em mondcitos, além de inibir a transcricdo de uma forma
de fosfolipase A2 induzida por citocinas. Reduzem a ativacédo,
proliferacdo e a sobrevivéncia de eosindfilos e linfécitos T, além de
bloguear a liberagdo de vaérias citocinas (IL-2, I1L-3, IL-4, IL-5, IL-13),
gue sdo importantes no recrutamento e sobrevivéncia de células
envolvidas no processo inflamatorio. Este processo leva a morte celular
programada ou apoptose. O mecanismo molecular de inducdo de
apoptose pelos glicocorticoides é incerto. Por outro lado o0s
glicocorticoides diminuem a apoptose e aumentam a sobrevida de
neutrofilos. Ao mesmo tempo, os glicocorticdides inibem o acimulo de
neutrofilos nos sitios da inflamacdo. Em relacéo as células envolvidas na
resposta inflamat6ria em si, os glicocorticéides inibem a liberacdo de
citocinas de macrofagos (Barnes, 1998).

Estudos demonstram que a dexametasona promove a reparagdo
de nervos periféricos num modelo animal de lesdo do nervo ciatico,
através da inibicdo da infiltracdo de células CD3-positivas, bem como
sobre a regulacdo da expressdo de GAP-43. Estes resultados fornecem
uma nova Visdo sobre os efeitos neuroprotetores e neurotréficos da
dexametasona e apoia essa terapia clinica em lesdo do nervo periférico
(Feng e Yuan, 2015). Outro estudo, demonstrou que a dexametasona
combinada com outros antibioticos leva a diminuicdo das concentracoes
de UIL-6 e UIL-8 durante a fase aguda da pielonefrite em comparacéo
com a terapia de antibiético padrdo (Sharifian et al., 2008).

A dexametasona também pode estar envolvida na regulacdo tanto
transcelular e via paracelular, conforme sugere um estudo realizado para
determinar se a mesma teve um efeito nos canais de K" ativados por
Ca’* e proteina ocludina na BHE do tumor. Usando um modelo de
glioma de cérebro de rato, descobriu-se que a expressdo da proteina K e
canais de proteina ocludina foi significativamente aumentada no tecido
do tumor cerebral depois do tratamento com dexametasona durante 3
dias. Em comparacgdo com o grupo controle, os niveis de corante azul de
Evans foi grandemente atenuado nos animais tratados com
dexametasona (Gu et al., 2009).
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1.5 JUSTIFICATIVA

Pacientes com DXB mostram extensos danos no cérebro,
apresentando edema cerebral generalizado, que quando ndo tratado
podem evoluir para disfuncdo neurolégica em suas diferentes formas de
expressao. Embora estejam elucidados os varios fenotipos clinicos da
DXB, a fisiopatologia dos danos cerebrais dos pacientes com esta
doenca ainda é pouco conhecida. O equilibrio correto entre as atividades
pré e anti-inflamatdrias é fundamental para a preservacdo da homeostase
do tecido. Estudos em animais tém demonstrado que um desequilibrio
nos AACR, principalmente nos niveis de leucina, esta associado com
uma supressdo da resposta imune (Marshall et al., 1987), sendo estes
capazes de modular a resposta inflamatéria (Coeffier et al., 2001; Huang
et al., 2003a; Huang et al., 2003b; Son et al., 2005; Hubert-Buron et al.,
2006). Além disso, estudos tém proposto que o edema observado nos
pacientes com DXB pode ser caracterizado com um edema vasogénico
global e citotéxico. No entanto, o impacto dos AACR sobre o0s niveis de
citocinas pré e anti-inflamatorias e os mecanismos envolvidos com o
edema cerebral permanecem obscuros. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da administracdo aguda e cronica de
AACR sobre os niveis de citocinas prd e anti-inflamatorias, o edema
cerebral, a atividade da Na*",K*-ATPase e a permeabilidade da BHE em
cérebro de ratos. Considerando que os AACR, acumulados na DXB,
provocam edema cerebral e de que uma terapia mais efetiva é necessaria
para prevenir os danos causados pelo edema cerebral, também
investigou-se a influéncia da administracdo de dexametasona sobre as
alteragdes provocadas pelos AACR.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desta tese foi investigar se a administracao
dos AACR, que se acumulam na DXB, interferem na regulacdo de
processos imunoldgicos/inflamatérios no SNC, causam edema cerebral
e 0S mecanismos responsaveis por esse efeito, bem como avaliar os
efeitos da administracdo de dexametasona sobre as alteracdes
provocadas pelos AACR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

—Avaliar os niveis de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-o e
INF-y) em cortex cerebral, estriado e hipocampo de ratos submetidos a
administragdo aguda e cronica dos AACR.

—Avaliar o efeito da administragdo aguda de AACR sobre o
contetdo de agua em hipocampo e cortex cerebral de ratos com 10 dias
de idade, e a influéncia da administracdo de dexametasona sobre as
alteracGes provocadas pelos AACR.

—Avaliar o efeito da administracdo aguda de AACR, sobre a
permeabilidade da BHE ao corante Evan’s blue e a fluoresceina de Na®,
a atividade da Na*,K*-ATPase e os niveis de citocinas (IL-1p, IL-6, IL-
10 e TNF-a) em hipocampo e c6rtex cerebral de ratos com 10 dias de
idade, bem como a influéncia da administragdo de dexametasona sobre
as alteracOes provocadas pelos AACR.
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3 METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as recomendac@es internacionais para o cuidado e o0 uso de
animais de laboratério, além das recomendagdes para o uso de animais
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), lei Arouca
n°® 11.794/2008. Este projeto foi executado apOs aprovacdo pela
Comisséo de Etica para 0 Uso de Animais (CEUA) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, sob os protocolos nimero 83/2012 e 87/2013-
2 (anexo 1).

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

3.1 MODELO QUIMICAMENTE INDUZIDO DE DXB

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

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

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

Protocolo 1 - Administracdo aguda e crdnica de AACR em
ratos durante o seu desenvolvimento: Neste protocolo experimental
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ratos de 7, 10 e 30 dias de idade foram divididos em 2 grupos. Grupo 1:
Salina e Grupo 2: AACR.

Para administragdo aguda, ratos infantes (10 dias) e jovens (30
dias) receberam trés administracGes de um pool de AACR (15,8 ul/g),
com intervalo de 1 hora entre as administrag@es, por via subcutanea. Os
animais do grupo controle foram submetidos ao mesmo protocolo,
porém receberam solucdo salina 0,9% (Esquema 1).

Ratos Wistar 10 e 30 dias

| on Ih 2hs 3bs |
AACR(158ple)  AACR(158plg)  AACR (158 plg)
ou ou ou
. 0'} - o : o,
Salina (0,9%) Salina (0,9%) Salina (0,9%) Anilises
Grupo 1: Controle (salina) Bioquimicas

Grupo 2: AACR (pool AACR)
Esquema 1: Protocolo agudo em animais de 10 e 30 dias de idade.

Para a administragdo cronica, ratos infantes (7 dias) receberam
duas administracdes diarias de um pool de AACR (15,8 uL/g), com
intervalo de 12 horas entre as administragcdes, por via subcutanea,
durante 21 dias. Os animais do grupo controle foram submetidos ao
mesmo protocolo, porém receberam solugdo salina 0,9% (Esquema 2).

|
27 28°
12 horas

AACR (15,8 ulig) ou Salina (0,9%)
12/12 horas via subcutinea

Grupo 1: Controle (salina)
Grupo 2: AACR (pool AACR)
Esquema 2: Protocolo cronico, os animais foram submetidos ao protocolo
experimental do 7° ao 27° dia de vida.

Analises Biogquimicas

Protocolo 2 - Administracdo aguda de AACR e dexametasona
em ratos infantes: Para tal protocolo experimental ratos Wistar de 10
dias de idade foram divididos em 3 grupos. Grupo 1: Salina + Salina;
Grupo 2: AACR + Salina e Grupo 3: AACR + Dexametasona.



55

Ratos infantes (10 dias) receberam trés administracfes
subcutaneas, com intervalo de uma hora entre elas, de um pool de
AACR (15,8 ul/g) ou salina (grupo controle). Uma hora apos a primeira
administracdo, tanto os animais do grupo AACR, gquanto os animais do
grupo salina, foram divididos em dois subgrupos, e submetidos a uma
Unica administracdo intraperitoneal de dexametasona (0,7 mg/kg) ou
salina (Cassol et al., 2010; Barichello et al., 2011) (Esquema 3).

Ratos Wistar 10 dias

| on 1h 2hs 3hs |
AACR(158plg)  AACR(158plig)  AACR (158 plg)
ou + Salina {0,9%) ou
i o : L]
Salina (0,9%) ou Salina (0,9%) Andlises
Salina (0,9%) i
+ Salina (0,9%) loquimicas

ou
AACR (15.8 plig)
+ Dexametasona (0,7 mg/'kg)

Grupol: Salina(s.c.)+5Salina(i.p.}
Grupo2: AACR(s.c.)+Salina(i.p.)

Esquema 3: Protocolo agudo em animais de 10 dias de idade, os animais
foram submetidos ao tratamento com dexametasona.

3.3 DOSAGEM DE CITOCINAS

Uma hora ap6s a Gltima administracdo (administracdo aguda -
protocolos experimentais 1 e 2) e doze horas apés a Ultima
administracdo (administracdo cronica — protocolo experimental 1) os
animais sofreram eutanasia por decapitacdo, e 0 hipocampo, estriado e
cortex cerebral foram isolados e homogeneizadas em tampédo fosfato-
salina (PBS) gelado (pH 7,4). Posteriormente, 0 homogeneizado foi
centrifugado a 800 x g por 10 minutos, o sobrenadante obtido foi
separado e a proteina determinada pelo método de Lowry et al. (1951)
usando albumina sérica bovina como padrao.
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As concentracGes de citocinas foram mensuradas com a utilizagdo
de kits comerciais (Peprotech® e Life Technologies®) por meio dos
sobrenadantes. Para tal, placas de 96 pogos foram sensibilizadas com
100 pL de anticorpo monoclonal anti-rato I1L-13, IL-6, IL-10, TNF-a e
INF-y (anticorpos de captura) e incubadas overnight (a 4°C). Apds este
periodo, os pogos foram lavados por 3 vezes com tampao de lavagem
(0,05% Tween 20 em PBS pH 7,2). Posteriormente, as placas foram
bloqueadas com 200 pL de solucdo de blogueio (1% de BSA) em PBS
pH 7,2 e incubadas por 4 horas em temperatura ambiente, a fim de evitar
ligagdes inespecificas. Apds o término da incubacdo, os pogos foram
novamente lavados conforme anteriormente descritos. Apos as lavagens,
100 pL de amostras e/ou padrfes diluidos previamente em solugéo
padrdo de dilui¢do (0,05% de Tween 20; 0,1% de BSA em PBS pH 7,2)
foram adicionados aos pocos em duplicata. As placas foram cobertas e
novamente incubadas overnight (a 4°C). Apdés este periodo, 0s pocos
foram lavados e adicionados 100 pL dos anticorpos de deteccdo anti-
rato biotinilados IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-o. e INF-y, previamente
diluidos em solucéo padrdo de diluigdo. As placas foram incubadas por
2 horas em temperatura ambiente. Os pogos foram lavados e apds o
processo de lavagem, 100 uL do polimero esptreptavidina peroxidase
foram adicionados aos pocos, sendo as placas cobertas por papel
aluminio e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos a
incubacgdo, os pocos foram lavados por 5 vezes com o tampdo de
lavagem e 100 pL da solugdo substrato TMB foram adicionados,
seguido de incubagdo por mais 30 minutos em temperatura ambiente,
evitando contato direto com a luz. A reacdo foi interrompida com a
adicdo de 50 pL de solugdo de éacido cloridrico (HCI) 2N sobre os
pogos, reacao esta caracterizada por mudanca de coloragdo azulada para
amarelada. Imediatamente apds, as placas foram lidas foram lidos com o
auxilio de um espectrofotdmetro Spectramax M2 utilizando filtro de 450
nm.

3.4 CONTEUDO DE AGUA CEREBRAL

A avaliacdo do edema cerebral foi realizada pelo método de
secagem e pesagem com base no registro do teor de agua no cérebro
(Durmaz et al., 2003). Uma hora ap6s a ultima administracdo dos
AACR, os animais do protocolo experimental 2 sofreram eutanasia por
decapitacdo e o coértex cerebral e hipocampo foram isolados.
Imediatamente apds, o tecido cerebral foi colocado sobre um papel filtro
para a remocdo do excesso de &gua. Posteriormente os mesmos foram
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colocados em cépsulas de porcelana, previamente seca em estufa, e
pesados. Em seguida, o tecido cerebral na cépsula de porcelana foi
colocado em uma incubadora com temperatura e unidade constantes
durante 24 horas a 100 °C. Apos vinte e quatro horas o cérebro seco na
capsula de porcelana foi pesado novamente. A percentagem de agua foi
calculada de acordo com a seguinte formula: % de H,O = [(peso Umido -
peso seco) / peso Umido] X 100.

3.5 AVALIAGAO DA ATIVIDADE DA NA" K*-ATPase

Uma hora apds a dltima administracdo dos AACR, os animais do
protocolo experimental 2 sofreram eutanasia por decapitacdo, o cérebro
foi rapidamente removido, e o0 hipocampo e cortex cerebral isolados e
homogeneizados em solucdo de sacarose 0,32 mM (1:10, p/v), contendo
HEPES 5,0 mM e EDTA 1,0 mM, pH 7,5. Os homogeneizados foram
centrifugados a 1000 x g durante 10 minutos e 0s sobrenadantes foram
utilizados para determinacdo da atividade da Na’ K'-ATPase. A
proteina foi medida pelo método de Lowry et al. (1951) utilizando
albumina de soro bovino como padréo.

A mistura de reacdo para a avaliagdo da atividade da Na',K'-
ATPase continha MgCl, 5,0 mM, NaCl 80,0 mM, KCI 20,0 mM e Tris-
HCI 40,0 mM, pH 7,4, em um volume final de 200 pL. Ap6s 10 minutos
de pré-incubacéo a 37°C, a reacao foi iniciada pela adi¢do de adenosina
trifosfato (ATP) até uma concentracdo final de 3,0 mM, e foi incubada
durante 20 minutos. Os controles foram efetuados sob as mesmas
condi¢des, com a adicdo de 1,0 mM de ouabaina. A atividade da
Na",K*-ATPase foi calculada pela diferenca entre os dois ensaios de
acordo com o método de Wyse et al. (2000).

3.6 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE DA BARREIRA
HEMATOENCEFALICA

A avaliagdo da permeabilidade da BHE foi realizada utilizando o
corante de Evan’s blue (peso molecular de 961 kDA) e o corante
fluoresceina de Na® (peso molecular 332 kDA). Ap6s a Ultima
administracdo do pool de AACR ou salina, os animais do protocolo
experimental 2 receberam uma tnica injegdo de Evan’s blue a 1%
(peso/volume em PBS, intraperitoneal) (Coimbra et al., 2007) ou
fluoresceina de Na" (20 mg/kg em PBS, intraperitoneal) (Yokoo et al.,
2012). Uma hora apds, os animais foram anestesiados com cetamina (80
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e perfundidos com salina heparinizada (1
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U/mL) através do ventriculo esquerdo a uma pressdo de 100 mmHg até
a obtencéo de um liquido de perfuséo incolor pelo atrio direito (Belayev
et al., 1996).

Imediatamente apos a reperfusdo, os animais foram decapitados,
e 0 hipocampo e cortex cerebral foram isolados. Posteriomente, as
estruturas foram pesadas e homogeneizadas numa solucdo de
tricloroacético a 50% e aliquotas foram separadas para avaliacdo do teor
de Evan’s Blue e fluoresceina de Na*. Uma aliquota foi neutralizada
com NaOH 5N e medida por fluorimetria (excitacdo 485 nm, emissdo
538 nm) para determinagdo de fluoresceina de Na’. A outra aliquota foi
centrifugada durante 10 minutos a 10.000 x g (4°C), o sobrenadante foi
diluido em etanol (1:3), e a fluorescéncia foi quantificada usando um
leitor de microplacas de fluorescéncia (SprectraMax M2) (excitacao:
620 nm, emissdo: 680 nm). Os calculos do valor de amostra foram
baseados em padrdes de corante Evan’s blue e fluoresceina de Na'
misturados com o mesmo solvente (Uyama et al., 1988; Yokoo et al.,
2012).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como a média + desvio padrao.
Os testes para determinar a normalidade e igualdade de variancia foram
realizados para verificar se os dados estavam qualificados para a
realizacdo de testes estatisticos paramétricos. Os dados foram
distribuidos normalmente (Shapiro-Wilk, p > 0,05) com variancias
iguais entre as amostras (teste de igualdade de variancias, p > 0,05). Por
isso, foi utilizado o teste t de Student para a comparagdo de duas médias.
Para comparacdo de trés ou mais médias foi utilizada andlise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguido de Post Hoc Tukey e as
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p <
0,05. Todas as analises foram realizadas em um computador compativel
com IBM usando o software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) (Armonk, New York, USA).
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4 RESULTADOS

Primeiro, analisou-se o0s efeitos da administracdo aguda dos
AACR sobre os niveis de citocinas pro e anti-inflamatérias no cortex
cerebral, hipocampo e estriado em ratos com 10 e 30 dias de idade.
Demonstrou-se que a administracdo aguda de AACR em animais com
10 dias de idade causou uma diminuicdo significativa nos niveis de IL-
10 apenas no hipocampo (Figura 2A). A administracdo de AACR em
animais de 30 dias de idade ndo causou alteracGes significativas no
hipocampo, cortex cerebral e estriado, quando comparados com o grupo
de controle (Figura 2B).
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Figura 2: Efeito da administragdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis de IL-10 no hipocampo, estriado e
cortex cerebral de ratos de 10 dias de idade (A) e 30 dias de idade (B). Os
dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. *
p < 0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).

Posteriormente, observou-se que a administracdo aguda de
AACR em animais com 10 dias de idade aumentou os niveis de IL-1pB ¢
IL-6 no cértex cerebral, enquanto que no hipocampo observou-se um
aumento apenas nos niveis de IL-6. Além disso, ndo foram observadas
alteragdes significativas nos niveis de IL-1p ¢ IL-6 no estriado, quando
comparados com o grupo de controle (Figura 3A e 3C). Por outro lado,
0s niveis de IL-1B e IL-6 ndo foram alterados significativamente no
hipocampo, cortex cerebral e estriado apds a administracdo de AACR
em animais de 30 dias (Figura 3B e 3D).
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Figura 3: Efeito da administragdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis de IL-1p e IL-6 no hipocampo, estriado
e cortex cerebral de ratos de 10 dias de idade (A/C) e 30 dias de idade
(B/D). Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais
por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).

Por fim, observou-se que a administracdo de aguda AACR
causou um aumento nos niveis de TNF-o no cortex cerebral em animais
com 10 dias de idade (Figura 4A), enquanto que os niveis de TNF-a ndo
foram alterados nos animais com 30 dias de idade (Figura 4B). Além
disso, ndo foram observadas alteragdes significativas nos niveis de INF-
vy de animais com 10 e 30 dias de idade, quando comparados com o
grupo controle (Figura 4C e 4D).
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Figura 4: Efeito da administragdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis de TNF-a e INF-y no hipocampo,
estriado e cortex cerebral de ratos de 10 dias de idade (A/C) e 30 dias de
idade (B/D). Os dados s&o expressos como média + desvio padrdo para 5-6
animais por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo controle (teste t de Student).

No presente trabalho também foi investigado o efeito da
administracdo cronica de AACR sobre os niveis de citocinas pré e anti-
inflamatdrias no cortex cerebral, hipocampo e estriado de ratos. A
Figura 5 demonstra que apés a administracdo de AACR os niveis de IL-
10 foram diminuidos significativamente no hipocampo, quando
comparados com o grupo controle. Enquanto que os niveis de IL-10 nédo
foram alterados no estriado e cortex cerebral (Figura 5).
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Figura 5: Efeito da administragdo crbnica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis de IL-10 no hipocampo, estriado e
cortex cerebral de ratos durante seu desenvolvimento. Os dados séo
expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. * p < 0,05
comparado ao grupo controle (teste de Tukey).

Quando avaliado os niveis de IL-1B e IL-6, observou-se que
diferentemente da administragdo aguda, quando o0s animais foram
submetidos a administracdo crénica de AACR houve uma diminuicdo
significativa nos niveis de IL-1p no cortex cerebral, enquanto que no
hipocampo e no estriado ndo foram observadas alteragdes significativas
(Figura 6A). Além disso, demonstrou-se também que os niveis de IL-6
foram diminuidos significativamente no hipocampo e no cortex cerebral,
guando comparados com o grupo controle (Figura 6B).
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Figura 6: Efeito da administracdo crbnica de amino&cidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis de IL-1p (A) e IL-6 (B) no hipocampo,
estriado e cortex cerebral de ratos durante seu desenvolvimento. Os dados
s80 expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. * p <
0,05 comparado ao grupo controle (teste de Tukey).

Com relagdo aos niveis TNF-o e INF-y, observou-se que a
administragdo cronica de AACR ndo alterou os niveis de TNF-o no
hipocampo, estriado e cértex cerebral, quando comparados com o grupo
controle (Figura 7A). Por outro lado, a administra¢do cronica de AACR
causou uma diminuigdo significativa nos niveis de INF-y no hipocampo
e no coértex cerebral, enquanto que no estriado ndao foram observadas
alterac@es significativas (Figura 7B).
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Figura 7: Efeito da administragdo crbnica de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre os niveis de TNF-a (A) e INF-y (B) no
hipocampo, estriado e cOrtex cerebral de ratos durante seu
desenvolvimento. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 5-
6 animais por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo controle (teste de Tukey).

O préximo passo do estudo foi avaliar o efeito da administracdo
aguda de AACR sobre o conteudo de agua, a atividade da Na*,K'-
ATPase e a permeabilidade da BHE aos corantes Evan’s blue € a
fluoresceina de Na* em hipocampo e cortex cerebral de ratos com 10
dias de idade, e a influéncia da administracdo de dexametasona sobre as
alteragdes provocadas pelos AACR. Os resultados do presente estudo
demonstram que a administracdo de aguda de AACR em animais com
10 dias de idade causou edema cerebral observado pelo aumento do teor
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em éagua no cérebro, e tratamento com dexametasona foi capaz de
prevenir o edema cerebral (Figura 8).
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Figura 8: Efeito da administragdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e dexametasona (Dexa) sobre o contetdo de agua no
cérebro de ratos de 10 dias de idade. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo
Controle + Sal. # p < 0,05 comparado ao grupo H-AACR + Sal (teste de
Tukey).

Além disso, demonstrou-se que a administracdo aguda de AACR
em animais com 10 dias de idade causou uma diminuicdo significativa
na atividade da Na’,K'-ATPase no hipocampo e no cortex cerebral,
guando comparado ao grupo controle. Por outro lado, a administracéo
de dexametrasona foi capaz de prevenir a inibicdo da atividade da
Na’ K*-ATPase, tanto no hipocampo, quanto no cortex cerebral (Figura
9).
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Figura 9: Efeito da administracdo aguda de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e dexametasona (Dexa) sobre a atividade da Na',K'-
ATPase em hipocampo e cOrtex cerebral de ratos de 10 dias de idade. Os
dados sdo expressos como média + desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. *
p < 0,05 comparado ao grupo Controle + Sal. # p < 0,05 comparado ao grupo H-
AACR + Sal (teste de Tukey).

A permeabilidade da BHE aos corantes Evan’s blue (peso
molecular 961 Da) e a fluoresceina de Na* (peso molecular 376 Da)
também foi avaliada. A figura 10A demonstra que a administracdo
aguda de AACR ndo causou alteragdes significativas no contetido de
Evan’s Blue no hipocampo e cortex cerebral, quando comparados ao
grupo controle. Entretanto, quando avaliado o conteldo de fluoresceina
de Na’, observou-se um aumento significativo no hipocampo e no
cortex cerebral apdés a administracdo de AACR, e a administracdo de
dexametasona foi capaz de manter conteido de fluoresceina de Na
similar ao grupo controle (Figura 10B).
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Figura 10: Efeito da administracdo aguda de aminodcidos de cadeia
ramificada (AACR) e dexametasona (Dexa) sobre o conteldo de Evan’s
Blue (A) e o conteudo de fluoresceina de sodio (B) em hipocampo e cortex
cerebral de ratos de 10 dias de idade. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrdo para 5-6 animais por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo
Controle + Sal. # p < 0,05 comparado ao grupo H-AACR + Sal (teste de
Tukey).

Por fim, avaliou-se os efeitos do tratamento com dexametasona
sobre os niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias, em animais com 10
dias de idade submetidos & administracdo aguda de AACR. Os
resultados demonstram que o tratamento com dexametasona foi capaz
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de impedir o aumento nos niveis de IL-1p e TNF-a no cortex cerebral
(Figura 11A e 11D, respectivamente), bem como o aumento nos niveis
de IL-6 no hipocampo e cortex cerebral (Figura 11B). Entretanto, o
tratamento com dexametasona ndo foi capaz de impedir a diminuicdo
nos niveis de 1L-10 causada pela administracdo de AACR (Figura 11C).
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Figura 11: Efeito da administracéo de dexametasona (Dexa) sobre o0s niveis
de IL-1p (A), IL-6 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) em hipocampo e cértex
cerebral de ratos de 10 dias de idade submetidos a administracdo aguda de
aminoacidos de cadeia ramificada (AACR). Os dados sd0 expressos como
média + desvio padréo para 5-6 animais por grupo. * p < 0,05 comparado ao
grupo Controle + Salina. # p < 0,05 comparado ao grupo H-AACR + Salina
(teste de Tukey).
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5 DISCUSSAO

Pacientes com DXB apresentam uma manifestacdo clinica
variavel, podendo ser observada a presenca de edema generalizado,
hipomielinizacdo e desmielinizagdo no SNC desses pacientes,
resultando em atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e disfungédo
neurolégica em suas diferentes formas de expressdo (Chuang e Shih,
2001; Schonberger et al., 2004). Entretanto, 0 exato mecanismo dos
danos provocados pelos AACR permanece incerto, mesmo com muitos
estudos realizados na tentativa de melhor compreender as alteracfes
encontradas nessa doenca. Estudos tém demonstrado que a leucina e/ou
o seu a-cetoacido causam uma sindrome neuroquimica complexa que
altera o acumulo de proteinas do cérebro, a sintese de
neurotransmissores, a regulacdo do volume celular, o crescimento dos
neurdnios e a sintese de mielina (Gjedde e Crone, 1983; Smith e
Takasato, 1986; Kamei et al., 1992; Boado et al., 1999; Aradjo et al.,
2001; Killian e Chikhale, 2001; Zinnanti et al., 2009). Além disso,
estudos tém demonstrado que os AACR e seus respectivos a-cetodcidos
causam disfuncdo mitocondrial e deplecdo energética (Howeel e Lee,
1963; Danner e Elsas, 1989; Pilla et al., 2003, Sgaravati et al., 2003;
Ribeiro et al., 2008; Amaral et al., 2010; de Franceschi et al., 2013),
induzem estresse oxidativo (Fontella et al., 2002; Bridi et al., 2003;
Bridi et al., 2005; Barschak et al., 2006; Mescka et al., 2011), causam
apoptose de células neurais (Jouvet et al., 2000a; Jouvet et al., 2000b),
alteram os niveis de neurotrofinas, como o fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) e o fator de crescimento neural (NGF) (Scaini et al.,
2013a; Scaini et al., 2013b; Scaini et al., 2014a), podendo causar
alteragdes ~ comportamentais como comprometimento cognitivo,
depresséo e deterioracdo do conhecimento (Scaini et al., 2012a; Scaini et
al., 2013a; Scaini et al., 2014b).

Como ja mencionado anteriormente, estudos tém demonstrado
gue varios aminoacidos sdo capazes de modular a resposta inflamatéria
(Coeffier et al., 2001; Huang et al., 2003a; Huang et al., 2003b; Son et
al., 2005; Hubert-Buron et al., 2006). Marshall et al. (1987)
demonstraram que um desequilibrio nos AACR, principalmente nos
niveis de leucina, esta associado com uma supressao da resposta imune.
Por fim, Calder (2006), em um artigo de revisdo, concluiu que AACR
sdo absolutamente essenciais para a capacidade de resposta dos
linfocitos e sdo necessarios para apoiar outras funcBes das células
imunes. Entretanto, ndo ha estudos que avaliem o impacto dos AACR
sobre a resposta imunoldgica no SNC.
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No presente estudo, observou-se que a administragdo aguda de
AACR aumentou os niveis de IL-1p ¢ TNF-a no cortex cerebral, mas
ndo o hipocampo de ratos infantis. No entanto, os niveis de IL-6 foram
aumentados no hipocampo e no cértex cerebral, enquanto que os niveis
de 1L-10 diminuiram apenas no hipocampo. Em contraste, os niveis de
IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a ndo foram significativamente afetados pelos
AACR em ratos jovens. As citocinas sdo mediadores da inflamacéo,
liberadas por tipos celulares diferentes que regulam uma grande
variedade de processos metabolicos, inflamatdrios e regenerativos (Ott
et al., 1994). O TNF-a ¢ considerado um importante indicador de
inflamac&o local e induz a sintese de outras citocinas prd-inflamatorias
(Lucas et al., 2006). A IL-1B aumenta a expressdo de quase todas as
outras citocinas, como TNF-a e IL-6, e de quimiocinas, bem como
moléculas de adesdo, enquanto que a IL-6 faz parte dos processos da
imunidade inata e da adquirida, estimulando a secrecdo de proteinas de
fase aguda pelo figado (Hirota et al., 2005). Por outro lado, a IL-10 é
uma citocina anti-inflamatéria, que afeta a funcdo dos macréfagos
promovendo a diminui¢do de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 e IFN-y (Malefyt
et al., 1991). Assim, os resultados do presente estudo sugerem um
importante papel dos AACR em desencadear uma resposta inflamatoria
sistémica causada pelo aumento de citocinas pro-inflamatdrias e pela
reducdo de citocinas anti-inflamatorias.

O equilibrio correto entre as atividades pré e anti-inflamatorios é
fundamental para a preservacdo da homeostase do tecido, e varios
estimulos locais podem perturbar este equilibrio, resultando em danos
cerebrais significativos, incluindo prejuizo para os axdnios e para
mielina e uma perda de oligodendrocitos e neurbnios (Tayal e Kalra,
2008; Wee Yong, 2010). Estudos tém demonstrado que citocinas pro-
inflamatdrias provavelmente contribuem para o dano neuronal
observado em algumas doencas neurodegenerativas (Lerouet et al.,
2002; Wyss-Coray e Mucke, 2002; Liu e Hong, 2003; Lucas et al.,
2006). Deste modo, pode-se sugerir que niveis anormais dessas
moléculas durante periodos criticos de desenvolvimento inicial do
cérebro podem afetar adversamente 0s processos de desenvolvimento
neurolégico e contribuir para uma maior susceptibilidade a distlrbios
cerebrais. Assim, é possivel que as alteragdes no perfil das citocinas
descritas neste estudo possam contribuir para o prejuizo na memoria
observado em ratos submetidos & administracdo de AACR (Scaini et al.,
2012a; Scaini et al.,, 2013a), bem como em pacientes cujo dano
cognitivo é frequentemente observado nessa doenca (Walsh e Scott,
2010).
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Embora 0os mecanismos precisos da acdo dos AACR sobre o
processo inflamatdério ndo estejam totalmente compreendidos, sabe-se
gue o estresse oxidativo possui uma estreita relagdo com a infiltracdo de
células inflamatérias, uma vez que o estresse oxidativo tem sido
relacionado com a ativacdo de vias de sinalizacdo pré-inflamatdrias,
incluindo a via do NF-xp (Li e Karin, 1999; Gutteridge e Halliwell,
2007). De fato, estudos em pacientes e em modelos animais de DXB
demonstram peroxidacdo lipidica, dano a proteinas e reducdo das
defesas antioxidantes enziméticas e ndo enziméticas (Fontella et al.,
2002; Bridi et al., 2003; Bridi et al., 2005; Barschak et al., 2006; Mescka
et al., 2011). Assim, pode-se sugerir que o aumento de citocinas pro-
inflamatdrias observado ap6s a administracdo aguda de AACR pode
estar relacionado ao estresse oxidativo ocasionado pelo acumulo destes
aminoacidos. Outro mecanismo envolvido no aumento dos niveis de
citocinas pode estar relacionado com a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Estudos tém sugerido que acetilcolina pode
inibir a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, podendo ser
considerada um regulador inflamatério (Borovikova et al., 2000; Pollak
et al., 2005). Hofer et al. (2008) demonstraram que a administracdo de
inibidores de AChE reduz os niveis séricos de citocinas pro-
inflamatoérias em um modelo experimental de sepse. Assim um aumento
na atividade da AChE pode causar um prejuizo na capacidade da
acetilcolina na regulacdo do processo inflamatério, o que pode estar
relacionado com 0 aumento nos niveis das citocinas observadas nesse
estudo. Corroborando com essa hipdtese, Scaini et al. (2012b)
demonstrou que os AACR aumentam a atividade da AChE em cérebro
de ratos.

O proximo passo deste estudo foi avaliar os niveis de citocinas
apos a administracdo cronica de AACR. Curiosamente, observagdes do
presente estudo contrastam com a administragdo aguda, visto que a
administragdo repetida de AACR causou uma diminui¢do nos niveis de
IL-1B e IL-6 no cortex cerebral, enquanto que no hipocampo observou-
se uma diminui¢do nos niveis de IL-6, IL-10 e IFN-y. Estes resultados
sdo consistentes com achados anteriores que sugerem que 0s AACR
estdo associados com uma supressdo da resposta imune.

De Simone et al. (2013) demonstraram que a exposicao a niveis
elevados de AACR altera as propriedades imunoldgicas da micrdglia, a
principal célula imunocompetente do parénquima cerebral. Estes autores
demonstraram que culturas de microglias expostas aos AACR
apresentam uma menor expressdo dos genes do fenétipo microglial pro-
inflamatério (IL-1p, TNF-a e iNOS), e um fenotipo peculiar
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caracterizado por uma inclinacdo parcial para o fenétipo microglial anti-
inflamatdrio, com maior expressdo de 1L-10 e atividade fagocitica, mas
também um aumento na producgdo de radicais livres e uma diminuicao
nas funcdes neuroprotetoras, sugerindo que a alteragdo nesses fenotipos
pode resultar em uma resposta microglial menos eficiente, o que
promove a criagdo de uma inflamacdo cronica de baixo grau,
aumentando a probabilidade de neurodegeneracdo. Chevalier et al.
(1977) também demonstraram que um excesso de leucina em ratos
submetidos a uma dieta contendo uma quantidade menor do que o
normal de proteinas resulta em disfungdo imunolégica, observado por
uma diminuicdo marcada no nudmero de células formadoras de placas e
na formacéo de roseta no bagco, bem como uma diminuicdo na resposta
de anticorpos no soro para a imunizacdo com glébulos vermelhos de
ovelha.

Tomados em conjunto os resultados deste estudo, pode-se sugerir
gue 0 aumento nos niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a apds a administragdo
aguda de AACR pode ter ocorrido em resposta ao estresse oxidativo e
ao aumento da atividade da AChE causados pelos AACR. Entretanto,
ndo se pode descartar a hipotese de que o aumento no perfil pré-
inflamatdrio tenha ocorrido em resposta a um insulto primario causada
pelo excesso de AACR, visto que a neuroinflamacéo também pode ser
benéfica, promovendo a neuroprotecdo, através da mobilizacdo de
precursores neurais para o reparo, bem como a remielinizacdo e a
regeneracdo axonal (Wee Yong, 2010). No entanto, a administracdo
crbnica de AACR demonstrou efeitos imunossupressores, podendo
resultar em uma resposta menos eficiente a um dano local e ao
estabelecimento de um estado inflamatério de baixo grau (Figura 12).

Por fim, o Ultimo passo deste estudo buscou avaliar se
administracdo aguda de AACR causam edema cerebral e 0s mecanismos
responsaveis por esse efeito. Embora a fisiopatologia subjacente a
deterioragdo neuroldgica em pacientes com DXB ndo seja totalmente
entendida, as mudancas radioldgicas estdo bem caracterizadas. O padrédo
tipico comeca com um marcado de edema cerebral generalizado
iniciando no final da primeira semana de vida, o que, em seguida,
progride para edema mais grave, afetando principalmente a substancia
branca cerebelar profunda, tronco cerebral dorsal, pedinculo cerebelar e
membro dorsal da capsula interna (Brismar et al., 1990).
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Figura 12: Figura representativa dos efeitos dos aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) sobre 0s niveis de citocinas em cérebro de ratos durante o
seu desenvolvimento (do autor, 2015).

Neste trabalho, foi demonstrado que os animais submetidos a um
modelo animal de DXB apresentaram um aumento no teor de agua no
cérebro, sugerindo edema cerebral. Ao investigar 0s mecanismos
responsaveis pela formacdo do edema cerebral, descobriu-se uma
associacdo entre os AACR, a atividade da Na',K'-ATPase e a
permeabilidade da BHE, visto que administracdo aguda de AACR
causou uma inibicdo na atividade da Na’ K'-ATPase, bem como
aumentou a permeabilidade da BHE a moléculas pequenas. Assim, 0s
nossos resultados corroboram com estudos anteriores que mostram que
0 edema cerebral, que ocorre durante as crises de descompensacao
metabdlica em pacientes com DXB, inclui tanto 0 edema vasogénico,
guanto o edema citotoxico (Jan et al., 2003; Righini et al., 2003).

Os mecanismos responséaveis pela inibicdo da Na® K'-ATPase
causada pelos AACR sdo pouco conhecidos, entretanto, é tentador
especular, que a inibicdo da atividade da Na',K'-ATPase pode ser um
resultado do excesso de ERO, resultando na oxidacdo de grupos tiois na
estrutura da enzima que sdo fundamentais para a sua funcdo. De fato,
estudos tém demonstrado que a atividade da enzima Na* K'-ATPase é
diminuida pela peroxidacdo lipidica (Mishra et al., 1989; Viani et al.,
1991) e que os grupos tidis presentes na estrutura da enzima sdo
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altamente susceptiveis ao estresse oxidativo (Yufu et al., 1993). Além
disso, autores também sugerem que as propriedades estruturais e
composicao lipidica da membrana de sinaptossomas sdo essenciais para
a atividade da enzima, assim alteracGes na fluidez da membrana séo
capazes de reduzir a atividade desta enzima (Yousef et al., 2002;
Kamboj et al., 2009). Outro possivel mecanismo esté relacionado com a
disfuncdo mitocondrial e deplecdo energética, uma vez que a diminui¢do
nos niveis de ATP podem prejudicar a atividade da enzima Na*,K'-
ATPase, visto que essa enzima consome 40-50% do ATP produzido no
cérebro (Less, 1991; Ericinska et al., 2004). Corroborando com esta
hipotese, estudos anteriores demonstraram que os AACR so inibidores
do metabolismo oxidativo, resultando na disfuncéo do Ciclo de Krebs e
da cadeia respiratéria mitocondrial, e esta deplecdo de energia pode
resultar em perda da funcdo da Na*,K*-ATPase levando a um inchaco
celular e edema cerebral (Zinnanti et al., 2009). Além disso, uma das
principais caracteristicas da DXB é um aumento da producdo de ERO
nos érgdos afetados, incluindo o cérebro (Bridi et al., 2003; Bridi et al.,
2005; Fontella et al., 2002; Barschak et al., 2006; Mescka et al., 2011).
Apesar do exato mecanismo através do qual os AACR alteram a
permeabilidade da BHE em ratos ainda ser desconhecido, estudos em
modelos animais tém demonstrado uma correlacéo entre o aumento do
estresse oxidativo e a diminuigdo da resisténcia elétrica do endotélio
cerebral, 0 que indica um aumento na permeabilidade da BHE. Além
disso, ERO também fornecem um gatilho comum para muitas vias que
mediam diretamente a ruptura da BHE, tais como danos oxidativos,
modificacdo da juncdo apertada e ativacdo das metaloproteinases de
matriz (de Vries et al., 1993; Overall e Lopez, 2002; Banks, 2005; Pun
et al., 2009). Outro possivel mecanismo pode estar relacionado com as
fungdes imunoldgicas, visto que as citocinas podem induzir o
rompimento da BHE em cultura bovina, indicando que todas as
citocinas ativam as células endoteliais cerebrais para produzirem
eicosandides que, subsequentemente, induzirdo a ruptura da BHE (de
Vries et al., 1993). Além disso, durante as condicGes inflamatorias
ocorre 0 aumento da pinocitose, resultando na disfuncdo das juncOes
apertadas da BHE (Risau e Wolburg, 1990; Huber et al., 2001a; Huber
et al., 2001b). Por fim, alteracdes na permeabilidade da BHE também
pode ser consequéncia da hiperativagdo das metaloproteinases de matriz
(MMP), uma familia de proteases de zinco e célcio-dependentes,
extracelulares que degradam a matriz extracelular e outras proteinas
extracelulares (Romanic et al., 1998; Gidday et al., 2005). Neste sentido,
um estudo publicado por Scaini et al. (2014a) demonstrou que a
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administracdo isolada de AACR ou lipopolissacarideo (LPS) néo causou
um aumento nos niveis de MMP-2 e MMP-9, mas a coadministracéo de
AACR com LPS demonstrou uma ativacdo dessas MMPs em ratos
infantes, sugerindo que a ativagdo de um processo inflamatdrio
associado a altos niveis de AACR pode levar a hiperativacdo das MMP-
2 e MMP-9.

Considerando que o acumulo de metabolitos na DXB provoca
edema cerebral e que uma terapia mais efetiva é necessaria para melhor
prevenir a caracteristica da doenca, o presente estudo também investigou
se a dexametasona é capaz de prevenir o edema cerebral causado pelos
AACR.

A dexametasona é rotineiramente utilizada para o controle do
edema cerebral em pacientes com tumores cerebrais, meningite, acidente
vascular cerebral hemorragico e isquemia cerebral (Galicich e French,
1961; Martos et al., 1995; Bertorelli, 1998; Kaal e Vecht, 2004; Irazuzta
et al., 2005; Bastina et al., 2006; Shaikh et al., 2011; Kostaras et al.,
2014) devido a seu tempo de meia vida mais longo e ao seu baixo efeito
mineralocorticoide, minimizando a retengio de Na® e 4gua
(Nahaczewski et al., 2004; Raslan e Bhardwaj, 2007).

Além disso, estudos tém demonstrado que a dexametasona atua
sobre o receptor de glucocorticoide e é altamente eficaz na reducdo da
permeabilidade BHE (Romero et al., 2003; Weksler et al., 2005;
Calabria et al., 2006; Forster, 2008), da ativacdo de cascatas
inflamatdrias (Auphan et al., 1995; Sapolsky et al., 2000; Raison e
Miller, 2003), do estresse oxidativo (Demopoulos et al., 1972; Hall e
Braughler, 1992; Suzuki et al., 1985; Rajashree e Puvanakrishnan, 1998)
e também na modulagio da Na',K*-ATPase (Kim et al., 2006; Hatou et
al., 2009; Hatou, 2011). Corroborando esses dados, os resultados do
presente estudo demonstraram que a administracdo de dexametasona foi
capaz de prevenir o edema cerebral causado pelos AACR, impedindo a
inibigdo da atividade da Na*,K*-ATPase e 0 aumento da permeabilidade
da BHE.

Vérias vias sdo propostas estar envolvidas nos efeitos da
dexametasona sobre a ruptura da BHE. Estudos tém demonstrado que a
dexametasona influéncia na expressdo das jungdes apertadas, levando a
uma reducdo da permeabilidade da BHE em ratos (Romero et al., 2003;
Calabria et al., 2006), murinos (Forster et al., 2005; Weidenfeller et al.,
2005) e em células endoteliais humanas (Weksler et al., 2005; Forster,
2008). Além disso, a dexametasona também é capaz de aumentar a
regulacdo e desfosforilagdo de proteinas das jungdes apertadas,
incluindo a ocludina e ZO-1, em cultura de células endoteliais
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(Stelwagen et al., 1999; Underwood et al., 1999). Estudos in vitro
revelaram que a dexametasona regula positivamente o inibidor de
MMP-1 e preserva a integridade funcional das juncbes apertadas sob
condicdes pro-inflamatorias, principalmente por manter os niveis de
componentes das juncdes apertadas (ocludina, claudina-1, claudina-12 e
Z0-1) na linha de células endoteliais microvasculares de murino. Além
disso, o tratamento com dexametasona reduz a expressdo da molécula de
adesdo intercelular (ICAM-1) e da proteina de adesdo celular vascular
(VCAM-1) (Gelati et al., 2000; Sloka e Stefanelli, 2005) e regula
positivamente a angiotensina 1 (Ang-1), um fator de estabilizacdo da
BHE, ao passo que regula negativamente o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), um fator de desestabilizagdo da BHE (Kim
et al., 2008).

Com relagdo aos efeitos sobre a atividade da Na*,K'-ATPase,
estudos tém demonstrado que os efeitos reguladores de
glucocorticdides, como a dexametasona, sobre o gene da Na',K'-
ATPase sdo complexos e pode ocorrer através de multiplos mecanismos
especificos, incluindo transcricdo, pos-transcrigdo, tradugdo e regulacéo
da atividade de proteinas (Celsi et al., 1991, 1992; Devarajan e Benz,
2000). Kim et al. (2006) mostraram que o tratamento pds-natal de
cordeiros recém-nascidos com doses relativamente elevadas (0,5 mg/kg)
de dexametasona aumentou a atividade da Na*,K*-ATPase e a expressdo
da subunidade al no cortex cerebral. Estudos também tém mostrado que
a dexametasona estimula a atividade da Na',K'-ATPase em células
endoteliais da cornea de camundongos através da promog¢do da sintese
da Na’,K*-ATPase, do aumento da atividade enzimatica, estimulando a
desfosforilagdo da subunidade al dessa enzima (Hatou et al., 2009;
Hatou, 2011). Além disso, como descrito anteriormente, a inibigdo da
atividade da Na',K*-ATPase pode ser um resultado do excesso de EROs
(Mishra et al., 1989; Viani et al., 1991; Yufu et al., 1993). Deste modo,
¢ tentador especular que a dexametasona pode impedir a inibicdo de
Na® K*-ATPase por diminuir o estresse oxidativo (Tsai et al., 2007;
Lozovoy et al., 2011; Seven et al., 2013), uma vez que a dexametasona
apresenta atividade antiOXIDANTE e aumenta o0s niveis de
antioxidantes enziméticos e ndo-enzimaticos, tais como superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Demopoulos et al., 1972;
Hall e Braughler, 1992; Suzuki et al., 1985; Rajashree e
Puvanakrishnan, 1998).

A dexametasona também demonstrou efeitos sobre o sistema
imunitario, através da inibicdo da sintese, liberagdo e/ou eficacia de
citocinas e outros mediadores que promovem reagBes imunes e
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inflamatdrias (Sapolsky et al., 2000). Estes efeitos sdo devidos a
inibicdo das vias de sinalizacdo do NFkB (Raison e Miller, 2003), visto
que os glucocorticéides induzem a transcri¢do do gene IkBa, o inibidor
citoplasmatico do NF«kB, bloqueando assim a translocagdo de NFkB
para o ndcleo da célula (Auphan et al., 1995; Scheinman et al., 1995),
resultando na inibi¢do da transcricdo de genes de citocinas responsivas
ao NFkB, tais como TNF-o, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12p40 e MIP-1a
(Baeuerle, 1991; Grilli et al., 1993; Grove e Plumb, 1993). Além disso,
a dexametasona pode regular negativamente a cascata inflamatoria
através da inibicdo de migracdo induzida por MIP-1a € a ativagdo dos
neutrofilos (Wolpe e Cerami, 1989). Portanto, os resultados do presente
estudo demonstraram que a administracdo de dexametasona foi capaz de
impedir o aumento nos niveis de IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a, mas ndo a
diminuicéo dos niveis de IL-10.

Tomados em conjunto, os resultados desse estudo revelaram que
a administracdo de AACR em ratos infantes causa edema cerebral,
ruptura da BHE e reducio da atividade da Na*,K*-ATPase. Além disso,
0 tratamento com dexametasona reduziu edema cerebral através da
modulacéo da atividade da Na"K*-ATPase, da permeabilidade da BHE e
dos niveis de citocinas pré-inflamatoras.

Entretanto, varias limitages deste estudo devem ser
consideradas, uma vez que estudos tém demonstrado que a
dexametasona altera o metabolismo dos AACR, por inibir a sintese de
proteina muscular, estimular a quebra de proteina muscular e diminuir o
transporte de aminodcidos no musculo (Shoji e Pennington, 1977,
Rannels et al., 1980; Kayali et al., 1987; Hickson et al., 1995; Auclair et
al., 1997). Por outro lado, estudos também tem demonstrado que a
dexametasona promove o catabolismo de AACR e aumenta 0s niveis
proteicos de subunidades do CDCCR mitocondrial (Wang et al., 1997),
através da estimulacdo da transcricdo dos genes das subunidades E2 e
Ela do CDCCR, e também por aumentar o estado da ativacdo da
CDCCR diminuindo os niveis da quinase da desidrogenase dos a-
cetoacidos de cadeia ramificada, enzima responsavel por regular a
atividade desse complexo (Wang et al., 2001).
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Figura 13: Figura representativa dos efeitos dos aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) e da dexametasona sobre o edema cerebral em ratos de
10 dias de idade (Do autor, 2015).

Foi demonstrado ao longo desse trabalho que os AACR induzem
uma alteracdo no sistema imune no cérebro de ratos submetidos ao
modelo experimental. Aliado ao processo inflamatério instalado nos
animais também demonstramos que os AACR causam edema cerebral
em ratos infantes, e esses efeito pode estar diretamente relacionado com
a inibicio da atividade da Na'K'-ATPase e com o aumento da
permeabilidade da BHE, além disso, demonstramos que a administracdo
de dexametasona apresentou efeitos benéficos sobre essas alteracdes.
Assim, os resultados do presente estudo sdo de grande relevancia e
somam-se a outros estudos buscando investigar mecanismos e possiveis
agentes terapéuticos que visam prevenir ou minimizar as alteragdes
neurolégicas encontradas nos pacientes com DXB.
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6 CONCLUSAO

Diante dos objetivos iniciais da tese, chegou-se as seguintes
conclusdes:

e A administracdo de AACR diminui os niveis de IL-10 e
aumenta os niveis de IL-6 no hipocampo apés a administracdo aguda em
ratos de 10 dias de idade;

¢ A administragdo de AACR aumenta os niveis de IL-1p, IL-6 e
TNF-0 no cortex cerebral apds a administracdo aguda em ratos de 10
dias de idade;

¢ A administracdo de AACR ndo causou alteracdes significativas
nos niveis de IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-0. e IFN-y apds a administra¢do
aguda em ratos de 30 dias de idade;

¢ A administragdo de AACR diminui os niveis de IL-1p e IL-6 no
cortex cerebral de ratos apds a administragéo cronica;

¢ A administragdo de AACR diminui os niveis de IL-6, IL-10 e
IFN-y no hipocampo de ratos apds a administracio cronica;

¢ A administragdo de AACR causa edema cerebral pelo aumento
do teor de agua e diminuicdo na atividade da Na*,K*-ATPase no cortex
cerebral e hipocampo de ratos infantes apds a administracdo aguda e o
tratamento com dexametasona foi capaz de prevenir tais alteragdes;

e A administracdo de AACR aumentou o conteido de
fluoresceina de sodio no hipocampo e cortex cerebral de ratos infantes
apos a administracdo aguda, e o tratamento com dexametasona foi capaz
de prevenir essas alteraces;

¢ O tratamento com dexametasona foi capaz foi capaz de impedir
0 aumento nos niveis de IL-1p ¢ TNF-a no cortex cerebral bem como o
aumento nos niveis de IL-6 no hipocampo e cortex cerebral de ratos
infantes apds a administracdo aguda de AACR,;

¢ O tratamento com dexametasona ndo foi capaz de impedir a
diminuicdo nos niveis de IL-10 no hipocampo de ratos infantes apds a
administracdo aguda de AACR.

e Nossos resultados sugerem que uma melhor compreensdo do
estado imunolégico em pacientes com DXB possa ser (til para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas para modular o eixo da
hiperinflamagéo e hipoinflamacéo.

eUma investigagdo mais aprofundada dos efeitos da
dexametasona sobre a quebra de proteina muscular e o catabolismo de
AACR em pacientes com DXB é necesséria. No futuro, ela sera
importante para determinar se a administracdo de dexametasona provoca
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um aumento nos niveis de AACR nestes pacientes, proporcionando
provas para apoiar a utilizacdo deste glicocorticoide para o tratamento
do edema cerebral durante a crises de descompensacao aguda.
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Resolucio

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

Protocolo: 087/2013-2

Professor Responsdvel: Emilio Luiz Streck.
Equipe: Felipe Dal Pizzol, Giselli Scaini, Franciele Vuolo e Larissa de Souza Constantino.

Titulo: “Avaliagdo de pardmetros inflamatorios, edema cerebral, permeabilidade da barreira
hematoencefilica e atividade da Na+, K+-ATPase em um modelo animal da doenga da urina
do xarope de bordo tratados com dexametasona”.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos. Toda e qualguer
alteragdo do Projeto deverd ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagdo de 140
Ratos heterogénicos 10 dias 20 g. Os membros da CEUA ndo participaram do processo de
avaliagdo dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais dividas, contatar a

CEUA pelo e-mail ceua(@unesc.net.

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

Protocol number: 087/2013-2

Principal Investigator: Emilio Luiz Streck.
Researchers: Felipe Dal Pizzol, Giselli Seaini, Franciele Vuolo e Larissa de Souza
Constantine.

Project title: “Evaluation of inflammatory parameters, cerebral edema, blood brain barrier
permeability and activity of Na+, K+-ATPase in a model animal disease of urine of maple
syrup treated with dexamethasone.”

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

Cricitima, 12 de novembro de 2013.
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