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“Somos individuos livres e nossa liberdade nos condena a tomarmos
decisoes durante toda a nossa vida. Ndo existem valores ou regras

eternas, a partir das quais podemos no guiar. E isto torna ainda

’

mais importantes nossas decisoes, nossas escolhas.’

- Jean-Paul Sartre
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RESUMO

O metilglioxal (MGO) ¢ um agente toxico de producdo endogena, formado
principalmente a partir do metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. Alteragdes
nos niveis de MGO e dos seus sistemas de detoxificagdo podem induzir estresse
dicarbonilico, dano oxidativo e formagdao de produtos de glicacdo avancada (AGEs).
Desta forma, o MGO tem sido associado a diversas condigdes patologicas, como
alteracdes vasculares, diabetes, epilepsia, hiperalgesia e ansiedade, além de contribuir
para o maior risco no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, como as
deméncias, a doenca de Alzheimer e a doenca de Parkinson. Os mecanismos para os quais
0 MGO leva a alteragdes comportamentais sao desconhecidos e, se este fator seria uma
das causas envolvidas nas disfun¢des de neurotransmissores. Este estudo avaliou os
efeitos do MGO sobre os pardmetros comportamentais tipo-depressivo e alteragdes
neuroquimicas. As administragdes agudas ou repetidas de MGO foram realizadas em Para
avaliar os efeitos do MGO foram utilizados camundongos fémeas de 3 meses de idade
das linhagens Swiss, C57BL/6 e BALB/c, recebendo as administracdes agudas ou
repetidas de MGO através de injegdo intraperitoneal. Os animais receberam um tnico
tratamento e foram avaliados 4 h apds, ou foram tratados uma vez por dia durante 7 ou
12 dias e avaliados 24 h apos a ultima dose. A avaliagdo dos parametros bioquimicos foi
realizada apenas na linhagem Swiss que recebeu o protocolo repetido de administragao.
E, ainda camundongos foram pré-tratados com muscimol, bicuculina e bupropiona. O
comportamento tipo-depressivo foi avaliado no teste de suspensdo pela cauda (TSC) e,
para avaliar a atividade locomotora foi utilizado o campo aberto. Os parametros
bioquimicos avaliados foram: os niveis plasmaticos de MGO e, no encéfalo foram
analisadas no cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo (HP) as concentragcdes de AGEs; a
atividade e niveis das enzimas relacionadas a detoxificagdo do MGO ¢ dos sistemas
antioxidantes; os niveis das monoaminas dopamina (DA), serotonina (5-HT) e
noradrenalina (NA); e os niveis das proteinas DARPP-32 e tirosina hidroxilase. Os
resultados revelaram que ambos os protocolos experimentais com MGO induziram o
comportamento tipo-depressivo na linhagem Swiss, Balb-c e C57-BL6. Os niveis
plasmaticos de MGO apresentaram aumento apenas no protocolo agudo. Os adutos de
glicagdo aumentaram de forma significante no HP. O sistema de detoxificagdo do MGO
apresentou aumento dos niveis de Glo2 no CPF e GR no HP, porém, ndo houve aumento

na atividade enzimatica de GR, além de indu¢do na diminui¢ao da atividade da AKR no



HP. Os resultados evidenciaram uma diminui¢do nos niveis de DA e NA no CPF, 24 h
apods 7 administragcdes de MGO e, ainda, diminui¢do de DA e 5-HT no CPF, 24 h apos 12
dias de tratamento com MGO. No CPF houve aumento nos niveis de TH e dos niveis de
fosforilagdo dos residuos treonina 75 da DARPP-32, concomitante a diminui¢ao na
fosforilagdo do residuo Thr34. Apenas a Bupropiona foi capaz de prevenir o
comportamento tipo-depressivo induzido por MGO, além de impedir a diminui¢ao nos
niveis de DA e 5-HT no CPF. O presente trabalho apresentou evidéncias dos efeitos
deletérios do MGO, tanto comportamentais quanto neuroquimicos, indicando que a
perturbagdo em neurotransmissores pode ser um mecanismo de toxicidade do MGO,

especialmente do sistema dopaminérgico.

Palavras-chave: Metilglioxal, Depressdo; Dopamina; DARPP-32.



ABSTRACT

Methylglyoxal (MGO) is an endogenous toxin, mainly produced as a by-product of
glycolysis. Changes in the levels of MGO and its detoxification systems can induce
dicarbonyl stress, oxidative damage and formation of advanced glycation end-products
(AGEs). Thus, MGO has been associated with several pathological conditions, such as
vascular changes, diabetes, epilepsy, hyperalgesia, anxiety, as well as with an increased
risk in the development of neurodegenerative diseases, such as dementia, Alzheimer’s
disease and Parkinson’s disease. Although, the mechanisms of this carbonyl compound
in behavioral changes related to depression are unknown, and whether this would be one
of the causes involved in neurotransmitter dysfunctions. Therefore, this study evaluated
the effects of MGO on the depression-like behavior and neurochemical changes. To
evaluate the effects of MGO, 3-month-old female mice of the Swiss, C57BL/6 and
BALB/c strains were used, receiving acute or repeated administration of MGO by
intraperitoneal injection. Animals that received a single treatment were evaluated 4 h
after, or were treated for 7 or 12 days and evaluated 24 h the last dose. Of note, only the
Swiss strain was used for evaluation of biochemical parameters. Depression-like behavior
was assessed using the tail suspension test and changes in ambulatory activity were
visualized using the open field. The biochemical parameters evaluated were: plasma
levels of MGO, in the cerebral areas of prefrontal cortex (PFC) and hippocampus (HP),
concentration of AGEs; activity and/or levels of the detoxificying MGO enzymes and
from antioxidant systems; levels of monoamines dopamine (DA), serotonin (5-HT) and
norepinephrine (NA); and levels of proteins DARPP-32 and tyrosine hydroxylase. The
results revealed MGO is capable of inducing depressive-like behavior in all strains, in all
experimental protocols. Plasma levels of MGO increased only on acute protocol. The
repeated treatment increased levels of MG-H1 in the HP. Moreover, changes were found
also on the detoxification system, increase levels of Glo2 and GR in the PFC, however
enzymatic activity of GR was not changed, in the HP decreased activity of AKR was
shown. Outcomes were found as decrease in levels of DA and NA in the PFC, 24 h after
7-day protocol and, a decrease in DA and 5-HT 24 h after the 12 days of treatment with
MGO. Alterations of the dopaminergic system have been also demonstrated in the
evaluation of the total levels of DARPP-32 and TH, as well as on phosphorylation levels
of threonine residues 34 and 75 of DARPP-32. In the PFC levels of TH and

phosphorylation of Thr75 were increased, concomitant to diminished phosphorylation of



Thr34. Only Bupropion was able to prevent the depressive-like behavior induced by
MGO, besides preventing decrease on DA and 5-HT in the PFC. Overall, the present
study addressed the harmful effects of MGO and, presents for the first-time induced
decrease on DA levels, as well as modulation of its metabolism in the CPF, suggest a
possible target for MGO toxicity in the central nervous system, mainly affecting the

dopaminergic system.

Keywords: Methylglyoxal, Depression; Dopamine; DARPP-32.
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1 INTRODUCAO

1.1 Metilglioxal e seus alvos moleculares

O Metilglioxal (MGO) ¢ um produto enddgeno, designado quimicamente como 2-
oxopropanolol, um a-cetoaldeido de trés carbonos altamente reativo (Fig. 1). Este ¢
formado a partir do metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, inevitavelmente
produzido de forma espontinea ou enzimatica (THORNALLEY, 1996a). Estima-se que
0,05 — 0,1 % do fluxo da via glicolitica seja desviado para a produ¢do de MGO através
da fragmentacao e eliminag¢do de trioses fosfato, conhecidas como gliceraldeido-3-fosfato
e fosfato de di-hidroxiacetona (RABBANI; THORNALLEY, 2015a). O cérebro gera
niveis elevados de MGO por ser um orgdo com alto fluxo glicolitico, e como
consequéncia, sua concentragdo no liquido cefalorraquidiano ¢ elevada. As concentragdes
de MGO no liquido cefalorraquidiano podem chegar a 10 uM (KUHLA et al., 2005) e
as concentragdes plasmaticas em humanos sao de 0,1 a 1 uM, faixa de quantificagao bem
ampla devido as diversas dificuldades metodologicas utilizadas para a quantificagdo de
MGO (BEISSWENGER et al., 2005, 1999). Em humanos a taxa de formagao total de
MGO estimada ¢ de 3 mmol por dia (RABBANI; THORNALLEY, 2014). Em
camundongos, as concentragdes plasmaticas de MGO sdo da ordem de 0,1 a 0,5 uM
(KALAPOQOS, 2013), e no liquido cefalorraquidiano em torno de 5 uM (DISTLER et al.,
2012a).

Figura 1: Foérmula estrutural do Metilglioxal. Nomenclatura TUPAC: 2-oxopropanol. Fonte:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28234328, acessado em maio de 2019.
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O recente trabalho de Koike e colaboradores caracterizou os niveis de MGO em
diferentes regides do encéfalo de uma linhagem de camundongos C57BL6/J (Fig. 2). Os
autores mostraram diferencas significativas nas concentragdes dependendo da érea
cerebral. No cortex pré-frontal (CPF) os valores variam de 0,002 a 0,006 pmol/g de
proteina, no hipocampo (HP) apresentou valores de 0,010 a 0,032 pmol/g de proteina, no
estriado os valores foram de 0,013 a 0,04 pmol/g. A estrutura encefélica que apresentou
os maiores niveis foi o tronco encefalico, com valores variando de 0,028 a 0,376 pumol/g
de proteina. Os autores descrevem que estas diferencas significativas de MGO nas
estruturas reflete diferencas fisiolégicas do metabolismo glicolitico de cada regido
encefalica abrangida no estudo (KOIKE et al., 2019).

Ainda, os autores descreveram diferengas bem significativas, em relacdo a idade
dos roedores, nas concentragdes de MGO e das enzimas responsaveis pela sua eliminagao
do organismo. Em roedores jovens os valores de MGO variaram de 0,035 a 0,06 umol/g
de proteina, em roedores velhos os valores variaram de 0,02 a 0,035 pmol/g de proteina.
E por fim, os pesquisadores apontam uma correlacio positiva entre os niveis de glioxalase
1 (Glol), enzima que participa da detoxificagcio do MGO, e MGO nos roedores jovens,
ou seja, se existe aumento nas concentragdes de MGO, os niveis de expressdao da Glol
também aumentam. No grupo de roedores velhos, se houver o aumento das concentragdes
de MGO os niveis de expressdo da Glol ndo se diferem do grupo de animais jovens

(KOIKE et al., 2019).

Figura 2. Niveis de MGO em diferentes areas encefalicas. As areas do encéfalo estudadas foram o
encéfalo total (ET), cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HP), ntcleo accumbens (NAc), estriado (Str),
cerebelo (CE) e tronco encefalico (TE) de camundongos C57BL6/J de 8 meses de idade. Todos os valores
indicam média = erro padrao. **p <0.01 e *** p < 0.001 significativamente diferente dos niveis da regido
do WB (teste ¢ de Student) (adaptado de KOIKE et al., 2019).
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O MGO pode se difundir através das membranas bioldgicas quando na forma livre.
O tempo médio para 0 MGO reagir com uma molécula de agua e sofrer hidratagdo ¢ de 4
minutos, perdendo sua capacidade de difusdo facilitada apds essa reagdo (RABBANI;
THORNALLEY, 2014). Em estudo in situ foi demonstrado que o tempo médio para a
metabolizagdo do MGO a D-lactato pelo sistema das glioxalase ¢ de 10 minutos
(RABBANI; THORNALLEY, 2015a). Ainda, autores demonstraram que o tempo
aproximado para o MGO se ligar de forma irreversivel a proteinas plasmaticas ¢ de 3,6 h
(RABBANI; THORNALLEY, 2015a). Dessa maneira, em condigdes normais, o sistema
da glioxalase elimina a maior parte do MGO. Entretanto, devido ao efeito cumulativo, 90
—99% do MGO intracelular esta ligado a macromoléculas, sendo que os niveis totais de
MGO (livre somado ao ligado a proteinas) podem chegar a concentragdes maiores do que
300 uM (THORNALLEY, 1996a).

Afirma-se que grande parte dos efeitos deletérios do MGO sao resultantes da sua
rapidez em reagir com fosfolipidios, nucleotideos e com residuos de lisina e arginina de
proteinas (THORNALLEY, 1996a), formando os produtos de glicagdo avancada (AGEs,
do inglés, advanced glycation endproducts) (RABBANI; THORNALLEY, 2012). O
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processo de formacdo dos AGEs ¢ complexo e envolve multiplas reagcdes. Durante a
reacdo classica de Maillard, grupos carbonila eletrofilicos de agucares redutores e seus
metabolitos, como o MGO, reagem com grupamentos amino livres de aminoacidos
(principalmente os residuos basicos de lisina e arginina), formando as bases de Schiff que
sdo bastante instdveis (PAUL; BAILEY, 1996). Rearranjos subsequentes dessas
moléculas levam a formag¢do de compostos mais estdveis chamados de produtos de
Amadori (AHMED, 2005; PAUL; BAILEY, 1996). As bases de Schiff ¢ os produtos de
Amadori sdo produtos que podem sofrer reacdes reversiveis. Estes compostos também
podem reagir com outros grupamentos amino de aminoacidos de proteinas, formando
compostos estaveis e irreversiveis, os AGEs (AHMED, 2005; PAUL; BAILEY, 1996).

Proteinas glicadas sdao capazes de ativar os receptores para AGEs (RAGE, do inglés
— receptor for advanced glycation endproducts) e subsequentemente, a via intracelular
mediada pelo fator de transcri¢do nuclear kappa 3, uma via pro-inflamatéria de grande
importancia. As modificagdes ocasionadas por glicagdo em proteinas, formando os AGEs
podem ativar os RAGE, assim como o acimulo do peptideo B-amildide, eventos que
favorecem a neuroinflamagdo. Segundo diversos autores, a neuroinflamacao favorece o
desenvolvimento e a progressdo de processos neurodegenerativos (KIERDORF; FRITZ,
2013; VICENTE MIRANDA; OUTEIRO, 2010).

O estresse carbonila € caracterizado por um desequilibrio na formagao e eliminacao
de a-aldeidos, e tem sido associado com diversas doengas neurodegenerativas, incluindo
PD e Doenca de Alzheimer (AD) (RABBANI; THORNALLEY, 2015a). Diversas das
proteinas associadas com as doencas neurodegenerativas t€ém um tempo de meia-vida
longo, e desta forma constituem alvos preferenciais para a glicacdo. De forma
interessante, diversas proteinas associadas com a PD e AD foram caracterizadas como
alvos de glicagdo (EMENDATO et al., 2018a; VICENTE MIRANDA et al., 2017a).

Apesar de 0o MGO ser uma molécula bastante reativa, a sua interagdo com proteinas
e acidos nucleicos ¢ controlada principalmente pelo sistema das glioxalases (Fig. 3),
responsavel por sua detoxificagdo (THORNALLEY; LANGBORG; MINHAS, 1999). A
Glol, e a glioxalase 2 (Glo2) sdo ubiquos em células de mamiferos. O MGO reage de
forma espontanea com o grupamento tiol da glutationa (GSH), formando hemitioacetal,
o qual ¢ metabolizado pela Glol1, formando S-D-lactoilglutationa. Por sua vez, esta ¢
hidrolisada pela Glo2, formando D-lactato. Entdo, a GSH que ¢ consumida na reacdo

catalisada pela Glol ¢ regenerada a sua forma reduzida e liberada na reacdo catalisada

pela Glo2 (THORNALLEY, 1996a).
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Figura 3. Sistema das glioxalases. A via enzimatica das glioxalase compreende as enzimas glioxalase 1
(Glol) e glioxalase 2 (Glo2), responsaveis pela detoxificacdo do metilglioxal (MGO) dependente da
glutationa (GSH), formando D-lactato como produto final e regenerando GSH (adaptado de FRANDSEN;
NARAYANASAMY, 2017).
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A Glol ¢ expressa em maior quantidade na regido do HP (CHEN et al., 2004) e ¢
responsavel por combater os efeitos citotoxicos do MGO, metabolizando-o em
substancias menos nocivas como D-lactato, por exemplo (THORNALLEY, 2003). O
proprio MGO pode afetar a expressao da Glol1 e da Glo2, especialmente a Glo2, que tem
seus niveis diminuidos apés o tratamento de células hipocampais imortalizadas de
camundongos (HT22) com MGO (DAFRE et al., 2015). Avaliacdo da atividade ou do
imunoconteudo de Glol de ratos Wistar e camundongos Swiss que receberam
administracdes i.c.v e i.p, respectivamente, de MGO também demonstram altera¢des do
imunoconteudo e aumento na atividade de Glol do HP (HANSEN et al., 2016a;
SZCZEPANIK et al., 2020b).

A superfamilia de enzimas conhecidas como aldoceto redutases (AKR, do inglés
“Aldo-keto reductase”) sdao oxidoredutases dependentes de nicotinamida adenina

dinucledtideo de fosfato reduzido (NADPH), capazes de reduzir diversos aldeidos e
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cetonas. Um dos aldeidos que estas enzimas sdo capazes de reduzir ¢ o proprio MGO,
gerando acetol e D-lactaldeido (BARSKI; TIPPARAJU; BHATNAGAR, 2008). Dentre
as AKRs, as que fazem parte do grupo Akrlb (contemplando Akr1b3, Akr1b7 e Akr1b8)
parecem ter atividade catalitica importante (PRATT-HYATT; LICKTEIG; KLAASSEN,
2013). Estudos in vitro com células de Schwann mostram que perda da atividade na Glol
pode ser compensada, ao menos em parte pela Akrlb3. Neste caso, a Akr1b3 foi capaz
de realizar a detoxificagao do hemitioacetal (MORGENSTERN et al., 2017).

Evidéncias experimentais recentes tém associado a enzima DJ-1 (também
conhecida como proteina 7 da doenca de Parkinson “PARK7”) com a eliminagdo de
MGO, o que pode estar relacionado com a sua atividade tipo-glioxalase (RICHARME et
al., 2015a). Ainda, outros autores descrevem a atividade hidrolase de DJ-1 para
manutencdo das proteinas que sofreram glicacdo (MATSUDA et al., 2017). Por fim,
alguns autores pontuam que a detoxificagdo do MGO pela DJ-1 seria uma estratégia
plausivel para a prevencdo de doengas neurodegenerativas relacionadas com a agregacao
de proteinas, como na PD (MIHOUB; ABDALLAH; RICHARME, 2017; ZONDLER et
al., 2014).

1.2 Metilglioxal, estresse dicarbonila e o sistema de defesas celulares antioxidantes

Alteragdes nos sistemas de detoxificagdo do MGO podem levar ao seu acimulo nos
tecidos, contribuindo para o estresse dicarbonilico, no qual o MGO ¢ o principal agente
(RABBANI; THORNALLEY, 2015a; RABBANI; XUE; THORNALLEY, 2016;
THORNALLEY; LANGBORG; MINHAS, 1999). O estresse dicarbonilico ¢ definido
como um desequilibrio na formacao e metabolismo de compostos dicarbonilicos, tais
como o MGO, o glioxal e a 3-desoxiglucosona (RABBANI; THORNALLEY, 2015a;
RABBANI; XUE; THORNALLEY, 2016).

O grupamento quimico tiol (ou sulfidrila) (-SH) estd presente em proteinas e em
moléculas de baixo peso molecular como a cisteina, a GSH, e o acido lipdico, por
exemplo (POOLE, 2015). O grupo tiol € ionizavel e apos sofrer desprotonagdo da origem
ao anion tiolato, que ¢ a sua forma reativa (POOLE, 2015; WEERAPANA et al., 2010).
O anion tiolato pode reagir com moléculas eletrofilicas, espécies reativas de oxigénio e
espécies reativas de nitrogénio, levando a modifica¢des pos-transducionais de proteinas,

que podem alterar suas fungdes (POOLE, 2015). Os grupamentos tiois sao fundamentais
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nos processos de regulacdo redox nas células (POOLE, 2015; WEERAPANA et al.,
2010).

A GSH ¢ um dos principais tidis de baixo peso molecular e estd presente de forma
ubiqua nas células (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009; MASELLA et al., 2005;
POOLE, 2015). A GSH ¢ um tripeptideo formado pelos aminodacidos cisteina, glutamato
e glicina e estd presente de forma abundante no citosol (2 - 10 mM), no nucleo e na
mitocondria (SHEN et al., 2005). A GSH tem papel fundamental na manutencao do
equilibrio redox celular, pois pode participar diretamente da eliminagao de radicais livres
por sua acdo antioxidante, conjugar-se com compostos eletrofilicos ou participar das
reagoes enzimaticas envolvidas na reducao de perdoxidos (CALABRESE; MORGAN;
RIEMER, 2017).

A enzima glutationa S-transferase (GST) catalisa a conjugacdo de moléculas
eletrofilicas com a GSH e a glutationa peroxidase (GPx) utiliza os equivalentes redutores
da GSH para eliminar peréxidos (MAHER, 2005). O produto resultante da oxidagao da
GSH, a partir da reagdo catalisada pela GPx, ¢ a glutationa dissulfeto ou oxidada (GSSG),
que pode ser reduzida a GSH pela acao da enzima GR, em uma reacao depende da
presenga de NADPH como doador de elétrons (COUTO; WOOD; BARBER, 2016;
MAHER, 2005). Além disso, a relagdo GSH/GSSG controla o estado redox celular. Da
mesma forma, a taxa de oxidagdo da tiorredoxina (Trx) ¢ um determinante importante
para o estado redox celular (SCHAFER; BUETTNER, 2001).

O sistema da Trx ¢ formado pela Trx, tiorredoxina redutase (TrxR) e NADPH.
Neste sistema, a Trx doa elétrons para diversas enzimas como peroxirredoxinas (Prx),
ribonucleotideo redutases ¢ GPx (LU; HOLMGREN, 2012, 2014). No processo, a Trx se
oxida e ¢ novamente reduzida pela acdo da TrxR, a qual utiliza elétrons vindos do
NADPH para reduzir uma ponte dissulfeto intramolecular da Trx, regenerando sua
atividade. Este sistema tem func¢ao de reduzir dissulfetos de proteinas e, juntamente com
o sistema da GSH, tem papel essencial na manutencao do ambiente redox da célula. Além
disso, da mesma forma que outras proteinas, ambas Trx e TrxR apresentam cisteinas
reativas que sdo bastante sensiveis a oxidacdo (CHENG et al., 2011), podendo constituir

possiveis alvos moleculares para reagdo com o0 MGO (DAFRE et al., 2015).
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1.3 Envolvimento do metilglioxal com as doengas neurodegenerativas

Recentemente, o estresse por glicacdo no contexto das doengas neurodegenerativas
tem sido um topico de grande interesse na pesquisa cientifica. Diversos autores tém
demonstrado que os efeitos da glicacao de proteinas encontradas no cérebro sdo sempre
mais danosos quando comparados aos danos em outros tecidos. Ainda, estudos recentes
demonstram que agentes glicantes apresentam mais reatividade por certos tipos de
neurdnios (BELANGER et al., 2011).

Proteinas envolvidas com os processos de agregacao da PD, como a a-sinucleina,
tém sido apontados como uma das proteinas que sofre intensa glicacdo e formagdo de
agregados desta proteinas, conhecidos como oligomeros (KONIG; VICENTE
MIRANDA; OUTEIRO, 2018; VICENTE MIRANDA et al., 2017a). Diversos estudos
em modelos animais, linhagens celulares e em andlises de tecidos humanos descrevem a
descontinuacdo da funcao fisiologica da a-sinucleina, a partir do evento de glicacdo, em
razao dos niveis elevados de MGO (LEE et al., 2009; PADMARAIJU et al., 2011;
VICENTE MIRANDA et al., 2017a). Além desta, estudos in vitro demonstraram a
capacidade do MGO em causar modificagdes pods-transducionais do peptideo beta-
amiléide (AP), especificamente das por¢des AB40 e AB42, contribuindo para a cascata de
agregacao e, ainda, favorecendo o rearranjo de oligomeros do AP, agregados proteicos
caracteristicos da fisiopatologia da ADs (EMENDATO et al., 2018).

O RAGE tem sido um dos receptores implicados nos processos de acumulagao de
AP e formacgao dos emaranhados neurofibrilares. Ainda, os autores indicam que o RAGE
pode ser capaz de regular o fluxo de AP circulante da periferia para dentro do encéfalo,
especialmente através alteragdes da barreira hematoencefalica (CAl et al., 2016; DEANE
et al., 2012). Ademais, os neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta
(SNPc) de camundongos que receberam dietas ricas em glicose foram mais susceptiveis
ao insulto por agentes glicantes. As proteinas modificadas pelo MGO foram mais
predominantes nesta area cerebral (UCHIKI et al., 2012).

Uma das moléculas carbonilicas de producdo enddgena mais importantes €
justamente o MGO. Estudos in vitro demonstram que o MGO foi capaz de diminuir ou
até mesmo induzir uma deplecdo total dos niveis de GSH em uma variedade de tipos

celulares, de forma que a diminuicao dos niveis intracelulares de GSH ocorre de maneira
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concentracdo-dependente (BRAUN et al., 1994; FUKUNAGA et al., 2004; KALAPOS
et al., 1991; SHINPO et al., 2000).

Em um trabalho de DAFRE et al., 2015 foi demonstrado que o MGO, em doses nao
citotoxicas, foi capaz de diminuir os niveis de Trx1 em células neuronais HT22. Por outro
lado, doses subtoxicas podem induzir a sintese de TrxR1, provavelmente através da
ativagdo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2). Entretanto, o MGO
pode provocar a inibigdo da TrxR1, possivelmente por forte glicagdo (DAFRE et al.,
2015). Em outro estudo, utilizando células endoteliais da aorta humana (OBA et al.,
2012), os autores demonstraram que a exposi¢do ao MGO 5 mM causou diminui¢ao nos
niveis de RNA mensageiro (RNAm) da Trx , assim como da Prxl, uma peroxidase
dependente de Trx. Ainda, o tratamento de fatias do HP com 10 mM de MGO por 1 hora
foi capaz de induzir um aumento dos niveis de GR, assim como, de sua atividade
enzimatica. Padrdo semelhante de indugdo foi observado em células hipocampais
imortalizadas HT22 tratadas com 0.75 mM de MGO por 30 minutos ou 0.3 mM de MGO
por 2 horas e meia, onde 0 MGO também induziu um aumento nos niveis de expressao
da GR (SCHMITZ et al., 2017).

Em individuos com a AD, por exemplo, os niveis de MGO no liquido
cefalorraquidiano sdo até 2 vezes maiores (20 pM) que em individuos saudaveis (KUHLA
et al., 2005). Além disso, estudos demonstraram um aumento na concentracao de MGO
no sangue de individuos com diabetes. Em individuos com diabetes tipo 1 os niveis de
MGO chegaram a ser 5-6 vezes maiores, € em individuos com diabetes tipo 2, 2-3 vezes
maiores, em comparagdo com individuos saudaveis (MCLELLAN et al., 1994;
THORNALLEY et al., 1989).

Além de seus efeitos no metabolismo, 0 MGO parece influenciar o comportamento,
conforme demonstrado em estudos pré-clinicos. Alteracdes nas concentragdes de MGO,
ou na expressdao ou atividade da Glol parecem estar relacionadas a alteracdes de
cogni¢do, memoria, ansiedade e depressdao (BENTON et al., 2012; WILLIAMS et al.,
2009).
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1.3.1 Efeitos comportamentais induzidos através da modulagdo de concentracdes do
MGO

Inicialmente a literatura cientifica tem reportado, por exemplo, que a administracao
de MGO tem efeito ansiolitico em ensaios com animais (DISTLER et al., 2012a). Neste
sentido, o efeito ansiolitico de MGO parece depender de sua agdo como agonista de
receptor GABAA, conforme caracterizado por Distler e colaboradores (DISTLER et al.,
2012b). A partir de estudos eletrofisiologicos com neurdnios primdrios, os autores
mostraram a seletividade competitiva do MGO por receptores GABAA, quando aplicado
concomitantemente com um antagonista de receptor GABAA (SR-9553). Além disso, o
MGO atenua convulsdes em modelos experimentais de epilepsia (DISTLER et al., 2013).
Alguns estudos tém sugerido que o aumento dos niveis de MGO estao correlacionados
com a diminuicdo da capacidade locomotora, ataxia e hipotermia em camundongos
(DISTLER et al., 2013), bem como prejuizos cognitivos (HANSEN et al., 2016a).

Diversos estudos tém identificado uma associacdo positiva entre a expressao de
enzima Glol e o comportamento ansioso (DISTLER; PALMER, 2012). Camundongos
que sobreexpressam Glo1 tém um comportamento ansiogénico, enquanto a subexpressao
induz a um efeito ansiolitico. Ainda, outras linhagens de camundongos mais ansiosas,
apresentaram uma atividade aumentada de Glol (HOVATTA et al.,, 2005), em
concordancia com a ideia que o MGO induz um efeito ansiolitico. A administracdo de
MGO intracerebroventricular (i.c.v.), ou na regido da amigdala, induziu um efeito
ansiolitico em testes de ansiedade, usualmente mostrado por um aumento no tempo de
permanéncia na area central do campo aberto ou nos bragos abertos do labirinto em cruz
elevado (HAMBSCH et al., 2010a; HANSEN et al., 2016; MCMURRAY et al., 2016).

Diversos marcadores genéticos foram avaliados em linhagens de camundongos com
diferentes perfis de ansiedade, incluindo as linhagens: BALB/cByJ, BUB/Bnl,
C57BL/6J, C57BR/cd], CBA/J, MA/My]J, P/J, PL/J, and SM/J, sendo que as enzimas GR
e Glol foram as que melhor se correlacionaram com o perfil ansiolitico dos animais
(HOVATTA et al., 2005). Ainda, os autores destacam uma correlagdo positiva entre
niveis aumentados de Glol e o comportamento tipo-depressivo através do teste de
suspensao pela cauda, ou seja, os animais com maior tempo de imobilidade apresentam
niveis maiores imunoconteiido de Glol (BENTON et al., 2012). Recentemente, o nosso
grupo de pesquisa demonstrou que 4 horas apds uma unica administracdo de MGO, nas

doses de 25 e 50 mg/kg, os camundongos Swiss apresentaram um comportamento tipo-
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depressivo (SZCZEPANIK et al., 2020b). Ainda, este estudo utilizou teste de esconder
esferas (TEE) e o campo aberto para investigar o efeito do MGO sobre os parametros
comportamentais relacionados a ansiedade (SZCZEPANIK et al., 2020b).

Tém sido associado de forma positiva a expressdo diminuida de Glol, com um
comportamento tipo-antidepressivo (BENTON et al., 2012; HAMBSCH et al., 2010a). E
importante ressaltar que a associagdo entre a expressdao de Glol e os comportamentos
relacionados a depressao tém recebido pouca atencdo, quando comparados aos estudos
relacionados a ansiedade. Uma das limita¢des de modelos animais com trago genético de
alta ou baixa ansiedade sdo as diferencas basais nos niveis de atividade locomotora destas
linhagens. Estas diferengas podem trazer um viés na interpretacao dos dados sobre o teste
do nado for¢ado, da suspensdao pela cauda, e no campo aberto, as quais dependem
essencialmente da atividade locomotora destes animais. Por exemplo, o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado ¢ muito baixo em camundongos com maior
comportamento ansioso (KROMER et al., 2005). Contudo, a atividade ambulatéria
espontanea destes foi dez vezes maior na linhagem de camundongos menos ansiosos, o
que pode explicar o "efeito antidepressivo" aparente apresentado no teste de suspensao
pela cauda.

Em humanos, ha correlagdo negativa entre a expressdo da enzima Glol ¢ a
depressao, ou seja, quanto menores os niveis Glo1 maior foi a incidéncia dos sintomas de
um individuo em estado depressivo. Este dado entra em contradicdo com alguns dos
estudos com roedores, pois apontam efeitos opostos (BENTON et al., 2012a; PATKI et
al., 2013; WU et al., 2018; YANG et al., 2013). Os niveis de RNAm de Glol estavam
reduzidos nos leucocitos de pacientes diagnosticados com o transtorno depressivo e
transtorno bipolar, retornando a niveis basais apds a remissao dos sintomas (FUIIMOTO
et al., 2008). No entanto, este estudo ndo estabeleceu se os niveis de proteina ou a
atividade enzimatica de Glol, nem se os niveis de MGO estariam afetados.

Em modelos de depressdao com camundongos, como a derrota social repetida
(PATKI et al., 2013) e o estresse cronico imprevisivel (YANG et al., 2013), a expressao
de Glol esta diminuida tanto no HP como no CPF. Portanto, estes dados demonstraram
que o comportamento tipo-depressivo estd associado a menor atividade Glol, e
possivelmente a maiores niveis de MGO, contrariamente aos estudos com animais citados
anteriormente. Além destes, em um modelo de estresse cronico imprevisivel, ratos
apresentaram uma diminui¢do nos niveis de MGO, avaliado pela diminui¢do nos adutos

de MGO derivado de hidroimidozolonas (MG-H1), e aumento na expressao de Glol no
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CPF e HP. Os autores demonstraram um efeito tipo-antidepressivo induzido pela
administragao didria de MGO, que foi atribuido a um mecanismo fisiolégico do MGO
pelo dominio extracelular do receptor tropomiosina cinase B (TrkB) e ativagdo da via de
neurotrofinas envolvendo o aumento do fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF)
(WU etal., 2018).

Considerando, os efeitos contraditorios do MGO sobre os parametros
comportamentais relacionados a depressao (Tabela 1), bem como, os parametros de
sinalizacdo celular, dentre os quais as vias de neurotransmissao, sinaliza¢cdo redox no
SNC, os quais ainda ndo foram caracterizados e explorados em modelos de estudo in vivo.
Se torna de extrema importancia o estudo sobre os potenciais alvos moleculares do MGO
para a construcdo de uma base cientifica mais solida sobre o tema, permitindo o

estabelecimento de tratamentos mais eficientes para o tratamento da depressao.
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Tabela 1. Efeitos comportamentais relacionados a depressio associados ao metabolismo do MGO.

Efeitos Analise Animais/Modelo Condig¢io do Autores

comportamento

tipo-depressivo

Fenétipo tipo-antidepressivo e niveis Administragdo repetida com MGOno  Linhagem de Diminuido Hambsch et
diminuidos de expressdo da Glo1 ventriculo direito (0,7 pmol/sitio por camundongos al. 2010a
6 dias) CD-1 com
comportamento
ansiogénico

Ratos Sprague

Niveis diminuidos de expressdo de Modelos de depressdo: derrota social Dawley Elevado Yang et al.
Glol repetida e estresse cronico 2013
imprevisivel

Camundongos

C57BL6/N Elevado Jangetal.

2017

Niveis elevados de AGEs Nocaute para Glol

Camundongos
Indugdo de efeito tipo-depressivo Administragdo aguda periférica (i.p.) ::&S;Aiig/gus Elevado de Almeida
de MGO (10 - 25 - 50 mg/kg) etal. 2020

*Glo1: glioxalase 1
MGO: metilglioxal
TrkB: receptor de tropomiosina cinase B

w
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1.4 Aspectos etioldgicos da depressao

A etiologia da depressdo tem origem em uma complexa interacdo de fatores
genéticos e ambientais. A expressdo fenotipica desse transtorno inclui episddios
frequentes de alteragdo de humor, perda de interesse e prazer, disturbios na energia, sono
e apetite, e déficits cognitivos (DSM-V, 2013), incluindo alteragdes cognitivas (falta de
concentragdo, dificuldade na realizagdo de atividades e formacdo do pensamento),
motoras (fadiga), autondmicas (inquieta¢do), ¢ no ciclo sono/vigilia (insonia, sono
agitado) (SHALTIEL; CHEN; MANIJI, 2007). Ainda, uma das caracteristicas particulares
mais dificeis de ser tratada nos individuos diagnosticados com depressao ¢ a anedonia. E,
muitas evidéncias clinicas apontam a incapacidade da terapéutica com antidepressivos de
segunda geracdo, como os inibidores seletivos de recaptagao de serotonina, em auxiliar
na restituicdo da motivagdo, sensacdo de recompensa apos atividade prazerosa, € nos
déficits cognitivos desencadeados pela depressio (BELUJON; GRACE, 2017;
MCCABE; COWEN; HARMER, 2009).

Estima-se que no Brasil, aproximadamente 54 milhdes de pessoas desenvolverao
depressdo em algum momento de suas vidas. Destas, 7,5 milhdes terdo episodios agudos
e graves, muitas com risco de suicidio (NARDI, 2000). A ocorréncia de episodios suicidas
€ uma caracteristica preocupante, ¢ que impulsiona ainda mais o estudo deste transtorno,
tornando-se uma das principais doencas geradores de custos socioecondmicos aos
servigos de saude e governos (BRANCHI et al., 2013; HUNTER et al., 2014; MATHERS;
LONCAR, 2006).

Para o possivel diagnéstico da depressao, a medicina clinica conta atualmente com
o auxilio de manuais especificos de Saide Mental, tais como o "Manual de Diagnostico
e Estatistica de Doengas Mentais - 5% edicao" (DSM-V) e a "Classificacdo Internacional
de Doengas" (CID-11). Estes manuais que servem como auxilio para o diagnostico
correto da depressdo ap0s a verificagdo de alguns sintomas, segundo critérios clinicos que
se encontram também nesses documentos. Esses critérios de avaliagdo se encontram

descritos na tabela 1.

Tabela 2. Sintomas dos transtornos depressivos, segundo o DSM-V.

e Humor deprimido na maior parte do tempo e todos os dias, indicado pelo
individuo (sentimento de tristeza ou vazio) ou por individuos de sua

convivéncia
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e Diminui¢do marcante no interesse ou prazer em todas, ou quase todas, as
atividades diarias, conhecido como anedonia (indicado pelo paciente ou por

individuos de sua convivéncia)

e Perda ou ganho de peso de forma significativa ou falta de apetite

e Insonia ou hipersonia todos os dias

e Agitagdo ou retardo psicomotor

e Fadiga ou falta de energia

e Sentimento de inutilidade ou culpa

e Diminui¢0 na capacidade de concentragdo ou pensar ou de tomar decisdes

¢ Pensamento recorrente de morte ou idealizagdo e tentativa de suicidio

*Para o diagndstico da depress@o em um paciente, ele deve apresentar no minimo um dos
sintomas descritos na parte superior da tabela e totalizar ao menos cinco sintomas por um
periodo minimo de duas semanas ([s.d.]).

Uma das hipoteses aceitas para descrever os mecanismos causais da depressao ¢ a
hipotese monoaminérgica. Esta ¢ fundamentada em estudos que demonstram a existéncia
de uma deficiéncia funcional ou quantitativa dos neurotransmissores noradrenalina (NA),
dopamina (DA) ou serotonina, também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT),
(COPPEN; DOOGAN, 1988; MANN et al., 1996; WONG; LICINIO, 2001a). O
comprometimento dos receptores deste e outros neurotransmissores podem estar
relacionados a etiologia da depressao (COPPEN; DOOGAN, 1988; SCHILDKRAUT,
1965). Os neurotransmissores monoaminérgicos NA, adrenalina e DA sdo sintetizados a
partir do aminoacido tirosina no terminal pré-sinaptico, numa reagdo catalisada pela
enzima TH, convertendo L-tirosina a 3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Este tltimo ¢
convertido a DA pela enzima DOPA descarboxilase. A DA, por sua vez, pode ser
convertida a NA pela enzima dopamina-B-hidroxilase (KUHAR; COUCEYRO;
LAMBERT, 1999). A 5-HT ¢ sintetizada a partir do aminoacido triptofano, sendo este
convertido no terminal pré-sindptico a S-hidroxitriptofano pela enzima triptofano
hidroxilase. Este, por sua vez, pode ser convertido a serotonina pela enzima 5-
hidroxitriptofano descarboxilase (FULLER, 1980).

A hipdtese monoaminérgica se sustenta, em parte, na observacdo de que os
sintomas depressivos melhoram em pacientes que fazem uso cronico de farmacos
antidepressivos que atuam aumentando a disponibilidade de monoaminas na fenda
sindptica, tais como os antidepressivos triciclicos, inibidores da enzima monoamina

oxidase, inibidores de recaptacdo de serotonina ou noradrenalina ou dopamina (CRYAN;
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MARKOU; LUCKI, 2002; ORDWAY et al., 1999; ROSSI; BARRACO; DONDA,
2004). Entretanto, esta teoria apresenta algumas limitagdes. Por exemplo, a maior parte
dos antidepressivos aumentam os niveis de monoaminas rapidamente, embora seus
efeitos clinicos so sejam observados 3-4 semanas apds o inicio do tratamento (BOKU et
al., 2018; RACAGNI; POPOLI, 2008). Além disso, alguns agentes com propriedade
antidepressiva ndo agem sobre o sistema monoaminérgico, como por exemplo a cetamina
(SERAFINI et al., 2014). Outra importante limitagdo ¢ que nem toda droga que aumenta
as monoaminas na fenda sinédptica apresenta efeito antidepressivo, como por exemplo, a
cocaina e anfetaminas (ELHWUEGI, 2004; HASLER, 2010a).

A partir das limitagdes da hipdtese monoaminérgica da depressao, diversos autores
comecaram a descrever alteragdes nos niveis de diversas outras moléculas
neurotransmissoras € neuromoduladoras como fatores etiologicos no desenvolvimento da
depressdo. Existem evidéncias desde 1980 mostrando que uma diminui¢do na
neurotransmissdo GABA¢érgica esta relacionada ao desenvolvimento da depressdo
(GOLD et al., 1980; PEHRSON; SANCHEZ, 2015). Esta teoria prevé que, se o
desenvolvimento da depressdo esta intimamente relacionado a uma diminuicao da
atividade GABAérgica, entdo o uso de fairmacos que potencializam esta transmissao,
pode melhorar os sintomas dos pacientes depressivos.

De fato, varios estudos demonstraram aumentos nas concentracoes de GABA no
cortex occipital, quando comparado com as concentragdes basais dos proprios pacientes
depressivos em pacientes tratados com antidepressivos inibidores seletivos da recaptagao
de 5-HT, como fluoxetina e citalopram, bem como, o antagonista de receptores o2-
adrenérgico ioimbina, e também através de eletroconvulsoterapia (SANACORA et al.,
2002, 2003). A administragcdo aguda ou repetida de fluoxetina em roedores foi capaz de
elevar as concentragdes de GABA no liquido cefalorraquidiano (GOREN et al., 2007).
Além disso, a utilizagdo de benzodiazepinicos, como o alprazolam, ¢ capaz de reduzir os
sintomas da depressdo quando comparado ao grupo de individuos placebo
(BIRKENHAGER; MOLEMAN; NOLEN, 1995).

Muitos avangos no tratamento da depressao tem ocorrido, mas podemos considerar
que a maior parte das prescrigdes médicas ainda se concentram nos inibidores de
recaptacdo de 5-HT como primeira escolha para o tratamentos dos sintomas depressivos
(fluoxetina, citalopram, paroxetina) (HILLHOUSE; PORTER, 2015) Além destes
farmacos citados, outros inibidores tém sido amplamente utilizados ao longo dos anos.

Dentre eles inibidores da enzima monamina oxidase (iIMAOQO) (iproniazida e fenelzina) ou
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farmécos que sdo capazes de aumentar a disponibilidade de dopamina e noradrenalina na
fenda sinaptica, como exemplo a bupropiona (MARKS; PAE; PATKAR, 2008;
WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013).

Muito embora o uso destes medicamentos seja bem aceito clinicamente, ha vérias
limitagdes, como por exemplo a demora no aparecimento do efeito terapéutico, uma vez
que a melhora dos sintomas caracteristicos da depressdo ¢ muitas vezes visivel apenas
apos 4 semanas de tratamento (BOKU et al., 2018; NEMEROFF, 2007). Outra limitagao
consiste na limitada efic4cia terapéutica de somente cerca de 50 a 60% dos pacientes
respondem de maneira positiva ao tratamento com antidepressivos classicos, como a
fluoxetina e a bupropiona (CIPRIANI et al., 2009; VOHRINGER; GHAEMI, 2011).
Além destes fatores, os tratamentos farmacoldgicos podem causar efeitos negativos com
prejuizos cognitivos e impoténcia (SAYYAH et al., 2016).

A fluoxetina foi um composto aprovado pela agéncia federal de administragao de
alimentos e drogas dos Estados Unidos da América, conhecida como FDA (do inglés,
Food and Drug Administration) em 1987 e langado no mercado farmacéutico em 1988,
conhecido como Prozac®. Este foi o primeiro farmaco do grupo de antidepressivos
denominados inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (HILLHOUSE; PORTER,
2015). Inicialmente, foi relatado que o seu mecanismo de acdo seria sob as proteinas de
transporte responsaveis pela recaptagdao de 5-HT, os quais estdo presentes na membrana
pré-sindptica dos neurdnios serotoninérgicos (SOHEL; SHUTTER; MOLLA, 2020).

Outro composto farmacoldgico que tem uso expressivo no ambito clinico ¢ a
bupropiona. Este farmaco foi apresentado pela industria farmacéutica em 1989, nos
Estados Unidos da América, sendo descrito como um antidepressivo “atipico”, em razao
dos efeitos indefinidos na homeostase dos neurotransmissores, diferentemente dos
antidepressivos triciclicos, dos inibidores da monoaminas oxidase e dos inibidores de
recaptagdo de serotonina (STAHL et al., 2004).

Embora todos os aspectos etiologicos da depressao envolvam a modulagao direta
de neurotransmissores, outros fatores também tém sido apontados como etioldgicos nesta
patologia. Recentemente, alguns estudos com pacientes depressivos € em modelos
animais tém reportado reducdes nos niveis de fatores de crescimento, como por exemplo,
o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BNDF), originando assim a hipotese
neurotrofica da depressdo. Nesta hipdtese, a diminuicio de BDNF apresenta papel
etioldgico na fisiopatologia da depressdo. O restabelecimento de seus niveis seria um fator

critico para a eficacia de antidepressivos (GROVES, 2007). Diversos estudos com
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pacientes depressivos demonstram diminui¢do dos niveis de BDNF e do seu receptor
TrkB no CPF, HP, plasma e soro (KAREGE et al., 2005; LEE et al., 2007; RAY;
SHANNON WEICKERT; WEBSTER, 2014). Ainda, ha uma reducdo nos niveis de
BDNF em diversas estruturas encefalicas em modelos animais utilizando protocolos de
estresse cronico (GROVES, 2007; MURAKAMI et al., 2005).

Digno de nota, a indugdo de fatores troficos, e seus efeitos na plasticidade cerebral,
ocorrem apos o tratamento cronico com os antidepressivos que modulam as monoaminas.
A dependéncia de fatores neurotréficos poderia justificar a necessidade de 3-4 semanas
apos do inicio do tratamento para a remissao dos sintomas depressivos. De fato, a redugao
nos niveis de BDNF, além de alteragdes na funcionalidade de seu receptor, podem ser
revertidos apos o tratamento cronico com antidepressivos classicos, tanto em modelos
animais (BALU et al., 2008; CHEN et al., 2001), quanto em humanos (SHIMIZU et al.,
2003).

Desde que os fatores de crescimento foram associados a sobrevivéncia, maturagao,
proliferacdo e diferenciagdo neuronal, uma significativa atrofia do HP cerebral de
individuos depressivos estd sendo amplamente associada a uma reducao de fatores de
crescimento, como o BDNF (DUMAN, 2004, 2005; MCEWEN, 2000). De fato, diversas
alteracdes estruturais e funcionais nas regides corticais e limbicas também sdo sendo
demonstradas em pacientes depressivos (HASLER, 2010b).

Estudos sugerem que o dano oxidativo e a inflamag¢ao sdo importantes mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da depressdo. Na depressdo, a oxidagdo de moléculas
lipidicas pode ocorrer em razdo da ativagdo da resposta imune, seguida da inducdo de
mediadores pro-inflamatorios como o fator de necrose tumoral alfa, interleucina 18 e
interleucina-6 (IL-6) (MILLER; RAISON, 2016; PENNINX et al., 2003). Rawdin e
colaboradores (RAWDIN et al., 2013) mostram uma relagdo positiva entre niveis
aumentados de IL-6 e o isoprostano-F2 plasmaticos ou na urina de individuos
depressivos. Estudos realizados com pacientes depressivos demonstram que os niveis de
produtos finais da peroxidacao lipidica, para além do isoprotano-F2, tais como 4-
hidroxinonenal e malondialdeido, encontram-se elevados no plasma e em eritrocitos
(BILICI et al., 2001; PEET et al., 1998; SARANDOL et al., 2007; SELLEY, 2004).

Individuos depressivos possuem alteragdes nos sistemas de defesas antioxidantes
celulares, aumento nos niveis de perdxidos e também alteragdes nas respostas
autoimunes, geradas em razao da peroxidacdo lipidica de 4cidos graxos e proteinas de

membrana (MAES et al.,, 2008, 2010). Mulheres diagnosticadas com depressao
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apresentam concentracdes diminuidas de GSH no soro, assim como, diminui¢do na
atividade de glutationa peroxidase (GPx) e aumento na atividade de GR (KODYDKOVA
et al.,, 2009). Em uma meta-analise utilizando estudos com pacientes deprimidos, os
episodios depressivos foram amplamente associados a um aumento nos niveis de
perdxidos no soro (LIU et al., 2015), da atividade das enzimas superoxido dismutase e
catalase no plasma e em eritrocitos (GALECKI et al., 2009; SARANDOL et al., 2007),
bem como uma diminui¢ao da atividade da GPx nos eritrocitos (OZCAN et al., 2004).
Além disso, o tratamento com antioxidantes exerce efeito antidepressivo em modelos
clinicos e pré-clinicos e, a modulagdo das defesas antioxidantes parece ser um importante

alvo terapéutico para o tratamento com antidepressivos (Rosa et al., 2013).

1.5 Glicagdo na depressdo

Dentre as diversas doengas metabdlicas da atualidade que afetam o ser humano, a
Diabetes tem grande taxa de prevaléncia. Os habitos alimentares, que acompanham os
padrdes de vida moderna, estdo associados a um crescimento progressivo do consumo de
acucar favorecendo a produgdo e/ou acimulo de MGO. Estimativas realizadas pela World
Cancer Research Fund (WCRF, 2015), indicam que o consumo bruto de agucares ¢ de
aproximadamente 178 milhdes de toneladas e, estimando que somos 7 bilhdes de
humanos no globo terrestre, em média o consumo ¢ de 25 kg de acticar por pessoa todos
os anos. As estimativas de calorias derivadas da adicao de agucares na alimentagao diaria
sao cada vez maiores. Autores estimam que chegam a ser de 14% da ingestao caldrica,
equivalendo a 18 colheres de cha de agucar por dia (STEELE et al., 2016). Quando
mencionamos o consumo de alimentos industrializados, aqueles que contém o acréscimo
de adogantes, como exemplo de hamburgueres e produtos prontos para o consumo, as
estimativas seriam de que 75% do contetido destes produtos seriam destes agucares (NG;
SLINING; POPKIN, 2012).

Em 2010, 6,4% da populagdo mundial j& era acometida pela diabetes e, proje¢des
indicam que esta taxa alcangaria cerca de 7,7% em 2030 (PETRAK et al., 2010). Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, do inglés — World Health Organization), 422
milhdes de individuos convivem com a diabetes, e as organizagdes publicas continuam a
declarar aumento no niimero de pessoas sendo diagnosticadas com diabetes (WHO 2020).

De forma preocupante, a incidéncia de depressdo nos individuos pré-diabéticos ou
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diagnosticados com diabetes ¢ consideravelmente maior do que na populacdo normal
(ALI et al., 2006; CHEN et al., 2016; LUSTMAN et al., 2000b).

Diversos sdo os estudos epidemioldgicos nos quais a ligacao entre o agucar e a
depressdo sdo explorados, a partir dos habitos alimentares e desfechos fisioldgicos nos
individuos. A iniciativa para saide da mulher avaliou o consumo de agucar diario de
69.954 mulheres norte americanas, de 40 centros clinicos de 25 estados norte-americanos,
por um periodo de 3 anos. O grupo de mulheres que consumia cerca de 79,2 g de agucar
diariamente demonstrou ter 23% de chance a mais de desenvolver depressdo
(GANGWISCH et al., 2015). Um estudo subsequente, com 15.546 estudantes de
graduacdo na Espanha, os quais foram avaliados por 10 anos, demonstrou maior
prevaléncia de depressdo entre os estudantes que consumiam mais agucar (SANCHEZ-
VILLEGAS et al., 2018). Outro estudo observacional com 23.245 individuos, conduzido
na Inglaterra, relatou um incremento de 23% na incidéncia de depressdo em pessoas que
consumiam alimentos industrializados e bebidas adocicadas (KNUPPEL et al., 2017).

Mais além, estudos pré-clinicos também sugerem que o consumo de dietas ricas em
agucar elicitam comportamento tipo-depressivo em ratos. Em uma andlise comparativa,
ratos que t€m livre acesso a ragdo com elevado nivel de sacarose por dois dias da semana,
em um protocolo de sete semanas, apresentaram comportamentos tipo-depressivo e
caracteristicas anedodnicas, analisada através do teste de preferéncia por sacarose
(IEMOLO et al., 2012). De maneira similar, ratos que receberam agua com adi¢ao de
acucar por 9 semanas demonstraram aumento no comportamento tipo-depressivo no teste
do nado for¢ado (LEMOS et al.,, 2016). Um alto consumo de aglicar em ratos
adolescentes, induz o comportamento tipo-depressivo, caracteristicas de anedonia, e
alteragdes nos sistemas neuronais relacionados a motivagao e recompensa na vida adulta
(HARRELL et al., 2015; VENDRUSCOLO et al., 2010).

Muito embora as evidéncias demonstradas nos estudos citados acima ndo sao
completamente claras, em relacdo ao mecanismo fisioldgico, a contribui¢do causal do
consumo elevado de agucares com o desenvolvimento da depressdo ¢ bastante forte
(JACQUES et al., 2019; KNUPPEL et al., 2017; SOUSA et al., 2020). E importante
ressaltar que os diversos efeitos depressogénicos exibidos, a partir do consumo excessivo
de agucar, estdo fortemente relacionados com as caracteristicas descritas na literatura para
a depressdo (Fig. 4), sendo as caracteristicas: inflamagdo sistémica (DOWLATI et al.,
2010; HOWREN; LAMKIN; SULS, 2009), alteracdo da microbiota intestinal (PAYNE;
CHASSARD; LACROIX, 2012), perturbacdo da via de recompensa dopaminérgica
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(AHMED et al., 2014; LEVY et al., 2015), resisténcia a insulina (FORD et al., 2015;
KAN et al., 2013), e dano oxidativo (CASTRO et al., 2015; KOVACEVIC et al., 2017).

Historicamente, o MGO ¢ associado com condigdes patoldgicas de hiperglicemia,
uma vez que niveis de MGO aumentam em condi¢des nas quais os niveis de glicose e via
glicolitica estdo elevados, como no caso da diabetes (BROWNLEE, 2001; OROSZ;
OLAH; OVADI, 2009; YAN; YAN, 2014). O aumento na formagdo de AGEs, em razio
do aumento nas concentragdes de compostos dicarbonilicos no organismo, tém sido
correlacionado com a depressdo. Dooren e colaboradores (2017), coletaram amostras de
pele de 862 individuos adultos na Holanda, e identificaram um risco de 42% a mais no
desenvolvimento do transtorno depressivo nos individuos que apresentaram niveis
elevados de AGEs no tecido epitelial (VAN DOOREN et al., 2017). Apesar de este estudo
de Maastricht ser a tinica investigacao cientifica realizada em larga escala sobre os efeitos
depressogénico dos AGES, individuos diagnosticados com o transtorno depressivo
apresentam concentragdes menores do receptor soluvel de AGEs (sSRAGE), os quais sdo
capazes de neutralizar a acdo dos AGEs, impedindo a fosforilagio de cinases
extracelulares, assim como, a ativacdo dos RAGE presentes nas células endoteliais e nas
células mesangliais (CHEN et al., 2012; EMANUELE et al., 2011). J4 em roedores que
ndo apresentam o RAGE funcional ndo ocorreu a indugdo do comportamento tipo-

depressivo em razao do protocolo de estresse cronico (FRANKLIN et al., 2018).

Figura 4. Eventos fisiopatolégicos comuns entre o acuicar e a depressio. Em individuos que realizam
alto consumo de actcar pode ocorrer a instauracdo de diversas alteragdes fisiologicas que quando
persistentes facilitam a instauragdo do transtorno depressivo (adaptado de REIS et al., 2020).

| Estresse oxidativo [

Alteragdo da = .
w microbiota intestinal I Inflamagdo I * Depressao
1

A

| Resisténcia a insulina I

}

Perturbagdio da via
dopaminérgica
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1.6 Vias de neurotransmissao envolvidas com a toxicidade do metilglioxal

Como mencionado anteriormente, distirbios nos processos de sintese ou
detoxificagdo do MGO podem desencadear o estresse dicarbonilico, elevando as
concentragdes de AGEs no fluido cerebroespinal. Estas espécies toxicas, derivadas do
MGQO, estdo associadas a mecanismos de perda da homeostase em diversas doengas
neurodegenerativas, como a AD, PD, depressdo, deméncia e at¢ mesmo nos transtornos
psiquiatricos (ALLAMAN; BELANGER; MAGISTRETTI, 2015; ANGELONI;
ZAMBONIN; HRELIA, 2014; MIRANDA; OUTEIRO, 2010; WU et al., 2018). E,
considerando a necessidade energética do cérebro para a manutengdo da atividade das
células neurais e, que o metabolismo da glicose seria a principal molécula energética
consumida por este sistema, torna-se crucial considerar as possiveis reagdes quimicas que
podem ocorrer entre 0 MGO e os substratos presentes nestes tipos celulares (MINK;
BLUMENSCHINE; ADAMS, 1981; RABBANI; THORNALLEY, 2015a).

Importante salientar a capacidade do MGO em reagir com a DA e 5-HT, dois dos
neurotransmissores mais importantes, desencadeando a formagdo de algumas
neurotoxinas, assim como, danos as diversas proteinas destes sistemas de
neurotransmissao (COLLINS; NEAFSEY, 2002; DENG et al., 2012; HIPKISS, 2017;
NEMET; VARGA-DEFTERDAROVIC, 2007; SHARMA; RAO; KALIVENDI, 2019a;
XIE etal., 2015). A dopamina est4 fortemente relacionada com a recompensa e o estimulo
a motivacao, caracteristicas clinicas que sdo descritas em individuos diagnosticados com
depressdao (SHERDELL; WAUGH; GOTLIB, 2012; TREADWAY; ZALD, 2011).
Alteragdes no sistema dopaminérgico mesolimbico sdo aparentes em modelos animais de
depressdo, como no modelo de desamparo aprendido e de estresse cronico brando (M et
al., 1997; ML et al., 2002).

Estas alteracdes levam a uma menor liberacao de dopamina na regido do estriado
(JC et al., 2004). Em um estudo em particular, os fenotipos caracteristicos do protocolo
de estresse cronico sdo revertidos pela ativagdo seletiva de neuronios dopaminérgicos do
sistema mesolimbico. Os autores realizaram a inibicdo especifica de neuronios
dopaminérgicos da area tegmental ventral, que estd relacionada com o circuito de
recompensa do cérebro, levando a comportamentos tipo-depressivos (TYE et al., 2013).

Ainda, andlises tomograficas por emissao de positrons demonstraram niveis diminuidos
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do transportador de dopamina em individuos com depressdo, quando comparados com

individuos saudaveis (M et al., 2006; MEYER et al., 2001).

1.6.1 Envolvimento da DARPP-32, uma fosfoproteina regulada por cAMP e dopamina,

com as vias de neurotransmissao

A fosfoproteina de 32 kDa regulada por cAMP e dopamina (DARPP-32), ¢
conhecida como uma das proteinas integradoras da neurotransmissao (SVENNINGSSON
et al., 2004), com importante papel na regulacdo da transmissdo dopaminérgica central e
periférica (REIS et al., 2007). A DARPP-32 ¢ capaz de influenciar a atividade de diversos
receptores de neurotransmissores, canais de i6nicos e fatores de transcricao (YAMADA
etal., 2016). Diversos autores também descrevem a DARPP-32 como uma proteina capaz
de participar de respostas dinamicas no organismo, a partir da ativagdo de
neurotransmissao glutamatérgica (QI; MILLER; VOIT, 2010).

Em humanos, a distribui¢ao cerebral do RNAm de DARPP-32 apresenta niveis
elevados no nucleo caudado, putdmen, nucleo accumbens, plexo corodide, e niveis baixos
no cortex cerebral, regido CAl e CA3 do HP, amigdala e células de Purkinje (BRENE et
al., 1994). Muito embora a caracterizagdo inicial da expressio de DARPP-32 em ratos
tenha sido descrita em areas com abundante inervagao dopaminérgica (estriado, tubérculo
olfatério, nucleo amilodide) (OUIMET et al., 1984), diversos estudos mostraram altos
niveis de expressdo em outras areas cerebrais, como o neocortex, ¢ a camada VI dos
neuronios corticotalamicos (OUIMET, 1991; OUIMET et al., 1984).

No CPF a sinalizagdao dopaminérgica recebe projecoes da area ventral tegumentar,
apresentando importante envolvimento com a memoria de trabalho e tarefas relacionadas
a atencado (GOLDMAN-RAKIC; MULY; WILLIAMS, 2000). Desta maneira, ¢ vital
mencionarmos a ocorréncia dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 no CPF de ratos, na
camada VI e V, respectivamente (GASPAR; BLOCH; MOINE, 1995). Hotte e
colaboradores, associaram os efeitos positivos da utilizacdo de um agonista de receptor
dopaminérgico D1 (SKF 81297) nos pardmetros de memoria de ratos, o que levou a um
aumento na fosforilagdo de um residuo de treonina 34 (Thr34) da DARPP-32 no CPF. O
uso de um antagonista do receptor D1 (SCH 23390) foi capaz de diminuir os escorres de
performance a memoria e a fosforilacdo da Thr34 (HOTTE et al., 2006). Em um estudo
com 72 amostras cerebrais post-mortem, os niveis de RNAm de DARPP-32 no CPF

aumentam com o envelhecimento (COLANTUONI et al., 2008).
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Em modelos parkisonianos in vivo com neurdnios da regido nigroestriatal
lesionados, por infusdo intranigral de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) ou administragdo
periférica de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP), estes resultados
demonstram uma independéncia nos niveis de DARPP-32 na regido do estriado.
Demonstrando que os déficits de inervacdo DA estriatal, induzidos pelas neurotoxinas 6-
OHDA e MPTP, nao induziram alteragdes nos niveis de expressao da DARPP-32
(RAISMAN-VOZARI et al., 1990). Além deste, em um estudo in vivo e com culturas
primarias de neurdnios, obtidas da prole de roedores no periodo gestacional até a vida
adulta (roedores com 4 ou 5 meses de vida), os pesquisadores descreveram que os niveis
de expressdao da DARPP-32 na regido do putdmen caudado, também nao sofreram
influéncia da diminuicdo da inervagdo DA na SPNc, avaliada a partir dos niveis de
expressdo da TH (EHRLICH et al., 1990).

Um estudo recente evidenciou elevados niveis de¢ RNAm de DARPP-32 na area
dorsolateral do CPF de individuos diagnosticados com o transtorno depressivo (KUNII
et al., 2014). O tratamento agudo de camundongos com eticloprido, antagonista seletivo
de receptores dopaminérgicos D2, nas doses de 0,5 e 2,0 mg/kg, antagonista de receptores
D2, induziu um incremento na fosforilacdo da Thr34 da DARPP-32 (SVENNINGSSON
et al., 2000). A administragdo aguda de fluoxetina, nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg, também
foi capaz de induzir fosforilagdo da Thr34, além de diminuicao na fosforilagao do sitio
Thr75, conforme estudado nas regides cerebrais CPF, estriado e HP (SVENNINGSSON
et al., 2002a). Ademais, em um protocolo de estimulacdo eletroconvulsiva cronica,
método clinico amplamente utilizado para o tratamento do transtorno depressivo, os
autores também descreveram aumento nos niveis de DARPP-32 no estriado e no HP de
ratos (ROSA et al., 2007).

A proteina cinase (PKA) ¢ uma das proteinas capazes de induzir fosforilacdo da
DARPP-32 através da ativagdo de receptores Di. A ativagdo destes receptores estd
extensamente associada aos efeitos benéficos de diversos antidepressivos
(FLEISCHHACKER et al., 1992; HOROWSKI; SASTRE-Y-HERNANDEZ, 1985). A
fosforilagcdo da Thr34 da DARPP-32 pela PKA converte esta em uma potente inibidora
da proteina fosfatase-1 (PP-1) (SVENNINGSSON et al., 2004). Ademais, a ativagdo dos
receptores D1 também causam a desfosforilacdo do sitio Thr75 da DARPP-32, o que ¢
mediado pela proteina cinase dependente de ciclina 5 (Cdk5). Além disto, a
desfosforilagdo da proteina fosfatase 2 (PP2A) também foi observada, o que pode

ocasionar uma diminui¢do na inibicdo de PKA (BIBB et al., 1999), facilitando a
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transmissdo pela via PKA/Thr34-DARPP-32/PP-1 (SVENNINGSSON et al., 2002b).
Esta via de sinalizagdo pode ser inibida através da ativagdo de receptores D2, que causam
inibicdo de PKA e estimulagdo de Ca>"/proteina fosfatase 2B (PP-2B), induzindo uma
desfosforilagdo do sitio Thr34 da DARPP-32 (LINDSKOG et al., 1999).

Para além destas vias de sinalizagdo descritas acima, o nivel de fosforilagdo do sitio
Thr34 da DARPP-32 tém regulagdo pelos residuos, Ser102 e Ser137, os quais podem ser
fosforilados pela proteina caseina cinase 2 (CK2) e proteina caseina cinase 1 (CK1),
respectivamente (SVENNINGSSON et al., 2002a). A ativacdo in vitro € in vivo de
receptores serotoninérgicos (SHT-4 e SHT-6) parecem levar a um aumento na fosforilagao
do sitio Thr34 e na diminuic¢ao da fosforilagdo do sitio Thr75 da DARPP-32. O receptor
SHT-2 poderia induzir um incremento na fosforilacdo da serina 130 (Serl30)
(SVENNINGSSON et al., 2002b). Os autores ainda descreveram que efeitos similares
foram observados ap6s a administragdo aguda ou cronica de fluoxetina
(SVENNINGSSON et al., 2002a).

Esta acdo dinamica consistiria na fosforilacao do sitio Thr75 da DARPP-32, de
PKA e da proteina fosfatase 2 (PP2A), induzindo depressao de longa duragao (LTD, do
inglés — long-term depression) ou potenciag@o de longa duragdo (LTP, do inglés — long-
term potentiation) em neurénio da regido corticoestriatal (NAKANO et al., 2010). A
DARPP-32 ¢ considerada responsavel pela regulacdo de diversos canais i6nicos nos
neurdnios estriatais, incluindo os receptores de glutamato AMPA e NMDA e canais de
sodio e calcio (SVENNINGSSON et al., 2004).

Em virtude desta habilidade singular que a DARPP-32 exerce em modular a
atividade da PKA e da PP-1 (Fig. 5), ela também participa da regulagao eletrofisiologica,
transcricional, e de respostas comportamentais (REIS et al., 2007). Portanto, os niveis de
fosforilacdo dos sitios Thr75 e Thr34 da DARPP-32 se tornam um importante alvo de
estudos dos mecanismos molecular associados a modulacao de sua atividade (BIBB et
al., 1999; SVENNINGSSON et al., 2004).

Torna-se importante mencionar que no momento de seu descobrimento a DARPP-
32 foi considerada um substrato da PKA nas areas cerebrais enriquecidas em neur6onios
dopaminérgicos (YGER; GIRAULT, 2011). E quando a PKA est4 ativada, o aumento nos
niveis de cAMP fortalecera a ativagdo de outras fosforilase cinases, influenciando
diretamente na acao de neurotransmissores do SNC (GREENGARD; ALLEN; NAIRN,
1999; NESTLER; GREENGARD, 1983). Sao diversos os modelos computacionais que

caracterizaram a complexidade da fosforilagdo destes sitios de treonina e serina da
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DARPP-32, mencionados anteriormente, na tentativa de tornar claro quais seriam os
efeitos resultantes nos niveis de DA e glutamato, ou ainda, de cAMP e calcio
(FERNANDEZ et al., 2006; LE NOVERE; LI; GIRAULT, 2008; LINDSKOG et al.,
2006; NAKANO et al., 2010).

Portanto, a fosforilacdo dos sitios de DARPP-32 ¢ scus efeitos em cinases ¢ em
fosfatases compde um complexo conjunto de mecanismos de feedback positivo e
negativo que envolve diversos neurotransmissores. E, se torna de extrema importancia
considerar o envolvimento de outros sistemas de regulagdo da atividade neuronal quando
enfatizamos os mecanismos pelos quais a DARPP-32 regula as vias de sinalizagdo para a

neurotransmissdo e qual seria o seu envolvimento com as doengas neurodegenerativas.

Figura 5. Vias de sinalizacio implicadas no controle de fosforilacdo dos residuos da DARPP-32. A
ativagdo de receptores dopaminérgicos D1 (D1R) (linha continua) induz aumento na atividade de adenilato
ciclase (AC), elevando as concentracdes de AMPc e ativando a proteina cinase A (PKA), induzindo a
fosforilacao do residuo Thr34 de DARPP-32. A fosforilagdo de Thr34 na DARPP-32 possibilita a inibig@o
da proteina fosfatase 1 (PP-1). Quando ocorre a ativagdo de receptores ionotrdpicos de glutamato
(NMDAR) (linha tracejada), a abertura destes canais permitem o influxo de calcio para o meio intracelular,
ativando a calcineurina e seus alvos downstream, podendo impedir a fosforilagdo de Thr34 e, em uma agéo
dindmica ocorre a ativagdo da calmodulina cinase II (CaMK II), proteina fosfatase 2A (PP2A) e proteina
cinase C (PKC) induzindo fosforilagdo do residuo Thr75, inibindo a atividade da PKA gerando um
mecanismo antagénico que permite a continuidade da atividade da PP-1. Legenda representando as
diferengas moleculares se encontra no canto esquerdo inferior (adaptado de SCHEGGI et al., 2018).
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1.6.2 Capacidade do metilglioxal de reagir com aminas biogé€nicas

Alguns estudos tém demonstrado a capacidade do MGO e do glioxal de reagir com
algumas das monoaminas, como exemplo, 5-HT e DA. Nemet e colaboradores (2007)
descreveram a capacidade do MGO em reagir com triptofano, ésteres de triptofano e
triptamina, resultando na formacgao de B-carbonilas. Analises in vitro por cromatografia
liquida seguida de andlise em espectrometro de massa caracterizaram a formacao de trés
produtos de reagdo entre S-hidroxitriptamina (5-HT) e MGO (SAI SACHIN et al., 2018).
Deng e colaboradores (2012) descreveram em pacientes com PD o actimulo de 1-acetil-
6, 7-dihidroxi-1, 2, 3, 4-tetrahidrosiquinolona (ADTIQ), uma neurotoxina formada a
partir da reagcdo de DA com acetoaldeidos, como o MGO (DENG et al., 2012).

Protocolos in vitro demonstraram a toxicidade do MGO em células de
neuroblastoma SH-SYS5Y. O tratamento desta linhagem celular com MGO induziu
aumento nos niveis de dopamina, aumento da expressao da tirosina hidroxilase (TH) e do
transportador de dopamina, assim como, a caracterizagdo de uma reagdo direta entre o
MGO e a dopamina formando o produto 1-metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolona

(salsolinol) (XIE et al., 2014).
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Sharma e colaboradores (2019) demonstraram que a administragio de MGO (340
mM) na regido da SNPc de camundongos foi capaz de reduzir o numero de neuronios
dopaminérgicos. Esta evidéncia foi obtida a partir da anélise da atividade e expressao da
tirosina hidroxilase (TH). Apds um protocolo de administragao didria de MGO, os autores
demonstraram a capacidade do MGO em causar a deplecio de DA e induzir uma
diminuigdo nas concentracdes de 5-HT no CPF (SZCZEPANIK et al., 2020b).

Analisando com cautela a parcela de estudos relacionados ao sistema
dopaminérgico nas doencas neurodegenerativas, todos os dados convergem para uma
diminui¢ao da neurotransmissao dopaminérgica (BELUJON; GRACE, 2017). Portanto,
salientando a importancia da DA para os processo de aprendizagem e funcdes cognitivas
no CPF, como exemplo, a diminui¢ao caracteristica de neurénios dopaminérgicos e
diminui¢do de DA em individuos diagnosticados com a PD (COLLINS; NEAFSEY,
2002; KALIA; LANG, 2015; MATSUDA et al., 2017; XU et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

No tltimo século o aumento na expectativa de vida direcionou a sociedade para um
crescimento abrupto de uma série de desordens neurodegenerativas relacionadas a
individuos mais idosos, o que representa novos desafios para a area da saiude, no que se
diz respeito a manutencao e qualidade de vida destes individuos (OEPPEN; VAUPEL,
2002). As doengas neurodegenerativas, como a AD, a PD, esclerose lateral amiotrofica e
o transtorno psiquidtrico da depressdo, sdo extremamente debilitantes e, algumas sao
incurdveis até o presente momento, tornando-se necessario uma demanda especializada
para proporcionar melhores progndsticos para os individuos acometidos (DURAES;
PINTO; SOUSA, 2018; KIAEI, 2013; RASOOL et al., 2014).

Na sua grande maioria, as doengas neurodegenerativas sao caracterizadas por uma
perda lenta e constante de células neuronais, assim como, o acumulo de proteinas
disfuncionais e formagdo de agregados proteicos no cérebro, de forma intracelular ou
extracelular (VICENTE MIRANDA et al., 2017a; ZONDLER et al., 2014). Dentre as
consequéncias fisiologicas desencadeadas a partir do aumento nos niveis de glicagao de
proteinas, estdo incluidos o desenvolvimento da diabetes mellitus e disfun¢des cardiacas
(FISHMAN et al., 2018; RAMASAMY et al., 2005), disfungdes visuais (SCHALKWIIK;
STEHOUWER, 2019; SCHLOTTERER et al., 2019), alteragdes vasculares e
arteriosclerose diabética (KAY; SIMPSON; STEWART, 2016; SINGH et al., 2014).

Desde a caracterizagdo da hemoglobina glicada (BUNN et al., 1975), atualmente
utilizada como um biomarcador para a diabetes mellitus, os eventos patologicos
desencadeados pela glicacao t€ém sido monitorados com maior zelo por diversos grupos
de pesquisadores (ALLAMAN; BELANGER; MAGISTRETTI, 2015; EMENDATO et
al., 2018a; MIRANDA; OUTEIRO, 2010; PALANISSAMI; PAUL, 2018; SHINPO et
al., 2000). Sendo que um dos compostos carbonilicos mais reativo e participante nestas
alteragoes fisiologicos, ¢ produzido no metabolismo de carboidratos, conhecido como
MGO (THORNALLEY; LANGBORG; MINHAS, 1999).

Em razdo destes eventos, 0 MGO ¢ associado com condi¢des patologicas de
hiperglicemia e, paciente hiperglicémicos sdo mais vulneraveis para as diversas doengas
neurodegenerativas e psiquiatricas (ALI et al., 2006; BIESSELS et al., 2006; HUANG et
al., 2012; LUSTMAN et al., 2000a). Para além dos variados estudos in vitro, sdo poucos

os trabalhos in vivo investigando os efeitos toxicos do MGO em relagdo ao SNC, mesmo
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apos a demonstragdo experimental de que o MGO estd envolvido com diversos
transtornos neurolégicos, como a depressao.

Assim, este estudo prop0s caracterizar o envolvimento do MGO sobre os diversos
sistemas de neurotransmissdo relacionados a depressdo, bem como seu efeito sobre
potenciais alvos moleculares na regido do CPF e HP, o que ainda nao foi caracterizado e
explorado em modelos in vivo. Além disso, ainda ndo existem dados na literatura que
caracterizem um tratamento croénico com a administracdo de MGO sobre os diversos
parametros comportamentais relacionados a depressdo, assim como, vias de
neurotransmissao envolvidas com a fisiopatologia da depressdo e os alvos moleculares

do MGO.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os possiveis efeitos do MGO sobre os parametros comportamentais €
neuroquimicos, dos sistemas de detoxificacdo e antioxidante, em modelos in vivo,

bem como os efeitos do MGO sobre o metabolismo da dopamina.

3.2 Objetivos especificos

i.  Avaliar os efeitos do tratamento agudo e repetido com MGO no teste de suspensdo

pela cauda em diferentes linhagens de camundongos.

ii.  Investigar os efeitos do tratamento agudo e repetido com MGO sobre os niveis

plasmaticos de MGO.

1. Investigar os efeitos do tratamento repetido com MGO sobre parametros bioquimicos
no CPF e HP de camundongos Swiss:
e conteudo de proteinas glicadas,
e atividade das enzimas Glo1l, AKR, GR, TrxR e niveis das enzimas Glol,
Glo2, GR, GCL e TrxR1, TH
e avaliar os efeitos do MGO sobre a fosforilagdo da cinase DARPP-32

iv.  Investigar os niveis de monoaminas apds o tratamento repetido com MGO e/ou

juntamente com a Bupropiona;

v. Investigar os efeitos comportamentais de varias drogas sobre a a¢do tipo-depressiva
(teste de suspensdo pela cauda) induzida pelo tratamento com MGO (50 mg/kg) na
linhagem de camundongos Swiss Webster:

- Bupropiona (50 mg/kg, v.o.), inibidor da recaptagao de dopamina (DA) e noradrenalina
(NA);
- Muscimol (0,5 mg/kg, i.p.), agonista de receptores y-aminobutirico do tipo A

(GABAAR);
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- Bicuculina (2 mg/kg, i.p.), antagonista de GABAaR.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas de 3 meses das linhagens Swiss (35-50 g),
C57BL/6 (20-26 g) ou BALB/C (20-25 g) com livre acesso a racdo peletizada padrdo
(30% proteina, 58% carboidrato e 12% lipidio) e dgua filtrada. Os camundongos foram
obtidos do Biotério Central da UFSC. Estes animais foram alojados em gaiolas pléasticas
de 32 cm de largura x 20 cm de altura x 21 cm de profundidade junto ao Biotério do
Laboratério de Defesas Celulares, mantidos em temperatura controlada (22 + 2°C), com
ciclo 12 h claro/escuro, com inicio do ciclo claro as 7:00 h ¢ alimentados ad libitum.
A sala de experimentos utilizada para os testes comportamentais continha uma
luz com luminosidade regulada (20 lux) e com diminui¢cdo de ruidos. Todos os
aparatos realizados para os testes comportamentais foram limpos com etanol
10% entre a troca de cada animal.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as recomendagdes do
Conselho Brasileiro de Experimentacdao Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais (CEUA) da UFSC (protocolo No. PP00735). Os animais
foram eutanasiados ap0s os testes comportamentais e seu tecido encefalico dissecado para
a obtencdo de homogenatos a serem utilizados nos ensaios bioquimicos.

Diversos estudos tém relacionado a prevaléncia duas-trés vezes maior de
transtornos psiquiatricas em mulheres em comparagdo aos homens (WONG; LICINIO,

2001b), justificando o uso de fémeas neste estudo experimental.

4.2 Tratamentos e desenho experimental

Para o tratamento com MGO, os animais foram separados em grupo controle (NaCl
0,9%) e grupos experimentais tratados com MGO nas doses de 10, 25 ou 50 mg/kg (i.p.)
por um periodo de 7 dias (uma Unica inje¢do intraperitoneal diaria) (Fig. 6A). Os testes
comportamentais foram realizados um dia apos a tltima administragdo de salina ou MGO
(8° dia do protocolo experimental, Fig. 6A). No oitavo dia os animais foram submetidos
aos testes comportamentais ou foram anestesiados com isoflurano e mortos por pungao

cardiaca. Apds a morte dos animais, houve a rapida dissec¢do do CPF e do HP. Em
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seguida, as amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas
em freezer -80°C para as andlises bioquimicas.

Em um subsequente protocolo experimental, os camundongos foram tratados com
agonista e antagonista de receptores GABAA, em um volume constante de 10 ml/kg de
peso corporal. O protocolo foi executado com doses repetidas dos fArmacos de escolha
30 minutos antes da administracdo de MGO por 7 dias consecutivos (Fig. 6B) ou por 12
dias consecutivos (Fig. 6C). Os compostos foram diluidos nos seguintes veiculos: MGO
(50 mg/kg) foi dissolvido em salina (0,9%) e administrado via i.p.; bupropiona (50 mg/kg)
foi dissolvido em salina (0,9%) e administrado via oral (gavagem — p.o.); muscimol (0.5
mg/kg) ou bicuculina (2 mg/kg) foram dissolvidos em salina (0,9%) e administrados via
1.p. Os testes comportamentais foram executados sempre 24 horas apos o sétimo dia de
tratamento com os farmacos e/ou MGO (Fig. 6B e Fig. 6C), na seguinte sequéncia: inicio
do manuseio (dia 0), administracdo de MGO e/ou farmacos (dia 1-7), teste de suspensao
pela cauda (dia 8) e campo aberto (dia 8). Tanto no protocolo de 7 dias como no de 12
dias de administragdao, os camundongos foram eutanasiados 24 horas ap6s a ultima
administracao, por deslocamento cervical e o CPF e HP foram removidos imediatamente

e armazenados em -80° C até o uso.

Figura 6. Esquema representativo dos protocolos experimentais. Um grupo de camundongos Swiss (A)
foram tratados por 7 dias com MGO nas doses de 10, 25 e 50 mg/kg e 24 horas ap6s a ultima administragdo
de MGO foram executados o teste de suspensdo pela cauda (TSC) e do campo aberto (A). Ainda, um grupo
de animais das linhagens C57BL/6 e BALB/C foram submetidos ao TSC e ao aparato do campo aberto, 24
horas ap6s 7 dias de uma administragdo diaria de 50 mg/kg de MGO. Um grupo distinto de camundongos
Swiss foram submetidos a 7 dias de administragdo diaria de MGO (10, 25 e 50 mg/kg) e seu material
biologico foi coletado e utilizado para quantificacdo de niveis plasmaticos de MGO e dos
neurotransmissores dopamina, noradrenalina e serotonina; imuno-histoquimica para adutos de MGO (MG-
H1); analises bioquimicas: niveis de expressao de Glo1, Glo2, GCL, GR, TrxR1 e TH; atividade enzimatica
de Glo1, AKR, GR e TrxR; contéudo total de GSH. Para o protocolo com farmacos agonistas e antagonistas
(B), camundongos Swiss foram tratados por 7 dias com o farmaco de escolha (bupropiona, cetamina,
muscimol ou bicuculina) e 30 minutos apds o tratamento receberam a administragdo de MGO (50 mg/kg)
24 horas apds a ultima administrag@o (dia 8) os animais foram submetidos ao TSC e ao aparato do campo
aberto. Um grupo experimental de camundongos Swiss foram tratados por 11 dias com MGO (50 mg/kg)
e Bupropiona, no 8° dia estes animais foram submetidos ao TSC e ao aparato do campo aberto, e no 12° dia
seu material bioldgico foi coletado e utilizado para quantificagdo de dos neurotransmissores dopamina,
noradrenalina e serotonina.
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4.3 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados durante o ciclo claro dos animais, entre

10h da manha e 15h da tarde. Para a iluminacdo da sala (10 lux) na qual

(O]

comportamentos foram realizados utilizou-se uma lampada de cor branca. A limpeza dos

aparatos foi feita com alcool 10%, sendo que estes foram limpos a cada troca de animal.

Todos os testes comportamentais foram filmados para posterior analise dos dados.

4.4 Campo aberto
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A arena do campo aberto permite a avaliacdo da atividade locomotora e exploratoria
do animal. Para a realizag¢ao do teste, os animais foram colocados individualmente, em
uma caixa de acrilico medindo 40 cm de largura, por 40 cm de comprimento ¢ 30 cm de
altura. Os animais foram colocados em um dos cantos da caixa, de frente para a arena. A
atividade locomotora dos animais foi avaliada por um periodo de 5 minutos e
posteriormente analisada pelo software ANY-maze (CAPRA et al., 2010; GONCALVES
etal., 2011).

4.5 Teste de Suspensdo pela cauda

O teste de suspensdo pela cauda em camundongos ¢ um teste preditivo de
comportamentos do tipo depressivo/antidepressivo (CRYAN; MOMBEREAU;
VASSOUT, 2005). O teste consiste em suspender o camundongo pela cauda em uma
plataforma com 50 cm de altura do chdo. Para prender o animal foi utilizado uma fita
adesiva colocada a aproximadamente 1 cm da ponta da cauda. Considera-se que o animal
apresenta comportamento do tipo depressivo quando o tempo de imobilidade estd
aumentado. O tempo de duracdo do teste foi de 6 minutos ¢ os camundongos foram

submetidos individualmente ao teste (STERU et al., 1985).

4.6  Analises bioquimicas

4.6.1 Analise dos niveis plasmaticos de Metilglioxal

As amostras de sangue foram coletadas 24 horas apods a ultima administracdo de
MGO (8° dia) por puncdo cardiaca e mantidas em tubos heparinizados. Apds uma
centrifugacao de 800 x g, por 15 min a 4 °C, o plasma foi separado e misturado (1:1, v/v)
com a solugdo de derivacao (B-mercaptoetanol 1M, ditionito de s6dio 28 mM ¢ DMB
7mM). Os niveis de MGO no plasma foram determinados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) com o uso da sonda fluorescente, 1,2-diamino-4,5-
metilenedixobenzeno (OGASAWARA et al., 2016), como ja utilizado por nosso grupo
(DE ALMEIDA et al., 2020; SZCZEPANIK et al., 2020b). Uma curva padrdo foi
realizada com uma concentragdo variando de 0,050 a 5 pM e usada para estimar a

concentragdo de MGO. O aparelho de HPLC utilizada foi da Jasco® (sistema LC-2000
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Plus), usando uma coluna Inerstil ODS-4® (4,6 x 150 mm), a uma taxa de fluxo de 0,5
mL/minuto. A solu¢do derivada de DMB-MGO foi eluida em solugdo isocratica de
metanol, acetonitrila e dgua, (razdo 35:10:55). A fluorescéncia foi monitorada utilizando

o comprimento de onda de excitacdo de 355 nm e o comprimento de onda de emissdo de

399 nm.

4.6.2 Imunohistoquimica para adutos de MGO

Os animais foram anestesiados com isuflurano e perfundidos com salina, seguido
de perfusdo com paraformaldeido 4%. Os cérebros foram removidos rapidamente,
submersos em PFA por 24h e crioprotegidos por imersdao em solugdo salina tamponada
(pH 7.4) com fosfato 0.1 M (PBS), contendo 30% de sacarose. As amostras foram
congeladas e armazenadas em freezer -80° C até o uso. Os cortes seriados das estruturas
congeladas (20 pm) do CPF e HP foram realizados em criostato (Leica) e coletados em
placa de 16 pocos contendo PBS.

Para experimentos com imunofluorescéncia, os cortes seriados foram lavados 3
vezes consecutivas em PBS e bloqueados por uma hora em solugdo PBS contendo 5% de
soro de cavalo e 0.5% de Triton X-100, a 4° C. Os cortes seriados foram diluido em
solucao de bloqueio e incubados overnight a 4° C com anticorpo contra o aduto do MGO
(anti-MG-H1, diluigao 1:100, STA-011, Cell BioLabs). Os cortes foram submetidos a 3
lavagens com PBS e incubados por 2 horas com anticorpo secundério anti-mouse Alexa
488 (Invitrogen, 1:400, A-11001), em temperatura ambiente e em solu¢dao de bloqueio.
Novamente, cortes histologicos foram lavados 3 vezes em PBS e acomodados em laminas
de microscopio revestidas com gelatina. Imagens foram adquiridas com o uso do
microscopio invertido OLYMPUS IX83 e examinadas e quantificadas utilizando o

software ImageJ®.

4.6.3 Analises dos niveis de monoaminas nas estruturais cerebrais

Os niveis de monoaminas (DA, NA e 5-HT) foram avaliados por HPLC e
detectados por fluorescéncia (DE BENEDETTO et al., 2014) em homogenatos de CPF e
HP dos animais. As amostras cerebrais foram homogeneizadas em acido perclorico 0,2
M contendo 3 mM de cisteina a 1:5 (p:v). O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g,

por 10 min a 4 °C e, o sobrenadante resultante foi congelado (-80 °C) a analise
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subsequente. Uma curva padrao foi realizada com centragdes variando de 0,016 a 2,50
ng/ul. e utilizada para estimar os niveis de dopamina (DA), serotonina (5-HT e
noradrenalina (NA). O aparelho de HPLC utilizada era da Jasco® (sistema LC-2000
Plus), usando uma coluna ACE® C18 Ultra-Inert, a uma taxa de fluxo de 0,6 mL/minuto.
As monoaminas foram eluidas em solugdo isocratica de acetato (4acido acético 12 mM,
EDTA 0,26 mM) e metanol (86:14 v/v). A fluorescéncia foi monitorada utilizando
comprimento de onda de excitagdo a 279 nm e comprimento de onda de emissao a 320

nm.

4.6.4 Atividade enzimatica

Para a avalia¢do da atividade enzimadtica, as amostras foram homogeneizadas em
solucdo HEPES 20 mM, pH 7,4 (1:10; peso:volume) e centrifugadas a 20.000 g por 30
minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para as analises.

Glutationa redutase (GR): A atividade da GR foi medida pelo método de
(CARLBERG; MANNERVIK, 1985), onde o meio de reagao contém tampao fosfato 0,1
M, pH 7,0, 1,0 mM de EDTA e NADPH 0,225 mM. O ensaio foi iniciado pela adi¢ao
de GSSG 1,0 mM. A GR presente na amostra reduz a GSSG para GSH, para isso
consumindo NADPH a partir da leitura em 340 nm em espectrofotometro. A taxa de
consumo de NADPH ¢ proporcional a atividade GR. A perda de absorbancia na auséncia
de GSSG foi descontada das leituras.

Tiorredoxina redutase (TrxR): A atividade da TrxR foi medida através do método
de reducao do DTNB a TNB (HOLMGREN; BJORNSTEDT, 1995). As amostras foram
adicionadas ao meio de reagdo (tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, EDTA 10 mM, DTNB 5
mM e BSA 2 mg/ml) e incubadas por 10 minutos a 37°C. Em seguida foi adicionado 200
uM de NADPH e a taxa de aumento da absorbancia foi medida (412 nm) por 5 minutos
com o uso de espectrofotometro. O aumento de absorbancia sem adicdo de NADPH foi
descontado das leituras.

Glioxalase I (Glol): A atividade da Glo1 foi medida através da formagao de S-D-
lactoilglutationa (ALLEN; LO; THORNALLEY, 1993; RACKER, 1951). Antes do
ensaio GSH e MGO foram incubados em tampao fosfato 50 mM, pH 6,6, GSH 100 mM
e MG 100 mM, a 37°C, por 10 minutos. Esta solucdo foi adicionada ao meio de reagdo
com concentragdes crescentes de MGO, até 10 mM. Ao meio de reagdo foi acrescentada

a amostra ¢ a taxa de aumento da absorbancia foi medida espectrofotometricamente
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durante 1 minuto, em 240 nm. A variagdo de absorbancia sem adi¢do da amostra foi
descontada das leituras.

Aldoceto redutase (AKR): A atividade da AKR foi medida através do método de
redu¢ao do NADPH (SRIVASTAVA et al., 1999). As amostras foram adicionadas ao
meio de reagdo (tampao fosfato-potassio 100 mM, pH 7,2, EDTA 1 mM, NADPH 0,100
mM e MGO ImM) e a taxa de diminuicdo do NAPHD foi medida em espectrofotometro
por 30 minutos, em 340nm. Foi realizada a leitura de um pogo sem substrato (MGO) para
cada uma das amostras e este valor foi diminuido da varia¢ao de absorbancia com a adi¢ao
do substrato.

Dosagem de proteina: A atividade enzimatica foi relativizada a concentracdo de
proteinas. A dosagem de proteina foi efetuada de acordo com o método de (BRADFORD,
1976) e com o método de Lowry (PETERSON, 1977), utilizando a albumina do soro

bovino como proteina-padrao.

4.6.5 Determinagao de GSH-t

Os niveis de GSH total foram avaliados de acordo pelo método de Tietze (TIETZE,
1969). As amostras foram homogeneizadas em acido perclorico 0,5 M e centrifugadas a
15.000 g por 5 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi utilizado e o
pellet descartado. As amostras foram neutralizadas e adicionadas em um meio de reagao
contendo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mM, NADPH 0,200 mM, DTNB 0,1
mM e 0,2 unidades de GR. A taxa de formagdo de TNB foi determinada por 5 minutos
no comprimento de onda de 412 nm. Os valores de absorbancia encontrados foram

comparados a valores de uma curva padrao feita com GSH.

4.6.6 Extracao de proteinas e Western blot

As amostras das estruturas cerebrais dos animais foram diluidas em Tris 100mM/EDTA
2mM/NaF 200mM, Coquetel inibidor de proteases (Sigma®), PMSF 100 mM, Na3VO4
200mM, 1% Triton X-100 e 10% glicerol. Apds a solubilizagdo das proteinas e
armazenamento de aliquota para dosagem de concentracdao de proteinas pelo método de
Lowry, as amostras foram diluidas 5 vezes no tampao da amostra (Tris 329mM pH 6.8;
Glicerol 50%; B-mercapetanol 12.5%; SDS 10%; 0.01g de azul de bromofenol). As
proteinas (20 a 30 pg/poco) foram separadas em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-
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PAGE) usando um aparato Miniprotean tetra (Bio-Rad, Sdo Paulo). A eletroforese foi
realizada com gel de 12% e com uma voltagem fixa de 140 volts por 1 hora e 35 minutos,
ou até o corante ter alcancado o final do gel, utilizando-se para isso um tampao de corrida
contendo glicina 190 mM, Tris 25 mM e SDS 0,1 %. Apds a separagdo, as proteinas foram
transferidas eletroforéticamente para uma membrana de PVDF, utilizando o aparato Mini
Trans-Blot (Bio-Rad, Sao Paulo), por 1 hora e 20 minutos a 100 volts e sob refrigeracao.
As membranas foram entdo bloqueadas com leite desnatado ou albumina 5,0 % e
incubadas overnight com anticorpos primdrios: Glol (SC 67351, 1:1,000), Glo2 (SC
51092, 1:1,000), glutamato-cisteina ligase (GCL) (SC-22755, 1:3,000), e TrxR1 (SC
20147, 1:1,000) da Santa Cruz Biotechnology (Dallas, EUA). O anticorpo utilizado para
a forma fosforilada Thr34 da DARPP-32 (AB9206; 1:1,000) da Millipore (Burlington,
EUA). O anticorpo para GR (ab16801, 1:1,000) da Abcam (Cambridge, UK). O anticorpo
para DARPP32 (#2302, 1:1,000) e forma fosforilada Thr75 DARPP-32 (#2301, 1:1,000;
rabbit) da Cell Signaling (Danvers, USA). Apos 3 lavagens com TBS-T as membranas
foram incubadas com anticorpo secundario correspondente e a revelacao foi feita com
uma solucao quimioluminiscente seguida da exposi¢cao em aparelho de fotodocumentagao
de membranas (ChemiDoc MP, Bio-Rad, La Jolla, USA). As imagens foram

quantificadas com o uso do software Imagel.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via, seguido por
um teste de post hoc de Holm-Sidak e Dunnett ou em teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis, quando os dados ndo satisfazem os critérios estabelecidos para o teste de
normalidade. Para compara¢do de duas médias foi utilizado o teste t de Student. Os
resultados foram expressos com media + erro padrdo da média. A diferenca estatistica foi

considerada significativa quando p < 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos do tratamento agudo e repetido com metilglioxal sobre o pardmetro de

imobilidade e atividade ambulatéria de camundongos

Para uma primeira avaliacao dos efeitos do MGO, foi realizado um teste preliminar
sobre o tempo de imobilidade de camundongos Swiss. Apos 4 horas de uma unica
administracado de MGO (doses de 10, 25 ¢ 50 mg/kg, 1.p.), os animais foram submetidos
ao teste de suspensdo pela cauda (TSC) (Fig. 7A), seguido do campo aberto (Fig. 7E).
Através do teste ANOVA de uma via, observou-se que a administragdo de todas as doses
animais induzindo o comportamento tipo-depressivo, a partir do incremento no parametro
de imobilidade dos em comparagdao aos animais controle [F (3, 39) = 1,492; p < 0,05].
Nenhum dos grupos de animais tratados com MGO (10, 25 e 50 mg/kg) exibiu alteracao
na ambulagdo quando avaliado no aparato do campo aberto (Fig. 7E).

Em outro tratamento, os animais foram tratados diariamente com MGO (10, 25 e
50 mg/kg, i.p.) durante 7 dias e submetidos ao TSC (Fig. 7B) e ao campo aberto (Fig. 7F),
24 horas apds a ultima administracdo de MGO. No TSC, os animais tratados com MGO
nas doses de 10, 25 e 50 mg/kg apresentaram maior tempo de imobilidade [F,24)= 2,125;
p > 0.001] (Fig. 7C). A distancia percorrida no instrumento do campo aberto, pelos
animais tratados com MGO, ndo apresentou alteragdo quando comparado ao grupo
controle.

Ainda, o comportamento tipo-depressivo também foi verificado em camundongos
de duas outras linhagens: C57BL/6 (Fig. 7C) e BALB/C (Fig. 7D). Nestas duas linhagens
optou-se por utilizar apenas a dose de MGO 50 mg/kg, i.p., como ¢ demonstrado na Fig.
6, a administragdo de MGO durante 7 dias foi capaz de induzir um efeito tipo-depressivo
no TSC (C57BL/6 — [Fs, 5= 1,607; p < 0,01]; BALB/C — [F4,4) = 12,88; p < 0,05]. O
aparato do campo aberto foi utilizado para verificar alteracdes na atividade locomotora
dos animais das diferentes linhagens citadas acima, e como demonstrado na Fig. 7G e H,

nenhuma alteracao foi encontrada.

Figura 7. MGO induz um especifico comportamento tipo-depressivo. Tempo de imobilidade no teste
de suspensdo pela cauda (A-D), e atividade ambulatéria no campo aberto (E-H) foram avaliados em
camundongos tratados com uma tnica dose de MGO ou repetidamente por 7 dias. Nos avaliamos o efeito
de MGO em distintas linhagens com padrdes de ansiedade distintos: Swiss (B), C57BL/6 (C) e Balb/C (D).
Os resultados sdo expressos como média + EPM e avaliados por ANOVA de uma via (A, B, E e F) seguido
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de teste de Kruskal-Wallis ou teste t de Student (C, D, G e H) (5 — 10 animais por grupo), sendo as diferencas
significativas indicadas por * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001, comparadas ao grupo controle (Ctl).
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5.2 Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre seus niveis plasmaticos de

metilglioxal

Os niveis de MGO foram determinados no plasma de camundongos Swiss, apos o
tratamento agudo (4 horas) e repetido (7 dias) com MGO (Fig. 8). No caso do tratamento
agudo, as amostras de sangue foram coletadas 4 horas apos a administragdo de MGO.
Para o tratamento por 7 dias consecutivos as amostras de sangue foram coletadas 24 horas
apos a ultima administracdo de MGO (dia 8). Os niveis plasmaticos de MGO do grupo
controle dos animais tratados com apenas uma dose de MGO ficaram em média 0,148
uM (Fig. 8A). A concentragdo média do grupo controle dos animais que foram
selecionados para o protocolo de 7 dias de MGO apresentaram uma média de 0,156 pM
(Fig. 8B).

Quatro horas apds uma unica administragdo de MGO, como esperado, os niveis
plasmaticos de MGO, nas doses de 25 e 50 mg/kg, foram maiores que seus respectivos
grupos controles [F@3,36=2,361; p <0,001]. Contudo, ndo foram observadas diferencas
estatisticas nos niveis plasmaticos de MGO apds o tratamento por 7 dias, conforme

revelado pelo teste ANOVA de uma via [F,36= 1,234; p > 0,05].
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Figura 8. Niveis de MGO no plasma de camundongos, 4 horas (A) ou apos doses diarias de MGO por
7 dias (B). Os resultados s3o expressos como média + EPM e avaliados por ANOVA seguido de teste
Kruskal-Wallis (10 animais por grupo), e diferencas significativas sdo indicados por * p < 0.05; ** p <
0.001, comparadas ao grupo controle (Ctl).
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5.3 Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre a glicacdo de proteinas no sistema

nervoso central

Com o objetivo de determinar se houve algum efeito sobre a glicacdo de proteinas
no CPF (Fig. 9A-C) e HP (Fig. 9D-F), apds os 7 dias de tratamento com MGO, um dos
adutos de proteina com MGO (MG-H1) foram marcados de forma especifica utilizando
a técnica de imunohistoquimica.

A intensidade de fluorescéncia apresentada pelo anticorpo para MG-H1 apresentou
uma tendéncia no CPF [F,100=0,719; p < 0,06] e aumento significativo no HP [F(, 12)=
0,688; p <0,05] dos animais tratados com 25 mg/kg de MGO. Na dose de MGO 50 mg/kg
ndo houve alteracgdes significativa na intensidade de fluorescéncia em nenhuma das areas

cerebrais analisadas.
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Figura 9. Efeitos da administracio repetida de MGO em proteinas glicadas (MG-H1) no cortex pré-
frontal e hipocampo de camundongos Swiss. Imagens sdo representativas dos grupos experimentais.
Quantificacgdo (painel superior) da intensidade de fluorescéncia indicando a presenca do aduto MG-H1 no
cortex pré-frontal (A-C e G) e hipocampo (D-F e H). Os resultados deste experimento foram analisados por
ANOVA seguido de teste de Kruskal-Wallis, diferencas estatisticas sdo indicadas por & p <0.06 ¢ * p<0.05.
Barra de escala = 100 pm.
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5.4 Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre os sistemas enzimaticos de

detoxifica¢do no sistema nervoso central

A atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo do MGO foi avaliada por
ensaios espectrofotométricos e os niveis proteicos por Western blot. Nao houve alteragao
dos niveis proteicos de Glol no CPF e HP dos animais tratados por 7 dias com MGO.
Contudo, os niveis de Glo2 aumentaram 16% no CPF ap6s tratamento com 50 mg/kg de
MGO por 7 dias, em comparagdo ao grupo controle [F, 24y=0,217; p <0,05] (Fig. 10B).

Em relacdo a atividade enzimatica da AKR, foi observado uma significativa

diminui¢do de sua atividade no HP do grupo tratado com MGO na dose de 50 mg/kg,
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quando comparado ao grupo controle [F(2,27)=2,718; p < 0,05] (Fig. 10C). Ainda, o teste
de ANOVA nao detectou alteragdes estatisticamente significantes na atividade
enzimatica da Glo1 dos grupos tratados com MGO em nenhuma das estruturas cerebrais

analisadas (Fig. 10D).

Figura 10. Efeitos das administracoes repetidas de MGO sobre os sistemas de detoxificacio do MGO.
Analise do imunocontéudo das enzimas Glo1, Glo2 ¢ atividade enzimatica da Glo1 e AKR, no cortex pré-
frontal (PFC) e hipocampo (HP) apdés 7 dias de administragdo de MGO. A intensidade das bandas de
Western blot foram normalizadas por Ponceau-S. Valores estio expressos em média =+ erro padrao da média
(8 — 10 animais por grupo). Os resultados foram avaliados por ANOVA e post-hoc de Kruskal-Wallis.
Diferengas significativas s@o indicadas como, * p <0.05.
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5.5 Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre as defesas antioxidantes no sistema

nervoso central

A Tabela 2 mostra os efeitos da administragdo de MGO (Ctl), 25 ou 50 mg/kg) por

7 dias sobre defesas antioxidantes. Os niveis de GSH-t ndo foram alterados em nenhuma

das duas estruturas cerebrais analisadas: CPF e HP. As atividades GR e TrxR ndo

apresentaram alteracoes significativas em nenhum dos grupos tratados com MGO (Tabela

2).

Tabela 3. Efeitos da administra¢ao repetida de MGO nas defesas antioxidantes. Analise do conteudo
total de glutationa e atividade enzimatica de GR e TrxR, no cortex pré-frontal e hipocampo ap6s 7 dias de
administracdo de MGO. Valores estio expressos como média + erro padrdo da média (8 — 10 animais por

grupo). Os resultados foram avaliados por ANOVA e post-hoc de Kruskal-Wallis.

Tratamento Ctl 25mg/kg 50mg/kg
GSH-t!

Cortex pré-frontal 1,220 £ 0.06 1,224 +0.07 1,208 + 0.06
Hipocampo 1,376 £ 0.05 1,486 + 0.09 1,442 £ 0.07
GR?

Cortex pré-frontal 895 +4.89 82,81 +3.49 8724529
Hipocampo 65,7 + 4.80 66,2 +2.61 69,6+1.71
TrxR 2

Cortex pré-frontal 11,7 +0.67 13,0+ 0.81 143+1.14
Hipocampo 12,4 +1.44 13,2+ 0.93 10,9 +1.09

lexpresso em umol/mg
2expresso em nmol/min/mg

Ainda, o imunoconteudo das enzimas GCL, GR e TrxR foi analisado no CPF ¢ HP

(Fig. 11). A andlise estatistica de Dunnett encontrou aumento significativo nos niveis de

GR no HP no grupo de animais tratados com 50 mg/kg de MGO, em comparacdo ao

grupo controle. As proteinas GCL e TrxR1 nao apresentaram alteragdes significativas em
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seus niveis apds o protocolo de administragdo de 7 dias de MGO em nenhuma das doses

testadas.

Figura 11. Efeitos da administra¢io repetida de MGO sobre defesas antioxidantes. Analise dos niveis
das enzimas GCL, GR e TrxR1, no cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo (HP) apos 7 dias de administragao
de MGO. A intensidade das bandas de Western blot foram normalizadas por Ponceau-S. Valores estdo
expressos como média + erro padrao da média (8 — 12 animais por grupo). Os resultados foram avaliados
por ANOVA e post-hoc de Dunnett. Diferencas significativas sdo indicadas como, ** p <0.01.
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5.6 Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre os niveis de monoaminas no sistema

nervoso central

Os niveis de monoaminas dos camundongos Swiss (Dopamina - DA, Noradrenalina
- NA e Serotonina/5-Hidroxitriptamina - 5-HT) foram avaliados por HPLC no CPF e HP
dos animais, apds 7 dias de tratamento repetido (Fig.12). O MGO reduziu os niveis de
DA no CPF e NA do HP dos animais tratados. Os niveis de DA do CPF apresentaram
uma redugdo significativa de 28% apos o tratamento com MGO (50 mg/kg, i.p.), em
comparagdo com o grupo controle [F 2,26)=1,718; p <0,01] (Fig.12 A). Ainda, o HP dos
animais tratados com as doses de 50 mg/kg i.p. de MGO apresentam uma diminui¢do
significativamente estatistica nos niveis de NA [F (2, 26)= 2.051; p < 0,05] (Fig.12 E).
Ademais, ndo houve diferencas significativas (p <0,05) quanto aos niveis de 5-HT do

CPF e HP dos animais tratados com MGO (Fig.12 C e F).
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Figura 12. Efeitos da administracio repetida de MGO sobre as concentracdes de monoaminas.
Analise das concentragdes dos neurotransmissores dopamina, noradrenalina e serotonina, no cortex pré-
frontal e hipocampo apds 7 dias de administragdo de MGO. Valores estdo expressos como média + erro
padrdo da média (7 — 8 animais por grupo). Os resultados foram avaliados por ANOVA e post-hoc de
Dunnett. Diferencas significativas estdo indicadas como, * p <0.05; ** p <0.01 em relacdo ao grupo
controle.
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5.7 Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre as vias de neurotransmissdao

dopaminérgica

O presente estudo investigou o efeito da administragio de MGO sobre o
imunoconteudo da proteina TH e os niveis de fosforilagdo dos residuos de treonina nas
posigdes 34 e 75 (Thr75 e Thr34) da proteina DARPP-32 e, por meio da técnica de
Western blot (Fig. 13). A analise estatistica de Holm-Sidak ndo revelou alteracdes
significativas nos niveis totais de DARPP-32 ap6s o tratamento com MGO, no CPF
(Fig.13 A) e no HP (Fig.13 B). Contudo, no CPF, o tratamento com MGO promoveu uma
diminui¢do da fosforilacao do sitio Thr34 [F (2, 21y= 0.3614; p < 0,05] e aumento em
Thr75 [F (2,23=4.248; p < 0,05]. Ainda, no CPF a andlise de correlagdo entre os niveis
de fosforilacdo da Thr75/Thr34 demonstrou aumento na razao entre a fosforilagdo dos
dois sitios de fosforilagdo, indicando a ativagao de fosfatase intracelulares. Inversamente,

no HP a fosforilagao do sitio Thr34 apresentou um aumento e o sitio Thr75 ndo ocorreu
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alteracdo significativa da sua fosforilacdo (Fig.13 B). Ainda, a andlise estatistica
demonstrou aumento significativo no imunocontetudo da proteina TH (12%) no CPF apos
o tratamento com 25 mg/kg de MGO, e nenhuma alteracao foi observada no HP (Fig.13
C). Ademais, a maior dose de MGO (50 mg/kg) ndo induziu altera¢des nos niveis de TH

em nenhuma das areas cerebrais estudadas.

Figura 13. Efeitos da administracdo repetida de MGO sobre a fosforilacio de DARPP-32 e
imunoconteido de tirosina hidroxilase. Os animais foram tratados com MGO por 7 dias, nas
concentragoes indicadas. Vinte e quatro horas apds a ultima administragdo, os tecidos foram removidos e
analisados. (A e B) Analise da fosforilagdo dos residuos Thr34 e Thr75 da proteina DARPP-32, no CPF
(A) e HP (B), e suas respectivas analises de correlagdo da razdo entre Thr75/Thr34. (C) Conteudo de tirosina
hidroxilase (TH), no cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo (HP). A intensidade das bandas das formas
fosforiladas de DARPP-32 foram normalizadas pelo conteudo total da proteina DARPP-32. Ponceau-S foi
utilizado como controle de carga de proteina para a analise da TH. Valores estdo expressos como média +
erro padrdo da média (8 — 10 animais por grupo). Os resultados foram avaliados por ANOVA e post-hoc
de Holm-Sidak e Kruskal-Wallis. Diferencas significativas sdo indicadas como, * p <0.05 quando
comparado ao grupo controle.
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5.8 Efeitos do tratamento com metilglioxal juntamente com bicuculina e muscimol

A fim de elucidar o efeito tipo-depressivo induzido pela administracao de MGO por
7 dias, realizamos tratamentos com MGO em conjunto com farmacos (Fig. 14) envolvidos
na neurotransmissdo GABAérgica. Os camundongos Swiss foram tratados por 7 dias
somente com Salina (Ctl), ou MGO (50 mg/kg, 1.p.), ou com uma combinacdo de MGO
e um agonista de receptores GABAA (muscimol, 0,5 mg/kg, i.p.), ou um antagonista de
receptores GABAa (bicuculina, 2 mg/kg, i.p.). Bicuculina e muscimol foram
administrados diariamente, 30 minutos antes da administracdo de MGO. Vinte e quatro
horas apos a ultima administracdo de MGO os animais foram submetidos ao TSC e ao

aparato do campo aberto. A ANOVA de uma via revelou diferengas estatisticamente
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significantes [F (,31) = 0.6808; p < 0,001]. O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
mostrou que os animais tratados com MGO apresentaram um aumento significativo no
tempo de imobilidade (Fig.14 A). Este efeito continuou a ser observado quando os
animais foram tratados com a combinagdo MGO e muscimol ou bicuculina (Fig.14 A).
Este resultado indica que o muscimol e a bicuculina foram incapazes de reverter o

aumento no tempo de imobilidade induzido pelo MGO.

Figura 14. Tempo de imobilidade e atividade locomotora de camundongos tratados com MGO e
farmacos. Tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda e atividade ambulatéria na arena do
campo aberto foram avaliadas apds 7 dias de administracdo de MGO (50 mg/kg) ou MGO e farmacos
envolvidos na modulacdo de neurotransmissdo. Os resultados foram avaliados por ANOVA e post-hoc de
Kruskal-Wallis. Diferencas significativas estdo indicadas como, * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001,
quando comparadas ao grupo controle, # p < 0,05 quando comparadas ao grupo MGO.
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5.9 Efeitos do tratamento com metilglioxal juntamente com Bupropiona sobre as

alteragdes comportamentais € niveis de monoaminas

Um grupo independente de animais recebeu a administracdo de bupropiona (BUP),
um antidepressivo atipico, inibidor da recaptagdo de dopamina e noradrenalina. Os
animais foram tratados por 12 dias com MGO (50 mg/kg), BUP (50 mg/kg) ou com a
combinagdo de ambos (Fig. 15A). A ANOVA revelou auséncia de efeito da BUP, mas
revelou um efeito do tratamento com MGO e da interagdo MGO vs BUP [F (3,17)=0.4695;
p <0,01]. O teste post-hoc Holm-Sidak revelou que o grupo de animais que recebeu a
administragdo apenas de BUP apresentou tempo de imobilidade no TSC semelhante aos

animais que receberam salina (Ctl). Os animais que receberam a administracdo de MGO
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apresentaram um aumento no tempo de imobilidade no TSC quando comparados com o
grupo controle. O grupo de animais que recebeu a coadministragdo de BUP ¢ MGO,
apresentaram tempo de imobilidade semelhante ao grupo controle no TSC, revertendo o
aumento no tempo de imobilidade induzido pelo MGO.

O campo aberto foi utilizado para analisar alteragdes na atividade locomotora dos
animais. A ANOVA nao evidenciou efeito do MGO ou BUP [F ,17)=0.5017; p > 0,05]
e nem da interagao entre ambos. Nao houve nenhuma alteragao significativa na distancia
percorrida (Fig. 15B) nos animais tratados com Salina, BUP, MGO ou com a combinagao

de MGO e BUP.

Figura 15. Tempo de imobilidade e atividade locomotora de camundongos tratados com MGO e/ou
Bupropiona. Tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda e atividade ambulatoria no aparato
do campo aberto foram avaliadas apds 12 dias de administragdo de MGO (50 mg/kg), Bupropiona (BUP)
(50 mg/kg) ou MGO e BUP (50 mg/kg, ambos). Os resultados foram avaliados por ANOVA e post-hoc de
Kruskal-Wallis. Diferencas significativas estdo indicadas como, * p <0.05, quando comparadas ao grupo
controle e ao grupo BUP, # p < 0.05 quando comparado ao grupo MGO.
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Os niveis de monoaminas foram avaliados em animais tratados com Salina (Ctl),
MGO, BUP ou com a combinagdo de ambos (Fig. 16). O MGO reduziu os niveis de DA
no CPF [F, 26 = 3.393; p < 0,01] (Fig. 16A), mas ndo no estriado (Fig. 16D), os niveis
de DA no HP ficaram abaixo dos niveis detectaveis. Os niveis de 5-HT foram
significativamente menores nos no CPF de animais tratado com MGO [F26)= 1.058; p
<0,001] (Fig. 16B), mas nao no estriado (Fig. 16E) ou HP (Fig. 16G). Ap6s o tratamento
com MGO, os niveis de NA permaneceram inalterados CPF (Fig. 16C), estriado (Fig.
16F) e HP (Fig. 16H).
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A coadministracdo de BUP com MGO foi capaz de impedir o decaimento nos niveis
de DA (Fig. 16A) e 5-NT (Fig. 16B) no CPF. Os niveis de DA, 5-HT e NA nas outras
estruturas, como o efeito do MG, permaneceram ao nivel dos animais tratados com Salina

(Ctl) (Fig. 16C-H).

Figura 16. Efeitos do pré-tratamento de Bupropiona sobre a administraciao repetida de MGO na
depleciio das concentracoes de monoaminas. Analise das concentragdes de dopamina (DA), serotonina
(5-HT) e noradrenalina (NA), no cértex pré-frontal (CPF) (A — C), estriado (D — F) e hipocampo (HP) (G
e H) apos 12 dias de administracdo de MGO. Os valores de dopamina encontrados para o hipocampo
estavam abaixo do limite de detecgdo. Valores estdo expressos como média + erro padrio da média (8 — 10
animais por grupo). Os resultados foram avaliados por ANOVA e post-hoc de Kruskal-Wallis. Diferengas
significativas estdo indicadas como, ** p <0.01; *** p <0.01 em relag@o ao grupo controle (Ctl).
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6 DISCUSSAO

Considerando os poucos estudos in vivo demonstrando os efeitos comportamentais
induzidos pelo MGO, na avaliagdo do comportamento tipo-depressivo, elaboramos este
protocolo de avaliagdo, que consiste em diferentes periodos de tempo [15 min
(SZCZEPANIK et al., 2020b), 4 hrs, 7 dias] e em diferentes linhagens de camundongos
(Swiss, C57BL/6 e Balb/C) no tratamento repetido por 7 dias. O efeito tipo-depressivo
induzido pelo MGO ¢ denotado através de observagdes comportamentais de
camundongos submetidos a0 TSC. De acordo, estudos t€ém demonstrado que modelos
experimentais de depressao induzidos por estresse, agentes farmacoldgicos ou cirurgias,
geram aumento no tempo de imobilidade neste teste, similar ao obtido em nosso estudo
(ABELAIRA et al., 2013; CASTAGNE et al., 2011; CRYAN; MOMBEREAU;
VASSOUT, 2005).

O TSC ¢é um ensaio baseado na observacdo de camundongos & uma situagdo de
desespero comportamental inescapavel. Inicialmente, este teste foi proposto para o
screening de novos agentes dotados de potencial antidepressivo. A administragdo de
antidepressivos de distintas classes reduz o tempo de imobilidade no TSC (Steru et al.,
1985). Entretanto, este teste pode apresentar resultados falsos positivos ou falso
negativos. Por exemplo, drogas psicoestimulantes como a cocaina ou anfetamina podem
reduzir o tempo de imobilidade dos animais, porém nao exercem efeito antidepressivo
observados no manejo clinico da depressio (RINCON-CORTES et al., 2018). Além
disso, intervencdes que sdo depressoras da ambulacdo dos animais, como por exemplo a
utilizacao de alguns sedativos, aumentam o tempo de imobilidade, entretanto ndo geram
comprometimentos no humor dos individuos (PITSIKAS et al., 2019). Para eliminar este
viés, os testes preditivos de atividade antidepressiva sdo associados a testes de atividade
locomotora, para excluir efeitos sobre esta (CAN et al., 2012).

No presente estudo, o efeito tipo-depressivo induzido pela administragao de MGO
nao pode ser atribuida a alteragdes na atividade locomotora espontanea dos animais, uma
vez que ndo houve nenhuma alteragdo na atividade ambulatoria dos mesmos, além destes
resultados, protocolos semelhantes com 0 MGO também demonstraram o mesmo padrao
de atividade ambulatoria (HANSEN et al., 2016a; SZCZEPANIK et al., 2020a, 2020b).
Similar aos nossos resultados, os animais nocaute para a enzima Glol apresentaram
comportamento tipo-depressivo (JANG et al., 2017), indicando que niveis elevados de

MGO estdo associados a um efeito depressogénico.
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O tratamento com MGO pode ser capaz de induzir um efeito tipo-antidepressivo
(BENTON et al.,, 2012; HAMBSCH et al., 2010), em contradicdo aos resultados
apresentados pelo nosso grupo (SZCZEPANIK et al., 2020b). E estudos investigaram o
papel da Glol e mostraram uma correlacdo entre a sua expressdo e o efeito tipo-
antidepressivo em camundongos. Por exemplo, (BENTON et al., 2012) reportou que
camundongos apresentando niveis aumentados de Glol, exibiram comportamento tipo-
depressivo. E, ainda, os dados apresentados por Hambsch e colaboradores (HAMBSCH
et al.,, 2010), reportaram uma diminuicdo do tempo de imobilidade (efeito tipo-
antidepressivo) em camundongos que receberam no lado direito do terceiro ventriculo
cerebral a administragdo de MGO (0,7 pmol/sitio, i.c.v. por infusdo) por 6 dias
consecutivos. Além destes, em um modelo de estresse cronico imprevisivel, os ratos
apresentaram uma diminui¢do de MGO, avaliado pela diminui¢do nos adutos MG-H1, e
aumento na expressdao de Glol no CPF e HP. Os autores demonstram um efeito tipo-
antidepressivo induzido pela administracdo didria de 5 mM/kg/dia de MGO por 3
semanas, que foi atribuido a uma interagdo do MGO com o dominio extracelular do
receptor TrkB, levando a uma ativagcao de cascatas de sinalizagdo “downstream” a este
receptor (WU et al., 2018).

Similar ao estudo de (GHOSH et al., 2006), o nosso estudo pontuou que quatro
horas apds uma Unica administragdo de MGO, os niveis séricos de MGO se encontram
elevados. Ghosh e colaboradores (2006), estudando a farmacocinética da administragao
de MGO em camundongos, demonstrou que seu pico plasmatico ocorre em torno de 4 hrs
apods o tratamento. No presente estudo, através de uma andlise quantitativa dos valores de
MGO, nés demonstramos que uma administragdo unica de MGO (50 mg/kg, i.p.) dobrou
os niveis plasmaticos de MGO. Similar aos dados demonstrados anteriormente, Distler e
colaboradores (2012) também demonstraram um aumento nos niveis cerebrais de MGO
logo ap6s os camundongos terem recebido a administragao i.p. de MGO (50-300 mg/kg).
Na presente tese os niveis plasmaticos de MGO também foram avaliados 24 hrs apos a
ultima injecao diaria, ao final de 7 dias de tratamento. Os nossos resultados reportaram
que a administragdo de MGO por 7 dias ndo gerou diferencas estatisticas nos niveis
plasmaticos de MGO. Este resultado indica que o aumento encontrado em 4 h apos a
administracdo de MGO, desaparece em 24h. Nos também sugerimos que devido a sua
alta reatividade, 0 MGO administrado foi em grande parte degradado pelo sistema das
glioxalases ou conjugado a outras proteinas em um periodo inferior a 24 hrs

(THORNALLEY, 2008; DEGEN et al., 2013). Além disso, foi demonstrado, que sob
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condic¢des fisiologicas, 70% do MGO livre reage com a albumina sérica bovina dentro de
um periodo de 15 hrs (LO et al., 1994)

O MGO ¢ um dos principais agentes de glicacdo, o que pode levar a formagao de
AGEs (LO et al., 1994; THORNALLEY, 2003; 2005; THORNALLEY & RABBANI,
2011; BROWNLEE, 2001; BEISSWENGER, 2013). Além disso, 0 MGO induz estresse
oxidativo, danos celulares e apoptose que podem prejudicar a fungdo neuronal (DASURI;
ZHANG; KELLER, 2013; KALAPOS, 2008; LOH et al., 2006). O aduto MG-H1 é um
dos principais AGEs gerados pelo tratamento com MGO, e provavelmente poderia estar
envolvido nas alteracdes comportamentais observadas neste estudo, como descrito por
Wu e colaboradores (WU et al., 2018). A metodologia de tratamentos repetidos por 7 dias
demonstra um aumento significativo na marcacdo de um dos adutos do MGO com
proteinas (MG-H1) formados pela reacdo do MGO com residuos de arginina, no CPF do
grupo de animais tratados com a dose de 25 mg/kg. Embora os resultados presentes neste
trabalho nao foram capaz de denotar aumento significativo na formac¢ao de AGEs na dose
de 50 mg/kg, a via de sinalizacio AGE/RAGE pode ser descrita com frequéncia em uma
variedade de doengas neurodegenerativas e eventos de disfung¢dao cognitiva (KODL;
SEAQUIST, 2008; KONIG; VICENTE MIRANDA; OUTEIRO, 2018; MIRANDA;
OUTEIRO, 2010; YAMAGISHI et al., 2008).

O MGO pode prontamente gerar adutos MG-H1 que podem se ligar ao RAGE
(THORNALLEY, 2008; XUE et al., 2014). Como as proteinas modificadas por MGO
encontradas no tecido ou plasma e podem se ligar ao RAGE, isso pode levar a ativagao
da resposta inflamatoria mediada pela sinalizacdo dependente do receptor, que pode estar
associada a doengas neurodegenerativas e transtornos psiquidtricos (HOFMANN et al.,
1999; XUE et al., 2014; SCHMIDT et al., 1995; FANG et al., 2010). Dessa forma, uma
vez que a ativacdo do RAGE modula positivamente a sua propria expressao, uma resposta
inflamatoria gerada perifericamente pelo MGO a partir de um tratamento repetido de 7
dias, poderia amplificar seus efeitos, e dessa forma contribuir para as alteracdes
demonstradas no SNC (SCHLEICHER & FRIESS, 2007). Um trabalho recente do nosso
grupo também evidenciou que o tratamento com um antagonista seletivo de RAGE (FPS-
ZM1) que ¢ capaz de permear a barreira hematoencefalica, impediu as alteragdes
comportamentais induzidas pela administragdo de MGO (SZCZEPANIK et al., 2020). De
forma similar, camundongos C57BL/6 que receberam uma administracdo de MGO (340

mM) na SNPc, demonstraram um incremento significativo na marcacao de um aduto de
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MGO, Ne-carboximetillisina ligada a a-sinucleina (CML-syn), (SHARMA; RAO;
KALIVENDI, 2019%).

A respeito dos animais nocaute para Glol, em que os autores ndo encontraram
aumento na marcagao de adutos de MGO nos tecidos cerebrais, os autores discutem a
possibilidade de erros metodologicos e sugerem o uso de técnicas mais eficientes de
analise para a quantificacao destes adutos de MGO, como por exemplo, o uso de HPLC
acoplado ao espectrometro de massa (LC-MS) (JANG et al., 2017). No entanto, estudos
in vitro utilizando células S2, SH-SY5Y ou HT22 incubadas com MGO, aumentaram os
niveis de Ne-carboxietillisina (CEL), e MG-H1 (DAFRE et al., 2015a; NISHIMOTO et
al., 2017; PFAFF et al., 2017, THORNALLEY, 2003).

A Glol representa a enzima limitante para a eliminagao de MGO, impedindo grande
parte dos seus efeitos, sendo assim, uma diminuicao dos seus niveis gera um aumento dos
niveis intracelulares de MGO (SHIN et al., 2014). Entretanto, considerando que o
organismo tem outros mecanismos de detoxificacdo de a-oxoaldeidos, os quais podem
estar exercendo mecanismos de compensacdo, como a proteina DJ-1, recentemente
classificada como uma enzima tipo-glioxalase (RICHARME et al., 2015a), e as enzimas
da familia das AKR (RABBANI; THORNALLEY, 2008), nds avaliamos a atividade da
Glol e da AKR nos animais tratados com MGO. Muito embora tenha sido encontrada
uma pequena diminui¢ao (12%) na atividade da AKR no HP dos animais que receberam
o tratamento com MGO (50 mg/kg), esta diferenga estatistica pode ndo representar
relevancia bioldgica nos mecanismos de detoxificagdo do MGO descritos. Ainda, para
elucidar completamente os mecanismos participantes na eliminagdo do MGO seria
necessario acessar a atividade enzimatica da DJ-1 e das enzimas alcool desidrogenases.

Em pacientes diabéticos, ndo s6 os niveis plasmaticos de MGO estao elevados
(THORNALLEY, 1993; KONG et al, 2014), mas também o contetdo celular de enzimas
envolvidas na detoxificacdo de a-oxoaldeidos (AKRs, Glol e Glo2), as quais também
apresentaram niveis elevados em células mono- e polimorfonucleares (RATLIFF et al.,
1996). Nos estudos de Dafre e colaboradores (2015) e Schmitz et al. (2017) foi
demonstrado que o0 MGO tem um efeito dual. Em baixas concentra¢des e curto prazo
(horas), o MGO pode induzir fortemente a Glo2, mas em altas concentragdes e maior
tempo de exposi¢ao, 0 MGO pode inibir a Glo1 e diminuir os niveis de Glo2. Foi ainda
posteriormente demonstrado que essa diminui¢do nos niveis de Glo2 foi mediada por
autofagia dependente da ativacdo da proteina ativada por adenosina monofosfato

(DAFRE; SCHMITZ; MAHER, 2017; SCHMITZ et al., 2017).
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A injeg¢do i.c.v. repetida de MGO (0,7 umol/uL) durante 5 dias induziu um aumento
nos niveis de RNAm e proteina da Glo1 no encéfalo de camundongos (HAMBSCH et al.,
2010). Em outro estudo com ratos, apos administragdes repetidas de MGO (3 pmol/uL,
1.c.v.) por 6 dias, a atividade enzimatica da Glo1 nao foi alterada no CPF, e apenas um
aumento transiente no HP foi observado 21 dias apo6s a interrup¢do do tratamento
(HANSEN et al., 2016). No presente estudo, o tratamento com MGO durante 7 dias levou
a aumento significativo na expressao da Glo2 no CPF. Em um protocolo semelhante ao
realizado por nosso grupo de estudo, porém por um periodo mais longo de tratamento (11
dias), a administracdo de MGO (10 e 50 mg/kg) foi capaz de diminuir os niveis de Glol
no HP e CPF (SZCZEPANIK et al., 2020b). Relacionado a isso, os niveis de Glo1 foram
menores em amostras de sangue de pacientes diabéticos com nefropatia (HAMOUDANE
etal., 2015).

Estudos prévios em células HT22 demonstraram que o MGO foi capaz de diminuir
os niveis ¢ a atividade Trx1, assim como, a atividade da TrxR (DAFRE et al., 2015).
Ainda, em c¢lulas HT22 e fatias hipocampais de camundongos, o tratamento com MGO
foi capaz de depletar os niveis de GSH e diminui¢do na atividade da GR. Apesar da
inducdo significativa do conteudo de TrxR e GR em células HT22 e fatias hipocampais,
o correspondente aumento na atividade destas enzimas nao foi observado (SCHMITZ et
al., 2017). A forte glicagcdo da TrxR (DAFRE et al., 2015b), foi indicado como possiveis
mecanismos de inibicdo da GR e TrxR pelo MGO. Estudos in vitro com enzimas
purificadas demonstraram o potencial inibitorio do MGO sobre a GR e TrxR (Bion,
2020). Em nossos estudos, a administragdo repetida de 50 mg/kg de MGO por 7 dias foi
capaz de induzir um aumento significativo nos niveis GR no HP. Entretanto, ndo houve
alteragdo na atividade enzimatica da GR, sugerindo uma inibi¢do de sua atividade
enzimatica. O conteido total de GSH ndo sofreu alteracdes, assim como, o
imunoconteudo de GCL e a atividade e expressao da TrxR, indicando que o tratamento
por 7 dias com MGO 50 mg/kg nao ¢ capaz de afetar estas defesas antioxidantes.

O MGO ¢ capaz de afetar o contetido de monoaminas (DE ALMEIDA et al., 2020;
DENG et al., 2012; TANG; HU; SANG, 2020; XIE et al., 2015), sendo assim, os niveis
de DA, NA e 5-HT foram quantificados no HP e no CPF dos animais tratados
repetidamente com MGO. Em uma compilagdo de dados de 3 experimentos (N= 18-22),
¢ possivel verificar que o tratamento com MGO por 7-12 dias leva a diminui¢ao nos niveis
de DA no CPF (-54%) e 5-HT no CPF (-33%) e HP (-16%). A diminuigdo nos niveis de

DA no CPF sdo marcantes. Entretanto, a diminuicdo de 5-HT no CPF ¢ HP sdao menos
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expressivos e muitas vezes ndo detectados em experimentos com numero reduzido de
animais, bem como, altera¢des significativas nos niveis de 5-HT foram encontradas
apenas no protocolo de administragao de 12 dias. Desta forma, o objetivo do nosso
trabalho foi caracterizar os efeitos do MGO sobre os mecanismos relacionados as
alteracdes dos niveis de DA que estdo presentes em ambos protocolos de administragdo
repetida.

O grupo tratado com a maior dose de MGO (50 mg/kg) apresentou niveis menores
de DA (-54%) no CPF quando comparado ao grupo controle. Os animais que receberam
a maior dose de MGO também demonstram uma diminui¢do abrupta dos niveis de
dopamina em um tratamento por 11 dias (SZCZEPANIK et al., 2020b). E possivel que
os menores niveis de DA se correlacionem com o comportamento tipo-depressivo
demonstrado no TSC. E importante ressaltar que, até onde se sabe, estas sdo as primeiras
evidéncias in vivo da possivel ligacdo do MGO com niveis diminuidos de DA.

E importante salientar que este estudo é o primeiro a analisar os niveis de TH in
vivo, apos a administracdo i.p. de MGO. A andlise da enzima TH por Western blot
demonstrou um aumento significante de seus niveis no CPF de camundongos tratados
com 25 mg/kg, mas ndo na dose de 50 mg/kg. O tratamento com MGO por 7 dias ndo
alterou os niveis de TH no CPF. Efeito similar ao encontrado no CPF foi demonstrado
em células de neuroblastoma SH-SY5Y, em que o tratamento com até¢ 400 puM de MGO
foi capaz de aumentar os niveis de TH (XIE et al., 2014). Contudo, em um protocolo de
administracdo intra-estriatal de MGO, o nimero de neur6nios positivos para a marcagao
por imuno-histoquimica da TH apresentou uma diminuicdo, assim como, os niveis de
imunoconteudo desta proteina (SHARMA; RAO; KALIVENDI, 2019%).

Os niveis de contetido total da DARPP-32 ndo apresentaram alteragdes no CPF e
HP apds o tratamento com MGO (50 mg/kg). Contudo, a administracio de MGO
promoveu uma diminui¢do na fosforilagdo do sitio Thr34, enquanto que aumentou a
fosforilagao do sitio Thr75, o que resultou em uma razao maior na correlagdo realizada
entre os sitios Thr75/Thr34 no CPF. Ademais, ainda que no HP a fosforilagdo do sitio
Thr34 foi aumentada, o tratamento com MGO nao foi capaz de induzir alteragdes no sitio
Thr75 e, portanto, ndo houve alteracdo da razdo Thr 75/Thr34, indicando que o MGO
afeta preferencialmente o CPF. De forma interessante, animais submetidos ao protocolo
de derrota social também apresentaram aumento na fosforilagdo da Thr75 do CPF, mas

ndo na amigdala e HP (JIN et al., 2015).
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DARPP-32 ¢ uma importante fosfoproteina, responséavel pela regulacao de diversos
sistemas de neurotransmissdo (SVENNINGSSON et al., 2004) e que tem sido apontada
como uma proteina responsavel pelos efeitos antidepressivos induzidos pela
administracao de fluoxetina (SVENNINGSSON et al., 2002%). A fosforilagdo de sitios
especificos, como a Thr34, que faz com que a DARPP-32 cause a inibi¢ao da fosfatase 1
(SVENNINGSSON et al., 2004). Ou ainda, a fosforilagdo da Thr75 que causa um efeito
antagbénico, ¢ diminui a atividade da DARPP-32 sobre outras proteinas. Os dados
apresentados neste trabalho indicam uma inibi¢do da sinalizacdo de DARPP-32 no CPF,
que pode causar uma diminui¢do na inibi¢do da atividade da proteina fosfatase 1. Este
mecanismo pode ser consequéncia da diminui¢do de DA observada no CPF, resultado da
inibicao da sinalizacdo dopaminérgica e aumento na razao Thr75/Thr34. Entretanto, ¢
necessario salientar a necessidade de novos experimentos, como no protocolo 12 dias,
para a visualizagao prolongada as alteragdes nesta via de sinalizagdo celular.

Contudo, ¢ importante mencionar que a sinalizagdo glutamatérgica também pode
estar envolvida nesta resposta, devido a capacidade da DARPP-32 em modular esta via
de neurotransmissao (YGER; GIRAULT, 2011), aspecto o qual ndo foi tratado neste
trabalho. O MGO exerce efeito agonista sobre os receptores GABAa (DISTLER et al.,
2012¢), e a modulagdo nos niveis de dopamina pode afetar estes receptores
(HOERBELT; LINDSLEY; FLECK, 2015). Baseado nestas evidéncias, a deplecao de
DA e a modulacao da ativacdo de receptores GABAA pelo MGO pode ser responsavel
pelas alteragdes observadas na sinalizagdo da DARPP-32.

Considerando que o MGO pode agir como um agonista parcial competitivo de
receptores GABAA (DISTLER et al., 2012%), ndo somente o acimulo patoléogico de MGO
poderia exercer seus efeitos no SNC, porém, espera-se que a sua producdo enddgena
também possa assumir algum papel. Além disso, verificou-se que em altas doses, e de
forma aguda, o MGO pode causar depressio locomotora, ataxia e hipotermia em
camundongos, 0 que sugere a ativacao de receptores GABAérgicos (DISTLER et al.,
2012a). O MGO ¢ gerado intracelularmente tanto por neurdnios quanto por células gliais,
e como ¢ permeavel & membrana plasmatica, pode ativar os receptores GABAA de
maneira paracrina (DISTLER et al., 2012a).

Achados prévios do nosso grupo (SZCZEPANIK et al., 2020b) indicam que doses
mais altas de MGO em uma unica administracdo (80 e 200 mg/kg) sdo capazes de causar
hipolocomogdo dos animais, corroborando com os dados da literatura. Isso indica que,

apos a injecao sistémica, os efeitos agudos do MGO sobre a atividade locomotora surgem
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apenas quando em doses superiores a 50 mg/kg, em camundongos. Todos estes efeitos
mencionados podem ser considerados caracteristicos de agdo inibitoria no sistema
nervoso, que podem ser desencadeadas pela ativacao dos receptores GABAA (DISTLER
et al., 2012b; KULLMANN et al., 2005).

A dopamina ¢ um neurotransmissor amplamente associado a vias de recompensas
mesolimbicas que modulam comportamentos de hedonia. Desta forma, vem sendo
proposto que um aumento na neurotransmissdo dopaminérgica poderia estar atuando
terapeuticamente frente a anedonia, principal sintoma atribuido a depressao (D’AQUILA
et al., 2000). Por fim, um grupo experimental de animais recebeu apenas a administragao
de BUP e o protocolo de pré-tratamento com BUP. Nossos resultados estdo sugerindo
que o pré-tratamento com a BUP foi capaz de impedir o efeito tipo-depressivo induzido
pela administragdo de MGO. Como ja tinhamos pontuado, a possivel modulagao de
neurotransmissores na modulacdo deste comportamento analisado, foi realizado a
quantificagdo das monoaminas apds 12 administra¢cdes consecutivas dos compostos
mencionados acima. Os niveis de dopamina e serotonina apresentaram uma diminui¢ao
significativa em seus niveis no grupo de animais que receberam apenas a administragao
de MGO, e o pré-tratamento com BUP foi capaz de reverter as redugdes de dopamina e
serotonina observadas no CPF.

Importante ressaltar que, os mecanismos envolvidos na deplecdo de
neurotransmissores induzida pelo tratamento com o MGO ainda necessitam de mais
investigagdes. Como mencionado anteriormente, autores descrevem a capacidade do
MGO de reagir com a DA, 5-HT e NA (SZENT-GYORGYI; MCLAUGHLIN, 1975),
podendo desencadear a formagdao de diversos produtos toxicos. Estudos recentes
caracterizam a formacao de diversos produtos altamente toxicos a partir da reagdo com
DA e 5-HT (SACHIN et al., 2018; TANG; HU; SANG, 2020; XIE et al., 2015).
Salientando a alta reatividade do MGO e, sua capacidade de reagir com estas aminas e
residuos de aminodcidos, um aumento nas concentracdes de MGO, apos um protocolo de
administracdo prolongado seria um dos mecanismos responsaveis pelas alteracdes

descritas aqui.
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7

CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados pode-se concluir que:

Administragdes consecutivas de MGO sao capazes de induzir um efeito tipo-

depressivo nas linhagens de camundongos Swiss, C57BL/6 e BALB/C;

A administracao de MGO foi capaz de elevar os niveis plasmaticos de MGO apos

4 hrs, mas nao 24 hrs ap6s o tratamento por 7 dias consecutivos;

O CPF e HP de Camundongos Swiss tratados com MGO na dose de 25 mg/kg por
7 dias demonstram aumento da quantidade de proteinas glicadas (aduto MG-H1),
indicando que os eventos de glicacdo que podem ser desencadeados por

concentragoes elevadas de MGO;

A dose de 50 mg/kg de MGO ¢ capaz de elevar o imunocontéudo de Glo2 no CPF
e diminuir a atividade enzimatica da AKR no HP, corroborando com os efeitos de

resposta celular demonstrado in vitro e in vivo;

A administra¢do de 50 mg/kg de MGO por 7 dias foi capaz de induzir aumento
no imunocontéudo de GR, mas nao na TrxR, GCL e GSH porém, sem alteragao
das atividades enzimaticas GR e TrxR, indicando que o tratamento utilizado tem

pouco efeito sobre estes parametros.

O tratamento de 7 dias com MGO foi capaz de induzir diminui¢do nos niveis de
dopamina do CPF e de serotonina no CPF e HP de camundongos Swiss. Sugerindo
possiveis novos mecanismos de acdo do MGO no SNC, capaz de agir sobre o
sistema dopaminérgico e serotoninérgico, influenciando nas alteragdes

comportamentais demonstradas;

O protocolo de administragcdes diarias de 50 mg/kg de MGO induziu uma
diminui¢do da fosforilacao do sitio Thr34 de DARPP-32 no CPF ¢ um aumento
da fosforilagdo do sitio Thr75 apenas no CPF. No HP, o protocolo experimental
induziu um aumento na fosforilagao do sitio Thr34 de DARPP-32. Indicando um

possivel mecanismo de acdo sobre a sinalizacdo da cinase DARPP32;

A administragdo de MGO na dose de 25 mg/kg foi capaz de aumentar o

imunoconteudo de TH no CPF;
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e O pré-tratamento de Bupropiona foi capaz de impedir a diminui¢do dos
neurotransmissores DA e 5-HT no CPF e, de impedir o aumento no tempo de
imobilidade induzido pelo MGO no TSC, corroborando com a hipotese de agdo

do MGO sobre o sistema monoaminérgico.
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ANEXO 1 - Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais da UFSC
(CEUA/UFSC)
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Mecanismos de aA§A£o do metilglioxal, uma toxina endA%gena”, protocolada sob o CEUA ne?
7245210616, sob a responsabilidade de Alcir Luiz Dafre e equipe; Barbara dos Santos; Gudrian Ricardo Lopes de Almeida; Jozimar
Carlos Szczepanik - que envolve a produgdo, manutencgao efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 07/10/2016.

We certify that the proposal "Action mechanisms of methylglyoxal, an endogenous toxin", utilizing 1200 Heterogenics mice (males
and females), protocol number CEUA 7245210616, under the responsibility of Alcir Luiz Dafre and team; Barbara dos 5antos;
Gudrian Ricardo Lopes de Almeida; Jozimar Carlos Szczepanik - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 10/07/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 05/2016 a 04/2020 Area: Biogquimica
Origem: CCB - Biotério de Roedores e animais aquéticos do Labdef

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 60 a 120 dias N: 1200
Linhagem: Swiss Peso: 25a50g

Resumo: Existe forte correlagao entre o mal funcionamento sistema de degradacdo do metilglioxal (MGO) e o desenvolvimentos da
doenga neurodegenerativas. O Metilglioxal (MG) é um alfa-cetoaldeido de trés carbonos formado por diferentes rotas metabdlicas,
sendo a glicélise a principal delas. O cérebro dos pacientes com a doenga de Alzheimer apresentam elevados niveis de produtos
avancados de glicacdo (AGE), menores niveis de glutationa e estresse oxidativo, 0s quais sao estritamente correlacionados como
o0s niveis de MGO. Recentemente, mostrou-se que a proteina DJ-1 possui atividade glyoxalase, e a auséncia desta atividade tem
sido considerada como uma das causas de uma doenga autosomal rara da deenca de Parkinson. Além disto, o envelhecimento esta
associado a uma menor expressao da glioxalase 1 (Glol) em roedores e humanos. Estes exemplos realgam a relevancia em se
descobrir novos mecanismo de toxicidade do MGO. Por outro lado, em células HT22, o0 MGO modula a via o fator de transcricao
Nrf2, induzindo a expressao de defesas antioxidantes. Diversos estudos tem identificado a associacdo entre a expressao da Glol e
fendtipos comportamentais em varias linhagens de camundongos. As evidéncias de alteracdes na expressdo de Glol ou que niveis
de MG estariam associados a modulagao do comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo em roedores. Sendo assim, propomos
um aprofundamento nos estudos dos mecanismo de acdo do MGO, envolvendo processos autofagicos.

Local do experimento: Departamento de Bioguimica, CCB, UFSC

Florianépolis, 07 de outubro de 2016
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