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RESUMO

A doenca da urina do xarope do bordo (DXB) é
caracterizada como um distdrbio de heranca autossémica
recessiva causado pela deficiéncia na atividade do
complexo o-cetodcido desidrogenase de cadeia ramificada
(CDCCR). Dentre os principais sinais clinicos apresentados
cita-se: disfuncdo neuroldgica, convulsdes, atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor. A fisiopatologia dos
sintomas neuroldgicos e 0s danos cerebrais dos pacientes
com DXB séo pouco esclarecidos, dentre as hip6teses os
fatores neurotroficos parecem estar envolvidos na
fisiopatologia da DXB. Quanto ao tratamento a tianeptina
tem sido extensamente investigado por seu efeito protetor e
consistente contra o estresse indutor da remodelacdo
neuronal. O objetivo serd avaliar os sintomas tipo
depressivos e o0s niveis de neurotrofinas em ratos
submetidos a administracdo cronica de AACR durante o
desenvolvimento e o efeito da administracéo da tianeptina
neste modelo animal. Foram utilizados ratos Wistar. Os
ratos submetidos ao modelo animal de DXB apresentaram
uma reducdo significativa da atividade locomotora
evidenciada através dos cruzamentos em relacdo ao
controle, sendo também percebido mesmo resultado
naqueles em que houve administragdo concomitante de
AACR+Tianeptina. Houve reducdo do consumo de
sacarose quando comparada ao grupo controle, sendo este
efeito revertido no grupo DXB tratado. No grupo DXB
houve um maior tempo de imobilidade quando comparados
ao grupo controle, j& naqueles em que a Tianeptina foi
administrada concomitantemente com os AACR foi
observado reversdo deste efeito. Quanto ao tempo de
natagdo percebe-se uma diminuicdo significativa no grupo
DXB quando comparado ao grupo controle, sendo que no
grupo DXB+Tianeptina, reverteu este efeito. Houve
aumento do peso da glandula adrenal nos ratos submetidos
ao modelo animal de DXB quando comparado ao grupo






controle, e Tianeptina reverteu este efeito. Os niveis de NGF
do grupo DXB diminuiram no hipocampo, ja no grupo
DXB+ Tianeptina percebe-se niveis de NGF no hipocampo
similares aos do grupo controle. No hipocampo o grupo
DXB obteve-se niveis de BDNF maiores do que no grupo
controle, enquanto no grupo que recebeu administracdo de
AACR+Tianeptina apresentou niveis mais baixos
comparados ao DXB. No cértex cerebral tanto o grupo que
recebeu a Tianeptina quanto o grupo DXB foram
observados maiores niveis de BDNF, quando comparados
ao grupo controle. Ja no grupo DXB tratado houve uma
reducdo do nivel de BDNF. Os resultados indicam que a
Tianeptina pode ser uma boa alternativa para o uso cronico
em pacientes com DXB, visto que é capaz de modular o eixo
HPA restabelecendo melhorando também os niveis das
neurotrofinas e os sintomas tipo depressivos.
Palavras-chave: DXB, AACR, neurotrofinas, Tianeptina






ABSTRACT

MSUD is characterized an autosomal recessive inheritance
disorder caused by deficiency in CDCCR activity. Among
the main clinical signs cited are: neurological dysfunction,
convulsions, delay in neuropsychomotor development. The
pathophysiology of neurological symptoms and brain
damage of patients with DXB are poorly understood, among
the hypotheses neurotrophic factors appear to be involved
in the pathophysiology of DXB. Regarding treatment,
tianeptine has been extensively investigated for its
protective and consistent effect against stress inducing
neuronal remodeling. The objective will be to assess the
type-depressive symptoms and levels of neurotrophins in
rats submitted to chronic administration of AACR during
the development and effect of administration of tianeptine
in this animal model. Wistar rats were used. The rats
submitted to the DXB animal model showed a significant
reduction of the locomotor activity evidenced by the crosses
in relation to the control, and also the same result was
observed in those in which there was concomitant
administration of AACR + Tianeptina. There was a
reduction in sucrose consumption when compared to the
control group, and this effect reverted in the treated DXB
group. In the DXB group there was a longer immobility time
when compared to the control group, even in those in which
Tianeptina was administered concomitantly with the
AACR, areversal of this effect was observed. Regarding the
swimming time, a significant decrease was observed in the
DXB group when compared to the control group, and in the
DXB + Tianeptina group, reversed this effect. There was an
increase in adrenal gland weight in rats submitted to the
DXB animal model when compared to the control group,
and Tianeptin reversed this effect. NGF levels of the DXB
group decreased in the hippocampus, whereas in the DXB
+ Tianeptina group, levels of NGF in the hippocampus were
similar to those in the control group. In the hippocampus the






DXB group obtained higher BDNF levels than in the control
group, while in the group receiving administration of AACR
+ Tianeptina presented lower levels compared to DXB. In
the cerebral cortex both the group receiving Tianeptina and
the DXB group, higher levels of BDNF were observed when
compared to the control group. In the treated DXB group,
there was a reduction in the level of BDNF. The results
indicate that Tianeptin may be a good alternative for chronic
use in patients with DXB, since it is able to modulate the
HPA axis, restoring also improving levels of neurotrophins
and depressive symptoms.

Keywords: MSUD, BCAA, neurotrophins, Tianeptina
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1. INTRODUCAO
1.1Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) foram
descritos em 1908 por Sir Archibald E. Garrod para
descrever doencas como a alcaptondria, no qual os
individuos afetados excretam grandes quantidades de acido
homogentisico na urina. Através de suas observacdes,
Garrod verificou o surgimento de novos distlrbios
relacionados a alteracbes genéticas e que envolviam o
acumulo de outras substancias nos fluidos bioldgicos dos
pacientes. Entdo ele postulou que estas doencas resultavam
da sintese qualitativa ou quantitativamente anormal de uma
proteina, enzimatica ou ndo, pertencente ao metabolismo
(Scriver et al., 2001). Os EIM guando analisados de forma
individual sdo considerados raros, entretanto, quando
analisados em conjunto sdo frequentes, e podem atingir um
em cada mil nascidos vivos (Gimenez-Sanchez et al., 2001).
De todas as doencas genéticas os EIMs correspondem a
aproximadamente 10% e, atualmente, ja foram descritos
cerca de 500 disturbios envolvendo defeitos na sintese,
degradacdo, transporte e armazenamento de moléculas no
organismo (Gimenez-Sanchez et al., 2001). Esses defeitos
hereditarios do metabolismo ocorrem devido a
anormalidades na sintese de uma proteina, geralmente uma
enzima, e isto altera suas fungdes. A auséncia ou a
deficiéncia de atividade enzimatica gera um bloqueio
metabdlico que consequentemente leva ao acumulo de
substratos e seus derivados. Este bloqueio pode gerar
manifestacfes clinicas varidveis, de acordo com a rota
afetada, e geralmente provoca sintomatologia grave, que na
maioria das vezes afeta o sistema nervoso central (SNC)
(Scriver et al., 2001).
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1.2 Doenca da Urina do Xarope do Bordo
1.2.1 Historico

Em 1954, Menkes et al. observaram quatro
pacientes com uma doenca neurolégica degenerativa,
caracterizada por edema cerebral, convulsfes, espasticidade
e sofrimento respiratério, com inicio dos sintomas na
primeira semana de vida e morte até o terceiro més. Eles
observaram também que a urina destes pacientes possuia
forte odor de acUcar queimado e por isso a doenca recebeu
0 nome de Doencga do Xarope do Bordo (DXB). Em outro
estudo, Westall et al. (1957) observaram outro paciente e
encontraram concentracdes elevadas dos aminoacidos de
cadeia ramificada, leucina, isoleucina e valina. Alguns anos
depois, Menkes (1959) conseguiu isolar os a-cetoacidos de
cadeia ramificada, derivados destes aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR), da urina dos pacientes com DXB. Ja
em 1960, Dancis et al. descreveram que o bloqueio
metabdlico na DXB ocorre na descarboxilacdo dos o-
cetoacidos de cadeia ramificada.

1.2.2 Etiologia

A DXB pode ser caracterizada como um distlrbio
de heranca autossdémica recessiva (Danner e Elsas, 1989;
Nobukuni et al., 1991) causado pela deficiéncia na atividade
do complexo a-cetodcido desidrogenase de cadeia
ramificada (CDCCR) (Figura 1). Esta deficiéncia leva a um
bloqueio metabdlico que resulta no acimulo dos
amino4cidos de cadeia ramificada, leucina, isoleucina e
valina e de seus respectivos a-cetoacidos de cadeia
ramificada, acido a-cetoisocaproico (CIC), acido a-ceto-p-
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metilvalérico (CMV) e é&cido a-cetoisovalérico (CIV)
(Chuange Shih, 2001).

Nos mamiferos o complexo desidrogenase dos a-
cetoacidos de cadeia ramificada (CDCCR) encontra-se na
membrana interna mitocondrial das células (Yeaman, 1986;
Chuang e Shih, 2001). Este complexo multienzimatico esta
envolvido na descarboxilagdo dos aminoécidos de cadeia
ramificada leucina, valina e isoleucina (Parella et al., 1994;
Chuang e Shih, 2001). O fluxo dos amino4cidos de cadeia
ramificada usados para a obtencdo de energia é regulado
pela atividade deste complexo, sendo o passo irreversivel da
via catabolica, que possui trés componentes cataliticos: uma
o-cetoacido  descarboxilase de cadeia ramificada
heterotetramérica (o2p2), ou EL1; uma dihidrolipoil
trasacilase (24 subunidades idénticas), ou E2; e uma di-
hidrolipoamida desidrogenase homodimérica, ou E3. Os
componentes E1 e E2 sdo especificos para CDCCR
enquanto a proteina E3 é também componente dos
complexos a-cetoglutarato e piruvato desidrogenase (Reed
e Hackert, 1990). Além disso, nos mamiferos o CDCCR
apresenta duas enzimas regulatorias; uma cinase e uma
fosfatase especificas que regulam a atividade do complexo
através dos ciclos de fosforilagdo/defoforilagdo de dois
residuos de serina da subunidade Ela (Eisenstein et al.,
1991; Peinemann e Danner, 1994). O resultado final da
reacdo da desidrogenase dos aminoacidos de cadeia
ramificada € a produgéo de acil-CoA de cadeia ramificada,
CO2 e NADH na proporgéo de 1:1:1 (Danner et al., 1979).
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Figura 1. Rota catabolica dos aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina. As duas
primeiras reacBes comuns sdo catalisadas pelas seguintes
enzimas: transaminacdo reversivel pela aminotransferase
dos AACR (1) e a descarboxilacao oxidativa dos cetoacidos
de cadeia ramificada e esterificacdo da coenzima A pelo
complexo alfa-cetodcido desidrogenase (2). Em destaque,
demonstrando o blogqueio que ocorre na Doenga da Urina do
Xarope do Bordo (DXB), devido a deficiéncia do complexo
a-cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada (Adaptado
de Chuang e Shih, 2001).
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1.2.3 Manifestac0es clinicas

A freqliéncia mundial com base em dados de
rastreamento de rotina de 26,8 milhdes de recém-nascidos é
de aproximadamente 1 em 185,000 (Chuang e Shih, 2001).

Pacientes com DXB podem  apresentar
manifestacdes clinicas variadas de acordo com fendtipo
clinico da doenca, que compreende desde a forma classica
severa até as formas variantes moderadas (intermedidria,
intermitente, responsiva a tiamina e deficiéncia de
diidrolipoil desidrogenase —E3) (Tabela -1). Os principais
sinais clinicos apresentados pelos pacientes com a forma
classica da DXB incluem cetoacidose, hipoglicemia, recusa
alimentar, opist6tono e disfuncdo neurolégica, convulsdes,
hipotonia,  hipertonia, irritabilidade, atraso  no
desenvolvimento neuropsicomotor, entre outros. A
presenca de edema generalizado e
hipomielinizacdo/desmielinizacdo no SNC também podem
ser observados nestes pacientes, principalmente durante os
episodios de descompensacdo metabolica (Chuang e Shih,
2001; Schonberger et al., 2004).

Na maioria dos pacientes com DXB pode ser
observado encefalopatia com edema cerebral generalizado
(Rosa et al, 2016). Também ha relato de hipodensidade
difusa no globo palido e tdlamo afetando a substancia
branca destas regides, o que é um indicativo de
hipomielinizagdo (Treacy et al., 1992). Nos nicleos da base
e substancia negra observou-se perda neuronal consideravel
(Chuang e Shih, 2001). Recentemente, foram demonstrados
através de exames radioldgicos sinais aumentados em
neuroimagens compativeis com modificagcbes no contetido
aquoso na substdncia branca caracteristica da
desmielinizagdo. As areas mais afetadas sdo mesencéfalo,
tronco cerebral, tAlamo e o globo palido (Schonberger et al.,
2004).

O acumulo de AACR e seus respectivos o-
cetoacidos  também  podem  causar  alteraches
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comportamentais (Scriever 2006). Walsh e Scott (2010)
demonstram alteragcdes no perfil neurocognitivo de uma
paciente com DXB, no qual foi observado déficit no
raciocinio nao-verbal e visuo-espacial, e outras alteracdes
como déficit de atencdo, alteracdo no controle motor fino e
prejuizo das fungdes executivas. Estudos utilizando injecGes
de leucina em modelos animais demonstraram déficit
comportamental de longa duragdo em ratos submetidos a
duas tarefas diferentes de aprendizado, no qual foi
observada perdada consolidagdo da memoria com
comprometimento na formacao da potencializacéo de longa
duracdo (RefeRéncias). Além disso, Coitinho et al. (2001)
observaram convuls@es apds a injecdo intraestriatal de o-
cetodcidos de cadeia ramificada em ratos adultos. Foi
demonstrado por Scaini et al. (2012a) que animais
submetidos a um modelo animal quimicamente induzido de
DXB apresentam déficit de memdria e aprendizado.
Também foi demonstrado pelos mesmos autores que 0s
efeitos comportamentais apresentados pelos animais
submetidos ao modelo aninal de DXB foram prevenidos
pela coadministragdo de N-Acetilcisteina e deferoxamina,
sugerindo que o déficit cognitivo provocado pelos AACR
pode ser atribuido ao dano oxidativo causado pelos os
radicais livres.
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Tabela 1. Classificacdo dos fendtipos da DXB baseada nas
manifestacdes clinicas e na atividade da enzima CDCCR.

Fenotipo . ~ - L s

clinicg Manifestagdes clinicas Atividade enzimatica
. Letargia, recusa alimentar, alteracdes

Classica

neuroldgicas progressivas, cetose, 0-2%
hipoglicemia, convulsGes e coma

Atraso no desenvolvimento e/ou

ey AN
Intermediario convulsdes e cetoacidose 0-30%
. Episodios de ataxia / cetoacidose 7
Ll e e precipitado por infec¢des 2:20%
Res_pon_swo a Similar a forma intermediaria 2-40%
tlamina

Deficiéncia de Sem sintomas neonatais, hipotonia,

. L . 0-25%
E3 acidose latica, atraso no desenvolvimento

Fonte: Adaptado de Chuang e Shih, 2001.

1.2.4 Fisiopatologia

A fisiopatologia dos sintomas neuroldgicos e 0s
danos cerebrais dos pacientes com DXB sdo pouco
esclarecidos. Alguns estudos em modelos animais
demonstraram que os a-cetoacidos de cadeia ramificada e
AACR inibem a captacdo de glutamato em concentragdes
similares a observada em pacientes com descompensacao
metabdlica, sendo sugerido inclusive um mecanismo de
inibicdo competitiva entre estes metabdlitos (Reis et al.,
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2000; Tavares et al., 2000). De acordo com Gibson e Blass
(1976), o CIC ¢é o mais toxico dos a-cetodcidos porque ele
foi capaz de inibir o consumo de oxigénio cerebral e
provocar deficiéncia na formacdo de mielina no cerebelo de
ratos. Outros estudos demonstraram que 0 aumento de
leucina sérica e CIC no espago extracelular altera a
concentracdo no SNC dos aminodcidos transportados pelo
transportador dos aminoacidos neutros de cadeia longa
(sistema L) que incluem a metionina, valina, isoleucina,
triptofano, tirosina, fenilalanina e glutamima (Araujo et al.,
2001). Sendo assim, a biossintese de alguns
neurotransmissores cerebrais como as catecolaminas e a
serotonina poderiam ser comprometida pela diminuicdo na
concentracdo de alguns aminoéacidos no cérebro (Huang et
al., 1996; Zielke et al., 1997). Outros achados mostraram
gue o0 excesso de leucina na dieta diminui a concentragéo de
serotonina no cérebro (Yuwiler e Geller, 1965).

Funchal et al. (2004a) demonstraram, em cultura de
astrocitos, que os a-cetodcidos de cadeia ramificada levam
a morte celular em concentragbes comparaveis as
observadas em individuos afetados e que estdo no estado de
descompensacdo metabdlica. Além disso, estudos tém
demonstrado que os metabdlitos acumulados na DXB
podem comprometer a homeostase mitocondrial (Holiwell
e Lee, 1963; Land et al., 1976; Danner e Elsas, 1989; Pilla
et al., 2003; Sgaravatti et al., 2003; Ribeiro et al., 2008;
Amaral et al., 2010), induzir estresse oxidativo (Bridi et al.,
2003, 2005; Fontella et al., 2002; Barschak et al,. 2006;
Mescka et al., 2011), e apoptose (Jouvet et al., 2000a;b).
Scaini et al. (2012b) demonstraram que tanto a
administracdo aguda quanto a crénica de AACR aumenta a
atividade da acetilcolinesterase em cérebro de ratos e
alterac@es nos niveis de neurotrofinas (Scaini et al. 2013a,
b).
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1.2.5 Diagnostico e Tratamento

O diagntstico da DXB é feito através da
identificacdo de altas concentra¢fes plasmaticas e urinarias
de leucina, isoleucina e valina, e seus respectivos o-
cetoacidos, por cromatografia de aminoécidos e &acidos
orgénicos. Em pacientes sem tratamento o principal
metabdlito acumulado é a leucina, que pode atingir niveis
plasmaticos de até 5 mM, enquanto a isoleucina e a valina
atingem 1 mM (Zielke et al., 1996).

O tratamento para DXB consiste em uma dieta com
restricdo de proteinas, baixo conteldo de aminoacidos de
cadeia ramificada e suplementada com uma formula semi-
sintética contendo aminodcidos essenciais (exceto 0s
aminoacidos de cadeia ramificada), vitaminas e minerais.
Esse tratamento reduz o acimulo de metabdlitos toxicos,
principalmente da leucina do CIC, minimizando seus efeitos
deletérios ao SNC. O tratamento visa manter os niveis
plasmaticos de leucina préximos aos valores de referéncia
(77 a 153 pumol) ou no limite aceitavel (100 a 300 pmol)
sem causar danos ao paciente (Lepage et al., 1997; Morton
et al., 2002). Porém, mesmo com tratamento, a disfuncéo
neuroldgica pode ser observada em muitos pacientes, pois 0
desenvolvimento mental esta relacionado a idade de inicio
da terapia, a duracdo dos episodios de descompensacao
metabdlica e ao cumprimento da dieta em longo prazo
(Chuange Shih, 2001; Morton et al., 2002).

1.3 Modelo animal induzido da DXB

O modelo quimicamente induzido de DXB
contendo uma solucdo de AACR preparada com um pool
de AACR (leucina, isoleucina e valina) por via subcutanea
pode contribuir para investigar os mecanismos de danos
cerebrais caracteristicos desta doenca. Como 0s niveis
plasmaticos de AACR séo semelhantes aos encontrados em
pacientes com DXB, com niveis no de AACR no SNC
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comparaveis aos dos pacientes ndo tratados com DXB com
a forma cléssica da doenca. Além disso, este modelo de
DXB induzido quimicamente em ratos é de facil
desempenho e reproduz os niveis plasmaticos do AACR,
bem como de muitos outros aminoacidos, como encontrado
em pacientes com DXB (Bridi et al.,2006)

Outro modelo animal de inducdo da doenca €
através da hiperleucinemia induzida pela administracdo de
Leucina a ratos jovens, onde pode-se observando na
administracdo cronica a apresentacdo de um déficit de
aprendizagem e memoria (Mello et al., 1999). Parece que
um aumento de Leucina no plasma leva a uma diminuicéo
dos niveis de aminoacidos essenciais no plasma e no SNC,
0 que, por sua vez, compromete a sintese de importantes
componentes encefalicos, sendo que este mecanismo possa
ser um fator contributivo subjacente a disfuncédo
neuroldgica caracteristica dos pacientes com DXB (Araujo
etal., 2001).

1.4 EIM e Neuropsiquiatria

Manifestaces neuropsiquidtricas em IEM sédo
historicamente agrupadas em trés grupos: aqueles que se
apresentam agudamente como emergéncias (delirio e
confusdo), crbénicos com flutuagbes nos sintomas
psiquiatricos e aqueles que apresentam cenario de retardo
mental leve. A identificacdo precoce dos sintomas
psiquiatricos € crucial para evitar dano neuroldgico
permanente. Além disso, sintomas psiquiatricos,
dificuldades cognitivas e dificuldades de aprendizagem
estdo bem documentados em pacientes com erros inatos do
metabolismo conhecidos, mesmo em um contexto de
tratamento adequado (Pan e VVockley, 2013).

Até 80% dos casos de IEM sdo diagnosticados
durante a infancia, mas h4 um aumento no reconhecimento
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de casos de inicio tardio, o que levou a realizacdo de
diagndsticos dos EIMs no adulto. Um ndmero elevado
desses EIMs de inicio tardio,em adultos, esta associado com
os sintomas semelhantes a esquizofrenia, incluindo, por
exemplo, erros no metabolismo da homocisteina, distarbios
do ciclo da ureia, porfiria, doenca de Wilson, xantomatose
cerebrotendinea e Niemann-Pick tipo C (Bonnot et al.,
2014).

Com o tratamento para DXB e a melhora na
sobrevida desses pacientes, agora ha um numero crescente
de adolescentes e adultos com DXB classica. Efeitos na
salde mental e sua relacdo com variaveis de tratamento nao
foram totalmente caracterizados nesta populagdo. No
entanto, relatos sugerem que o envelhecimento dos
pacientes com DXB aumenta o risco de problemas
neuropsiquiatricos crénicos como: transtorno de déficit de
atencdo, depressdo e ansiedade (Muelly et al., 2013).
Entretanto 0s mecanismos subjacentes a neurotoxicidade
deste EIM ainda ndo é totalmente compreendido (Scaini et
al.,2013a).

1.5 Fatores Neurotréficos

As neurotrofinas sdo uma familia de proteinas,
inicialmente sintetizadas na forma de moléculas precursoras
(pro-neurotrofinas), compostas por fatores regulatérios
capazes de mediar a diferenciacdo e a sobrevivéncia de
neurdnios, bem como, modular a transmisséo e plasticidade
sinaptica (Bibel e Barde, 2000; Kandratavicius et al., 2010).
Fatores neurotrdficos endégenos sdo conhecidos ndo so pela
capacidade de aumentar a sobrevivéncia celular por prover
0 suporte tréfico necessario para 0s neurénios, mas também
por inibir a morte celular programada (Shaltiel et al., 2007)
e por seu envolvimento com 0s processos cognitivos
(Rybakowski et al., 2006). Como estes fatores sdo
essenciais para o funcionamento e a sobrevivéncia neuronal,
supde-se que a viabilidade neuronal pode ser afetada pela
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reducdo persistente dessas neurotrofinas no SNC (Du et al.,
2003).

As neurotrofinas compreendem o fator de
crescimento neural (NGF), fator neurotrofico derivado do
encéfalo (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4
(NT-4). As formas maduras das neurotrofinas se ligam aos
seus receptores tirosina-cinase especificos  (Trk),
promovendo a sua dimerizacao e ativacdo (Lim et al., 2003;
Schechter et al., 2005). Ja as prd-neurotrofinas apresentam
afinidade ao receptor p75NTR. Geralmente, a ligacdo de
neurotrofinas maduras ao receptor p75NTR desencadeia
cascatas de sobrevivéncia neuronal, enquanto a ligagdo de
pré-neurotrofinas neste mesmo receptor ativa cascatas
apoptoticas ( Kandratavicius et al., 2010; Nurjono et al.,
2012).

Através das neurotrofinas, as cascatas de Ras, Rap-
1, MAPK (cinase ativada por mitdgeno), PI-3-cinase
(fosfatidilinositol-3-cinase) e PLC-y (fosfolipase C-C-y)
sdo ativadas. Estas vias de sinalizacdo estdo envolvidas nos
mecanismos patolégicos, e também na modulacdo da
plasticidade fisioldgica, como por exemplo, melhorando os
processos de memdria em roedores através da ativacdo da
MAPK pelo NGF (Walz et al., 2000) (Figura 2). O NGF ¢
essencial para 0 desenvolvimento, diferenciagdo,
manutencdo e sobrevivéncia de neurdnios simpaticos e
sensitivos derivados da crista neural (Levi-Montalcini e
Angeleti, 1968; Thoenen e Barde, 1980; Halegoua et al.,
1991). Além disso, 0 NGF esta envolvido em processos de
plasticidade, ndo sendo identificada atividade para
sobrevivéncia neuronal a ndo ser para neurdnios
colinérgicos (Rush et al., 1997; Mendell, 2001). Estudos
recentes demonstraram que no SNC saudavel as
neurotrofinas regulam a plasticidade neuronal, provocando
mudancas adaptativas na morfologia neuronal adulta
(McAllister, 2000; Conner et al., 2009; Ohira e Hayashi,
2009), modulando as propriedades funcionais através de
mecanismos pré-sinapticos e pos-sindpticos, e iniciando
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respostas sinapticas rapidas (Kafitz et al., 1999; Elmariah et
al., 2005).

O BDNF é considerado a principal neurotrofina do
cérebro e a mais abundante no SNC, produzido
principalmente pela glia e pelos nucleos neuronais,
apresentando grande expressdo no hipocampo, induzindo
efeitos neurotréficos e neuroprotetores de longo prazo
(Murer et al., 2001). O BDNF promove a neurogénese,
plasticidade sinaptica e a sobrevivéncia celular (Lee et al.,
2002), ele também atua na liberagdo de neurotransmissores,
facilitando a liberagdo de glutamato, &cido gama-
aminobutirico (GABA), dopamina e serotonina (Tyler et al.,
2002; Yoshii e Constantine-Paton, 2010).

o ProBDNF
«» BDNF

& Plasmin

AMPAr

~NNV

-
N =
7 Gene alvo efetor

v

Sintese
proteica

Figura 2: O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
modula as sinapses glutamatérgicas através de alvos pré e
pos-sindpticos. O proBDNF é segregado de uma forma
regulada por atividade, processada por proteases
extracelulares, como a plasmina, e atua nos receptores TrkB
pré e poés-sinapticos. Presencialmente, o BDNF regula a
liberacdo de glutamato, enquanto que as agles poOs-
sinapticas do BDNF incluem mudancas na fosforilacdo e
sintese dos receptores de glutamato, mudangas na expressao
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génica e alteracBes locais na sintese protéica. (adaptado:
Carvalho et al. 2008).

Estudos ja demonstraram que o estresse crénico
diminui os niveis de BDNF no SNC de ratos, e a sua
expressdo é aumentada em diferentes regibes cerebrais apos
tratamento cronico com farmacos antidepressivos e
estabilizadores de humor (Hashimoto e Shimizu, 2004; Frey
et al., 2006; Carreno e Frazer, 2014; Réus et al., 2014).
Alguns estudos sugerem que os fatores neurotréficos podem
estar envolvidos na fisiopatologia da DXB, ja que 0s
pacientes apresentam degeneracdo aguda e/ou cronica de
estruturas cerebrais (Chuang e Shih, 2001; Schonberger et
al., 2004). Além disso, Nitta et al. (2004) relataram que a
leucina-isoleucina (Leu-lle), um dipeptido hidrofébico,
induz a sintese de BDNF no estriado e em cultura de
neurdnios mesencefalicos. Por outro lado, o BDNF regula a
expressdo de mRNA da aminotransferase de AACR
citosolica, enzima que catalisa a transaminacdo de AACR
com o-cetoglutarato, o que resulta na producdo a-
cetoacidos de cadeia ramificada no cérebro (Castellano et
al., 2006).



51

7Y

J

gacad - | Genes regulacéo citoesquelética

Nucleus

Figura 3. Sinalizacdo intracelular das neurotrofinas.
Neurotrofinas (NT), g incluem: BDNF, NGF, NT-3e NT4/
5; sinalizam através dos receptores Trk para ativar 3
caminhos principais, IRS-PI3K-Akt, Ras-MEK-ERK e
PLCy. As neurotrofinas também sinalizam através do
receptor p75 (p75NTR) para ativar vérias cascatas
intracelulares, incluindo o fator 4/6 (TRAF4/6) associado ao
receptor de TNF (fator de necrose tumoral) ou a proteina 2
que interage com o receptor (RIP2) e NFkB. A ativacdo
dessas vias afeta uma ampla gama de fungdes celulares,
incluindo:  diferenciacdo,  sobrevivéncia, apoptose,
crescimento e reorganizagdo do citoesqueleto. (adaptado:
Russo et al.,2008)
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1.6 Tianeptina

Tianeptina é classificada farmacologicamente
como um antidepressivo atipico (Jantas et al., 2014). Dados
clinicos mostram que o tratamento com tianeptina tem um
efeito positivo sobre os principais sintomas da depressao
(WlaY et al., 2011).

Os primeiros estudos sugeriram que tianeptina
aumentava a captacdo de serotonina, mas hoje se sabe que
as acbes dela como um antidepressivo estdo além da
modulacdo dos niveis de serotonina, ndo tendo efeito sobre
0s sistemas noradrenérgico ou dopaminérgico, mas dados
pré-clinicos recentes indicam que a transmissdo
glutamatérgica possa ter um papel importante na atividade
do antidepressivo (WlaY et al., 2011). A tianeptina teria
como acdo, influéncia sobre a plasticidade sinaptica por
meio da modulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica
(Zoladz et al., 2008).

Seus mecanismos de a¢do desafiam claramente a
hipotese de uma modulagdo imediata das monoaminas
como acdo antidepressiva. Ao invés disso, a tianeptina
desencadearia uma cascata de adaptagdes celulares que,
finalmente, levaria a eficacia antidepressiva. Entre essas
adaptacdes sofridas, o aumento da fosforilagdo dos
receptores de glutamato parece  particularmente
interessante. Os mecanismos glutamatérgicos
desempenham um papel crucial nas fungdes de praticamente
todos os principais estados depressivos. Além disso, o
glutamato é um participante essencial em muitas formas de
plasticidade adaptativa, incluindo aprendizagem e meméria
(McEwen et al., 2010).

Na literatura parece que, entre 0s antidepressivos, a
tianeptina tem sido 0 mais extensamente investigado por seu
efeito protetor e consistente contra o estresse, 0 qual poderia
induzir & remodelacdo neuronal. A aprendizagem e
meméria podem ser consideradas como uma forma de
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resposta a neuroplasticidade, de modo que os efeitos dos
antidepressivos sobre estas habilidades seja objeto de estudo
(McEwen et al., 2010).

As acbes da tianeptina sobre o sistema
glutamatérgico oferecerem novas perspectivas sobre como
este composto pode ser Gtil no tratamento de distlrbios
depressivos e neste caso, sintomas depressivos de pacientes
com DXB (McEwen et al., 2010).
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1.7 Justificativa

Tendo em vista que o tratamento da DXB ndo é
especifico, sendo meramente de suporte, e sabendo da
dificuldade em obter o diagndstico da maioria dos EIM, este
grupo de pesquisa busca por melhores entendimentos sobre
a fisiopatologia dos danos neuroldgicos e psiquiatricos
apresentados por esses pacientes, possibilitando assim o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para os
pacientes com DXB.

Levando em consideracdo que pacientes com
EIM, incluindo a DXB, possuem alto risco para desenvolver
problemas neuropsiquiatricos crénicos e que até 0 momento
a fisiopatologia do dano cerebral desses pacientes ainda é
pouco esclarecida, o propdsito do presente trabalho é avaliar
sintomas depressivos, bem como os niveis de neurotrofinas
em ratos submetidos & administracdo cronica de AACR
durante o desenvolvimento e também a influéncia da
administracdo da tianeptina nas tarefas comportamentais e
nos pardmetros neuroquimicos, buscando elucidar os
mecanismos fisiopatologicos responsaveis pelo dano
neurolégico encontrado nos pacientes portadores da DXB e
uma nova estratégia terapéutica para esses pacientes.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo fo avaliar os

sintomas tipo depressivos e o0s niveis de neurotrofinas em
ratos submetidos a administracdo cronica de AACR durante
o0 desenvolvimento e também a influéncia da administracéo
da tianeptina nas tarefas comportamentais e nos parametros
neuroquimicos.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos comportamentais (anedonia e
imobilidade) ap6s a administragdo crbnica de um
pool de AACR (leucina, isoleucina e valina) em
ratos Wistar, e o efeito da tianeptina como uma
nova estratégia terapéutica para o tratamento da
DXB.

Avaliar o peso corporal e da glandula adrenal ap6s
a administracdo croénica de um pool de AACR
(leucina, isoleucina e valina) em ratos Wistar, e o
efeito da tianeptina como uma nova estratégia
terapéutica para o tratamento da DXB.

Avaliar o0s niveis de neurotrofinas (BDNF,
proBDNF e NGF) em tecido cerebral (cortex
cerebral, hipocampo e estriado) de ratos Wistar
apos a administracdo cronica de um pool de AACR
(leucina, isoleucina e valina), e o efeito da
tianeptina como uma nova estratégia terapéutica
para o tratamento da DXB.
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3. METODOS

3.1 Procedimento experimental

Foram utilizados 120 ratos Wistar machos (10-15
g) com 7 dias de idade provenientes do Biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Foram utilizados
60 animais em cada teste comportamental (2 testes). Para
cada teste, os animais foram divididos em quatro grupos de
acordo com o protocolo de administragdo (n=15 animais por
grupo), conforme descrito abaixo:

Grupo 1: Controle (administragdo salina) + Salina

Grupo 2: Controle (administragdo salina) + Tianeptina 15
mg/kg

Grupo 3: DXB + Salina

Grupo 4: DXB + Tianeptina 15 mg/kg

3.2 Pool de AACR (Modelo de DXB quimicamente
induzido)

Os animais receberam duas administragdes
(12/12h) por via subcuténea do pool de AACR (15.8 ulL/g
do peso corporal) contendo leucina 190 mmol/L, isoleucina
59 mmol/L e valina 69 mmol/L em solu¢éo salina (0.85%
NaCl) a partir do 7° dia de vida durante 21 dias (Bridi et al.
2006). No 7° dia de vida, imediatamente apés a
administracdo do pool de AACR no periodo da manha, os
animais foram submetidos a administracdo de tianeptina, 15
mg/kg, intraperitoneal, uma vez ao dia, durante 21 dias
(Della et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 4. Desenho experimental da pesquisa

3.3 Testes comportamentais

3.3.1 Teste de anedonia

O consumo de alimentos doces foi avaliado, em
todos os grupos, durante 7 dias (21° dia de vida até o 28°
dia de vida). Para a realizagdo deste teste, usou-se o Open
Field, onde o teste foi realizado em uma caixa de 40 x 60
cm delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3
de madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo
aberto é dividido em 12 quadrados iguais marcados por
linhas. Dez Froot Loop(s) (Kellogg’s® - cereal de trigo,
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milho e acucar) foram colocados em uma das extremidades
da caixa. Os animais foram submetidos a cinco ensaios de 3
minutos, uma vez por dia, durante 5 dias, para se
familiarizar com os alimentos (PN 21-26). Depois de
habituados, os animais foram expostos a duas sessdes de
teste de 3 minutos cada, no qual o nimero de Froot Loops®
ingeridos sera medido (PN 27-28). Os resultados foram
observados quando o animal comeu 1, 1/2 ou 1/4 de Froot
Loops®.

Durante os 5 primeiros dias, 0s animais foram
expostos a um jejum de 22 horas antes da contagem de Froot
Loops, depois os animais foram expostos a uma alimentagéo
padrdo durante 2 h. No entanto, nas sessdes de teste (Gltimos
dois dias), os animais ndo estavam em jejum. Estas
avaliacOes foram realizadas porque a privacao de alimentos,
utilizada em muitas tarefas comportamentais como um
estimulo motivador, também pode ser um estressor agudo
(Katz et al, 1981a.; Gamaro et al. 2003). A privacdo de
comida eleva os niveis séricos de cortisol e reduz a atividade
dopaminérgica apos alimentagéo (Pothos, 1995).

Os testes de comportamento foram realizados pela
mesma pessoa para 0 grupo experimental. O nimero de
cruzamentos de linhas pretas e levantamentos foram
avaliados durante a primeira sessdo (DP 21) para avaliar a
atividade motora. Ap6s o Ultimo teste os animais foram
levados a eutanasia por decapitacdo e as estruturas cerebrais
(cortex cerebral, hipocampo e estriado) e a glandula adrenal
foram dissecadas e isoladas para avaliacGes dos pardmetros
imunoquimicos.

3.3.2.Teste do Nado forgado

O tempo de imobilidade no teste do nado forgado
foi avaliado durante 2 dias (27° dia — treino / 28° dia teste).
Este teste foi realizado de acordo com estudo anterior
descrito por Porsolt et al. (1977) e utilizado como modelo
para avaliar o0 comportamento tipo depressivo.
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Resumidamente, o teste envolve duas exposi¢cbes a um
tanque cilindrico de 4gua em que 0s ratos ndo podem tocar
o fundo e do qual ndo podem escapar. O reservatério é feito
de Plexiglas transparente, com 80 cm de altura e 30 cm de
didmetro, e é preenchido com agua (22-23 °C) a uma
profundidade de 40 cm. Para a primeira exposic¢ao, 0s ratos
foram colocados na 4gua durante 15 minutos (sesséo treino).
Apos 24 horas, os ratos foram colocados novamente na 4gua
para uma sessdo de 5 minutos (sessdo teste). O tempo de
imobilidade foi analisado na sessdo teste. Apds o ultimo
teste 0s animais foram levados a eutanésia por decapitagéo
e as estruturas cerebrais (cortex cerebral, hipocampo e
estriado) foram dissecadas e isoladas para avaliacbes dos
pardmetros imunoquimicos.

3.4 Avaliacdo imunoquimica das neurotrofinas

As dosagens de BDNF maduro, pro-BDNF, NGF
maduro, pro-NGF, foram realizadas por Western Blotting.
Primeiramente as estruturas cerebrais (cortex cerebral,
hipocampo e estriado) foram homogeneizadas em tampéo
Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% (p/v) de SDS,
10% (v/v) de glicerol). As concentragdes de proteinas foram
analisadas pelo método de Lowry et al. (1951) e utilizadas
para normalizar a quantidade de proteina. Foram utilizados
30 ug de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-
PAGE) para a eletroforese em gel monodimensional em um
sistema descontinuo com 10 a 15% de gel. As proteinas
separadas foram, em seguida, transferidas para membranas
de nitrocelulose utilizando tampéo contendo Tris 20
mmol/L, glicina 150 mmol/L, metanol 20% (v/v), SDS
0,02% (p/v) (pH 8,2) em uma unidade de transferéncia Bio-
Rad resfriada. A carga de proteina e a eficiéncia da
transferéncia foram verificadas com coloracdo Ponceau S.
Logo apés, os sitios de proteinas inespecificos foram
bloqueados por uma hora de incubagdo com solucédo
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bloqueadora (5% albumina) em tampéo Tris salina 0,1%
(p/v), tween-20. Posteriormente, as membranas foram
incubadas durante a noite a 4°C com 0s anticorpos pro-
BDNF, BDNF maduro e NGF maduro. Ap6s a incubacdo, o
anticorpo primario foi removido e as membranas foram
lavadas 4 vezes durante 15 min. Apds a lavagem, os
anticorpos  secundarios conjugados com peroxidase
(diluicdo 1:2500) foram aplicados & membrana e uma
incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente foi realizada
e as membranas foram lavadas novamente. Logo apos, as
bandas imunorreativas foram detectadas através de
fotodocumentador (ChemiDoc™ XRS — Bio-Rad)
utilizando-se kit de quimioluminescéncia SuperSignal West
Pico (Pierce). A quantificagdo das bandas foi avaliada
utilizando-se o Software Image Lab (Bio-Rad).
Seguidamente, a membrana foi submetida ao processo de
‘stripping’ e foi incubada com um anticorpo contra B-actina
na presenca de 5% de leite. Ap6s a lavagem, os anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase (dilui¢cdo 1:10000)
foram aplicados a membrana e uma incubag&o por 1 hora &
temperatura ambiente foi realizada e as membranas foram
lavadas novamente. Finalmente, as bandas imunorreativas
foram  detectadas através de fotodocumentador
(ChemiDoc™ XRS - Bio-Rad) utilizando-se kit de
quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Pierce). A
densitometria das bandas foi avaliada utilizando-se o
Software Image Lab (Bio-Rad). SeeBlue® Plus2 Prestained
Standard (Invitrogen) foi utilizado como um marcador de
peso molecular para certificar-se de que as faixas corretas
foram analisadas.

3.5 Peso corporal e da glandula adrenal

O peso corporal foi medido antes da administragdo
do pool AACR (dia 0), e 22 dias (dia 22) apés a primeira
administracdo do pool AACR. No dia 22, ap6s o consumo
do alimento doce, os ratos foram levados a eutanasia por
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decapitacdo e a glandula adrenal foi removida através de
laparotomia e pesada em balanca analitica (Krishnan e
Nestler, 2008; Katz et al., 1981b;. Nestler et al., 2002;
Gamaro et al., 2003).

3.6 Analise estatistica

A andlise estatistica utilizada foi selecionada de
acordo com o desenho experimental utilizado e com o tipo
de distribuicdo apresentada pelo conjunto dos dados.
Assumindo que os dados apresentaram uma distribuicdo
normal, para comparacdo de trés ou mais médias foi
utilizada andlise de variancia (ANOVA) de uma via para
andlise dos dados obtidos na determinacdo dos efeitos
imunoquimicos dos compostos testados. Enquanto nos
dados obtidos na analise comportamental de uma variavel
guantitativa dependente de duas variaveis qualitativas foi
utilizado ANOVA de duas vias. As andlises estatisticas
foram realizadas pelo programa SPSS versdo 17.0. Foram
consideradas diferencas significativas quando o p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da administracdo cronica de AACR e tratamento
com Tianeptina, sobre a atividade locomotora de ratos.

Pode-se observar que ratos submetidos ao modelo
animal de DXB (AACR+salina) apresentam uma
reducdo significativa (p < 0,05) de nimeros de cruzamentos
em relagdo ao controle, sendo também percebido mesmo
resultado naqueles em que houve administracdo
concomitante de AACR+Tianeptina (p<0,05). Entretanto,
guando analisado os nimeros de levantamentos, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na avaliagdo (Figura
4).
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Figura 5- Avaliac8o da atividade locomotora em ratos
submetidos a administracéo cronica de AACR e com uso
concomitante de Tianeptina. Os resultados foram
apresentados como a média * desvio padrdo. Testes para
determinar a normalidade e varidncias iguais foram
realizados para examinar se 0s dados se qualificaram para
testes estatisticos paramétricos. Os dados foram distribuidos
normalmente (Shapiro-Wilk, p> 0,05), com variancias
iguais entre as amostras (teste de variancias iguais, p> 0,05).
Portanto, foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de
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uma via, seguido de Post Hoc Tukey e as diferencas entre
0s grupos foram consideradas significativas quando p <
0,05.

4.2 Efeitos da administracdo cronica de AACR e tratamento
com Tianeptina, sobre anedonia.

Quando avaliou-se o consumo de sacarose no
modelo animal de DXB (AACR + salina) percebe-se uma
gueda consideravel do consumo de sacarose (p<0,05)
guando comparada ao grupo controle. Este efeito foi melhor
(p<0,05) no grupo DXB tratado (AACR + Tianeptina),
retornando a niveis semelhantes ao do grupo controle
(salina + salina) (Figura 5).

de teste)

na sessao

Salina + Salina  Salina +Tianeptina ~ AACR + Salina

Ingesta de sacarose
(média de pedagdes consumidos

AACR +Tianeptina

Figura 6- Avaliacdo da anedonia em ratos submetidos a
administracdo cronica de AACR e com uso
concomitante de Tianeptina. Os resultados foram
apresentados como a média * desvio padrdo. Testes para
determinar a normalidade e variancias iguais foram
realizados para examinar se 0s dados se qualificaram para
testes estatisticos paramétricos. Os dados foram distribuidos
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normalmente (Shapiro-Wilk, p> 0,05), com varidncias
iguais entre as amostras (teste de variancias iguais, p> 0,05).
Portanto, foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido de Post Hoc Tukey e as diferencas entre
os grupos foram consideradas significativas quando p <
0,05.

4.3 Avaliagdo dos efeitos da administragdo cronica de
AACR e tratamento com Tianeptina sobre o teste de nado
forgado

Durante o teste de nado for¢ado os ratos em que
houve administragdo de AACR + salina apresentaram um
maior tempo de imobilidade (p<0,05) quando comparados
ao grupo controle (salina + salina). Nos animais em que a
Tianeptina foi administrada concomitantemente com 0s
AACR foi percebido resultado semelhante aos do grupo
controle, diminuindo a imobilidade (p<0,05) quando
comparado ao grupo DXB (AACR + salina) (Figura 6).

Quanto ao tempo de natacdo os resultados
mostraram uma diminuicdo estatisticamente significativa
(p<0,05) no grupo DXB (AACR + salina) quando
comparado ao grupo controle. O grupo DXB+Tianeptina
melhorou este aumento (p<0,05) quando comparado ao
grupo DXB, atingindo efeito semelhantes ao do grupo
controle (Figura 6).

Nas tentativas de escaladas ndo houve dados
estatisticamente significativos (Figura 6).
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Figura 7- Avaliacdo do teste de nado forcado em ratos
submetidos a administracéo cronica de AACR e com uso
concomitante de Tianeptina. Os resultados foram
apresentados como a média + desvio padrdo. Testes para
determinar a normalidade e varidncias iguais foram
realizados para examinar se 0s dados se qualificaram para
testes estatisticos paramétricos. Os dados foram distribuidos
normalmente (Shapiro-Wilk, p> 0,05), com variancias
iguais entre as amostras (teste de variancias iguais, p> 0,05).
Portanto, foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido de Post Hoc Tukey e as diferencas entre
0s grupos foram consideradas significativas quando p <
0,05.

4.4 Efeitos da administragdo cronica de AACR e tratamento
com Tianeptina sobre o peso da Glandula Adrenal

A analise do peso da glandula adrenal mostrou um
aumento do peso (p<0,05) da glandula nos ratos submetidos
ao modelo animal de DXB quando comparado ao grupo
controle.nono grupo DXB+Tianeptina, o peso foi
semelhante ao grupo controle porém estatisticamente menor
(p<0,05) que o grupo DXB (Figura 7).
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Figura 8- Avaliacdo do peso da Glandula Adrenal em
ratos submetidos & administracdo crénica de AACR e
tratados com Tianeptina. Os resultados foram
apresentados como a média * desvio padrdo. Testes para
determinar a normalidade e variancias iguais foram
realizados para examinar se 0s dados se qualificaram para
testes estatisticos paramétricos. Os dados foram distribuidos
normalmente (Shapiro-Wilk, p> 0,05), com variancias
iguais entre as amostras (teste de variancias iguais, p> 0,05).
Portanto, foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido de Post Hoc Tukey e as diferencas entre
os grupos foram consideradas significativas quando p <
0,05.

4.5 Efeitos da administragdo cronica de AACR e tratamento
com Tianeptina sobre os niveis de NGF

Quando os niveis de NGF foram avaliados, foi
observado, nas diferentes estruturas cerebrais, que no grupo
DXB doenca (AACR+ salina) houve uma diminuigédo
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consideravel (p<0,05) nos niveis presentes no hipocampo.
O grupo DXB+ Tianeptina induziu niveis de NGF no
hipocampo similares aos do grupo controle (salina+salina),
mas quando comparado ao grupo DXB + salina apresentou
um aumento significativo (p<0,05) dos niveis de NGF no
hipocampo. Tanto no estriado quanto no cortex cerebral,
ndo ocorreram mudancas significativas dos niveis de NGF
nos diferentes grupos avaliados (Figura 8).
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Figura 9. Avaliacdo dos niveis de NGF [pg/ug de
proteina] em ratos submetidos a administracao cronica
de AACR e tratados com Tianeptina. Os resultados foram
apresentados como a média * desvio padrdo. Testes para
determinar a normalidade e varidncias iguais foram
realizados para examinar se 0s dados se qualificaram para
testes estatisticos paramétricos. Os dados foram distribuidos
normalmente (Shapiro-Wilk, p> 0,05), com variancias
iguais entre as amostras (teste de variancias iguais, p> 0,05).
Portanto, foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido de Post Hoc Tukey e as diferencas entre
os grupos foram consideradas significativas quando p <
0,05.
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4.6 Efeitos da administracdo cronica de AACR e tratamento
com Tianeptina sobre os niveis de BDNF

Novamente foram avaliadas nas trés estruturas
cerebrais nos diferentes grupos os niveis de BDNF. No
hipocampo o grupo DXB doenca (AACR + salina) os niveis
de BDNF foram aumentados (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle (salinat+salina). Enquanto no grupo que recebeu
administracdo de AACR +Tianeptina apresentou niveis
mais baixos (p<0,05) comparados a0 AACR + salina, com
niveis praticamente idénticos aos do grupo controle (Figura
9).

Na andlise dos niveis de BDNF no estriado ndo
foram encontradas diferencas significativas dos resultados
nos diferentes grupos pesquisados (Figura 9).

Ao analisar os niveis de BDNF no cértex cerebral
percebe-se que tanto o grupo que recebeu a Tianeptina
isolada (tianeptina+ salina) quanto o grupo DXB (AACR +
salina) obtiveram maiores niveis de BDNF (p<0,05) quando
comparados ao grupo controle (salina+salina). Na mesma
estrutura, porém no grupo DXB tratado (AACR+
Tianeptina), pode-se observar niveis menores de BDNF
(p<0,05) quando comparados aos encontrados nos grupos
Tianeptina + salina e AACR + salina , alcancando niveis
similares ao do grupo controle (Figura 9).
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Figura 10- Avaliacdo dos niveis de BDNF [pg/ug de
proteina] em ratos submetidos a administracao cronica
de AACR e tratados com Tianeptina. Os resultados foram
apresentados como a média + desvio padrdo. Testes para
determinar a normalidade e varidncias iguais foram
realizados para examinar se 0s dados se qualificaram para
testes estatisticos paramétricos. Os dados foram distribuidos
normalmente (Shapiro-Wilk, p> 0,05), com variancias
iguais entre as amostras (teste de variancias iguais, p> 0,05).
Portanto, foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido de Post Hoc Tukey e as diferencgas entre
os grupos foram consideradas significativas quando p <
0,05.

4.7 Efeitos da administracdo cronica de AACR e tratamento
com Tianeptina sobre os niveis de proBDNF

Também foram analisados os niveis de proBDNF
em trés diferentes regides cerebrais: cortex, estriado e
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hipocampo. N&o foram encontradas qualquer alteracéo
significativa desta proteina no tecido cerebral, seja no grupo
DXB ou nos demais (Figura 10).
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Figura 11. Avaliagdo dos niveis de proBDNF (arbitrary
units/B-actin) em ratos submetidos a administracéo
crbnica de AACR e tratados com Tianeptina. Os
resultados foram apresentados como a média + desvio
padrdo. Testes para determinar a normalidade e variancias
iguais foram realizados para examinar se os dados se
gualificaram para testes estatisticos paramétricos. Os dados
foram distribuidos normalmente (Shapiro-Wilk, p> 0,05),
com variancias iguais entre as amostras (teste de variancias
iguais, p> 0,05). Portanto, foi utilizada andlise de variéncia
(ANOVA) de uma via, seguido de Post Hoc Tukey e as
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas

quando p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

Com o avanco na terapia de DXB, principalmente
através da dieta e do transplante de figado, o risco de
desenvolver ataques agudos caiu acentuadamente e o dano
crénico da exposicdo aos aminoacidos e AACR tomou
grande importancia (Muelly et al. 2013). Uma alta
prevaléncia de transtornos neuropsiquiatricos em pacientes
com MSUD e outros EIM tem sido relatada nos Gltimos
anos (Sedel et al., 2017; Strauss et al., 2010) e ainda ndo ha
entendimento completo sobre o assunto. A depressdo, a
ansiedade, a hiperatividade e os déficits cognitivos sdo
alguns dos distlrbios comuns (Muelly et al., 2013; Strauss
etal., 2015).

A depressdo como um transtorno complexo
neurocomportamental, com uma fisiopatologia complexa
caracterizado por heterogéneos sintomas e mecanismos
patogénicos nao totalmente conhecidos. Tém dentre os
processos que contribuem para o desenvolvimento do
transtorno a hiperatividade do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HPA), caracterizado por niveis elevados de cortisol
possivelmente relacionados & reducdo da expressdo do
receptor de glicocorticéides (GR), levando a um aumento da
atividade do eixo HPA (Brigitta et al., 2002; Molteni et al,
2010; Piroli et al., 2013). Embora a teoria das monoaminas
postule que a diminuicdo da concentragdo sinaptica de
neurotransmissores como a norepinefrina, a dopamina e a
serotonina sejam os principais fatores de depressdo maior
(Brigitta et al., 2002; Piroli et al., 2013), estudos da Ultima
década enfatizam que o sistema glutamatérgico cerebral
esteja envolvido na etiologia da depressdo, e as drogas que
atuam nesse foco estdo atualmente sendo exploradas como
novos medicamentos antidepressivos (Gulyaeva, 2017).

Foram avaliados o0s comportamentos tipo
depressivos nos animais submetidos ao modelo DXB. Foi
observado um aumento da anedonia, tempo de imobilidade
e reducdo da natacdo nestes animais. Foi observado reducao
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dos cruzamentos dos animais submetidos a DXB e DXB +
tianeptina, isso poderia indicar efeito sedativo da
administracdo do DXB. Porém avaliou-se também a
anedonia, o que mostrou que DXB induz anedonia,
confirmando o efeito depressogénico induzido por DXB.
Corroborando com os achados clinicos encontrados nos
pacientes com este EIM, demonstrando que a exposicdo
crbnica pode estar associada ao aparecimento e
desenvolvimento de sintomas tipo depressivos( Muelly et
al, 2013). Sabe-se que pacientes com encefalopatia causada
pela DXB no momento do diagndstico tem cinco e dez vezes
mais chances de desenvolverem ansiedade e depressdo,
respectivamente (Couce et al.,2015).

Ha evidéncias que os aminoacidos de cadeia
ramificada atuam como dadores de nitrogénio nos tecidos
periféricos, particularmente no mudsculo esquelético, onde
h& um sitio importante para a transaminacdo dos AACR
(Bonfils et al, 2000). A transaminacédo de leucina muscular,
derivada tanto da degradacdo da proteina do musculo
esquelético quanto da absorcdo de leucina aumentada pela
insulina, apoia a formagao de glutamato, que, por sua vez, é
transaminado para produzir alanina (Yudkoff , 2017)
(Figura 11).

LEUCINA + a-CETOGLUTARATO €= a-CETOISOCAPROATO + GLUTAMATO

Figura 12.Transaminacg&o bidirecional da leucina e do glutamato. Com o aumento da
leucina encontrada nos pacientes com DXB, a reacdo seria deslocada para a maior

producdo de glutamato. (Yudkoff, 2017)
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Os AACR, e particularmente a leucina, sdo
conhecidos por atravessar a barreira hematoencefalica
rapidamente tendo um papel importante na oxidacdo e
sintese do neurotransmissor excitatorio glutamato no
cérebro (Hutson et al.,2001). A manutencdo de um meio
bioguimico constante apresenta desafios especiais para o
cérebro concentrando esses compostos dentro de uma série
de compartimentos intracelulares para maximizar a relacao
apos sua liberagdo na sinapse e para evitar a neurotoxicidade
gue acompanha um aumento indesejavel da concentracéo
extracelular (Hutson et al.,2001; Funchal et al.,2002;
Yudkoff , 2017). A causa do dano cerebral no DXB é
multifatorial, mas as evidéncias sugerem que 0s proprios
fatores que fizeram contribui¢Bes vitais dos AACR para
uma funcdo neuroldgica saudavel tornaram-se agentes
destrutivos e toxicos se esses aminoacidos e a-cetoacidos
estiverem presentes em quantidade excessiva (Hutson et
al.,2001). A hiperleucinemia inibe o transporte de tirosina,
triptofano e outros aminoacidos essenciais em toda a
barreira  hematoencefdlica e, portanto, limita a
disponibilidade de substrato para catecolamina cerebral,
serotonina e sintese proteica (Morris e Leonard, 2015;
Strauss et al.,2010). O glutamato, por exemplo, desempenha
um papel importante na neurotransmissdo, plasticidade
sinaptica, aprendizagem e memoria (Dong et al.,2017).

O estresse e a depressdo sdo frequentemente
relacionados. Modelos animais mostraram que 0 estresse
leve crénico induz a um espectro de anormalidades
comportamentais  em roedores  similares  aos
comportamentos tipo depressivos, incluindo diminui¢do da
ingestdo de sacarose e anedonia, diminui¢do da motivacao,
diminuicdo da higiene e alteragcdes no sono. O estresse, a
perda ou o traumatismo precoce podem levar ao
desenvolvimento de um viés negativo que confere uma
vulnerabilidade cognitiva ao paciente, aumentando o risco
de desenvolver depressdo em resposta a estressores futuros
ou cronicos. (Dean e Keshavan, 2017). O estresse precoce



74

tem um efeito duradouro no eixo HPA, causando uma
sensibilidade biologicamente determinada aos estressores
posteriores, bem como, fatores psicoldgicos patoldgicos que
predispdem a afeccbes depressivas. Assim, 0 estresse pode
levar a mudangas no desenvolvimento neurolégico nos
circuitos de processamento afetivo, induzindo uma
predisposicao bioldgica a depressdo na vida adulta (Hanson
etal., 2015).

Verificou-se um peso aumentando da glandula
adrenal no modelo animal de DXB (BCAA+salina),
sugerindo uma alta atividade com possivel aumento da
producdo e liberacdo de glicocorticoides. Isso esta de
acordo com o processo de estresse cronico gerado pelo
excesso de AACR no SNC e também com os achados
neuropsiquiatricos citados anteriormente, corroborando
com o quadro encontrado nos pacientes com DXB,
principalmente na vida adulta.

Na patogénese da DXB investigacdes pré-clinicas
em animais indicam que AACR diminuem os niveis de
BDNF em cérebro dos ratos (Scaini et al., 2016). Ha
evidéncias acumuladas para o envolvimento do BDNF, um
mediador chave da proliferacdo neuronal, diferenciacéo,
sobrevivéncia e resposta ao estresse (Dwivedi, 2013; Dean
e Keshavan, 2017). Tanto os glicocorticoides quanto o
BDNF como estdo envolvidos na funcdo neuronal e a
fisiopatologia da depressdo (Numakawa et al.,2010). Os
glicocortic6ides demonstraram suprimir a interacdo com
receptor TrkB, impedindo assim a via MAPK [/ Erk
estimulada por BDNF (Gupta et al.,2007). A sinalizacéo do
BDNF é regulada negativamente por glicocorticéides o que
prejudica a plasticidade sindptica no cérebro mediante a
regulacdo negativa da densidade da coluna vertebral,
neurogénese e potencializacdo a longo prazo. O BDNF é
responsavel pela regulacéo da atividade, estrutura e fungéo
sinaptica, particularmente das sinapses glutamatérgicas
(Gulyaeva, 2017). Embora essa evidéncia indique que o
BDNF desempenha um papel crucial nos processos de
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aprendizagem e memodria, seus efeitos sobre a meméria
continuam controversos. Os modelos animais deficientes
em BDNF apresentam dano na aprendizagem e memdria,
enquanto que o aumento da expressdo crénica do BDNF
também resultou em déficits de aprendizagem (Cunha et
al.,2009)

No presente estudo foram avaliados o0s niveis de
NGF e BDNF em trés estruturas cerebrais diferentes
(hipocampo, cértex cerebral e estriado). Encontrou-se
niveis significativamente diminuidos de NGF no grupo
DXB somente na estrutura cerebral do hipocampo,
mantendo-se semelhantes aos do grupo controle nas demais
estruturas analisadas. J& na avaliacdo do BDNF, os niveis
de BDNF estavam aumentados no hipocampo comparados
ao grupo controle, assim como no cortex cerebral, fato que
pode ser decorrente da fungéo que exerce essa neurotrofina:
estimulando a sobrevivéncia neuronal quando em presenca
de uma modulacdo bioquimica, de neurotransmissores e
horménios estressores, trazendo dano ao sistema nervoso
central (Molteni et al., 2010; Gulyaeva, 2017).

O RNAmM de BDNF ¢é acumulado em dendritos de
neurdnios do hipocampo, ativando o receptor de glutamato
e estimulagdo de receptores de TrkB por BDNF end6geno.
Foi relatado que altas doses de BDNF in vitro (em
concentrages de 10 a 100 ng / ml) aceleram a necrose
neuronal excitotoxica (Gwag et al., 1995). O cérebro
exposto cronicamente a altas concentragcdes de AACR, pode
gerar um aumento nos niveis de BDNF, esse aumento no
BDNF pode estar relacionado ao comprometimento da
memoria espacial, causando déficit da memdria em tarefas.
Essa sobre-expressio do BDNF esta associada a
hiperexcitabilidade, e com isso pode contribuir para déficits
de aprendizagem e plasticidade (Croll et al1999). No
entanto, é possivel que o BDNF aumentado possa ser um
efeito protetor em resposta a toxicidade do AACR (Scaini
etal, 2012)
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Os receptores ionotropicos de glutamato medeiam
a maior parte da transmissdo sinaptica excitadora no
cérebro, onde também desempenham papéis fundamentais
na plasticidade sindptica e na patologia. Os principais
receptores séo 0 a-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropionico (AMPA) e N-metil-D -aspartato
(NMDA). O BDNF mostrou inibir fortemente as correntes
pos-sindpticas AMPA mediadas em um grande subconjunto
de neurdnios de recém-nascidos. Essas alteracdes induzidas
por BDNF na atividade sinaptica podem ser devidas a
inser¢do ou remogdo de AMPA de sinapses potenciadas e
deprimidas ou a mudangas no estado de fosforilacdo dos
receptores de glutamato do tipo AMPA (Wu et al., 2004).
As evidéncias fisioldgicas e bioquimicas implicam o
NMDA como alvo para a modulagdo do BDNF. A
exposicdo aguda ao BDNF aumenta rapidamente e
reversivelmente a magnitude das correntes sinapticas
mediadas pelo NMDA, aumentando especificamente a
atividade do NMDA contendo a subunidade NR2B. Este
efeito do BDNF é dependente da ativacdo dos receptores
TrkB. Esses resultados proporcionaram um mecanismo
potencial para o papel proposto para o BDNF na
plasticidade sinaptica dependente da atividade e, talvez,
processos de aprendizagem e memoria (Carvalho et
al.,2008; Gulyaeva, 2017; Yudkoff, 2017).

Em relacdo ao pro-BDNF, os resultados do
presente estudo ndo mostraram aumentos significativos
inclusive no grupo BCAA+salina (modelo animal de DXB).
As funcbes das neurotrofinas dependem de suas formas
imaturas ou maduras e a ativacdo de dois tipos de
receptores. P75 ( receptor de neurotrofinas), uma proteina
transmembranas do tipo 1, pertencente a superfamilia do
receptor de fator de necrose tumoral (TNF), é o receptor
comum para neurotrofinasmaduras e seus precursores, as
pro-neurotrofinas (Namakawa et al., 2010). O BDNF é
sintetizado em uma forma precursora (pro-BDNF), que é
clivado para formar sua forma madura por clivagem
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proteolitica. Ambos os pro-BDNF e BDNF sdo segregados
e exibem efeitos opostos sobre a proliferagdo e a apoptose
das células neurais. A fungdo anti-apoptética do BDNF é
mediada por interagdes com o receptor TrkB de alta
afinidade. Em contraste, a ligacdo ao BDNF com o receptor
p75, induz a geracdo de apoptose.(Cruz-Morcillo et al.,
2016). Talvez ndo foi encontrado um nivel elevado desta
neurotrofina por esta ser precursora do proprio BDNF e este
apresentar-se elevado em algumas estruturas cerebrais do
estudo.

Em virtude da preocupacdo dos danos neuronais
causados pela exposicdo cronica dos AACR e leucina na
DXB (Scaini et al, 2013) utilizou-se a Tianeptina em dois
grupos nos experimentos. Tianeptina associada a salina e
também um grupo que recebeu AACR + Tianeptina. Em
relacio ao comportamento observou-se que esse
antidepressivo ndo reverteu o efeito causado pelo grupo
AACR + salina em relacdo atividade locomotora de
cruzamentos, mantendo ainda uma diminuicdo significativa
desta atividade. Na ingesta de sacarose, teste de anedonia,
houve uma melhora do comportamento anedénico induzido
por DXB. Tianeptina reduziu o comportamento anedénico
aos niveis semelhantes ao grupo controle, revertendo este
comportamento depressivo, indicando efeito
antidepressivo. O mesmo perfil foi observado no teste de
nado forcado em que o tempo de imobilidade foi reduzido e
houve um aumento do tempo de nado, indicando reversao
pela tianeptina. Também foi percebido uma reducédo do peso
da glandula adrenal comparado ao grupo DXB.

A tianeptina é um farmaco antidepressivo atipica.
Os dados clinicos mostram que o tratamento com tianeptina
tem uma influéncia positiva sobre 0s principais sintomas de
depressdao. Demonstrou-se que produz efeitos ansioliticos
sem qualquer efeito sedativo pronunciado, para promover a
normalizacdo do sono e para ser eficaz no tratamento da
depressao leve a moderada (Wlaz et al.,2009). O conceito
de déficit serotonérgico na depressdo € particularmente
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desafiado pela droga tianeptina, um antidepressivo com
semelhangas estruturais aos farmacos antidepressivos
triciclicos, mas com  diferentes  propriedades
farmacoldgicas. Em vez disso, a tianeptina pode influenciar
a expressdo de genes envolvidos na plasticidade sinéptica,
através da modulagdo da neurotransmissao glutamatérgica.
A eficacia da tianeptina no tratamento da depresséo é de
importancia clinica, bem como conceitual, servindo como
um desafio para o valor da hipétese da monoamina da
depressdo (Zoladz et al., 2008). O glutamato é o principal
neurotransmissor excitatério no cérebro que controla a
excitabilidade e plasticidade sinaptica na maioria dos
circuitos cerebrais. Este neurotransmissor é um participante
essencial em muitas formas de plasticidade adaptativa,
incluindo aprendizado e memoria. O estresse croénico
mostrou aumentar a expressdo do transportador de
glutamato, o GLT-1, que é importante para remover o0
excesso de glutamato das regides sinapticas, demonstrou
gue a tianeptina blogueia 0 aumento induzido pelo estresse
em niveis de GLT-1 no hipocampo. Em teoria, a tianeptina
realiza esse feito normalizando os niveis de glutamato
induzidos pelo estresse no hipocampo, removendo assim o
estimulo (Zoladz et al., 2008). As ac¢Bes da tianeptina no
sistema glutamatérgico oferece uma alternativa no
tratamento de distdrbios com sintomas depressivos, como a
DXB. (McEwen et al, 2010)

A Tianeptina é um antidepressivo que protege o
hipocampo contra os efeitos deletérios do estresse e dos
glicocorticoides (Della et al., 2013; Uzbekov et al., 2009).
Atualmente, o tratamento crénico com tianeptina mostrou
atenuar os sintomas da depressdo comportamental e
ativacdo do eixo HPA (Della et al., 2013). Este farmaco
modula a resposta neuroendécrina ao estresse (no eixo
HPA), por regulagdo negativa dos GR1, seguida da
diminuicdo da concentragdo do fator de liberacdo de
corticotropina  (CRF) no hipotdlamo e horménio
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adrenocorticotrépico (ACTH) no plasma (Vucovic et al.,
2009).

Os niveis de neurotrofinas também sofreram uma
modulagdo no grupo que utilizou AACR associado a
tianeptina, retornando ao nivel normal o NGF no hipocampo
guando comparados ao grupo DXB assim como do BDNF
no hipocampo e também no estriado. O estudo dos efeitos
do estresse sobre os fendbmenos de plasticidade sinéptica
dependentes de BDNF mediada por receptores de glutamato
no hipocampo de ratos é uma ferramenta Gtil para aprender
mais sobre a patogénese de sintomas depressivos
(Gulyaeva, 2017). A tianeptina pode promover a
neuroplasticidade ao aumentar a expressdo de genes de
fatores neuroplasticos que sdo diminuidos em modelos
animais de estresse. Estes incluem os genes para BDNF e
NGF no hipocampo (Zoladz et al., 2008). Além disso, a
tianeptina pode bloquear o0 aumento induzido pelo estresse
nas correntes dos receptores glutamatérgicos NMDA, na
regido do hipocampo ( McEwen et al, 2010).

No modelo animal de DXB do presente estudo, a
relacdo entre BDNF pro e maduro pode ser a favor do
primeiro. Esta propor¢do resulta em hiperativagéo geral dos
receptores p75 de baixa afinidade e um envolvimento
relativamente menor dos receptores TrkB de alta afinidade.
Infelizmente, esta possibilidade parece ser bastante
improvavel com base em nos resultados do presente estudo.
Na verdade, encontrou-se aumentos muito significativos
nos niveis totais de BDNF sem alteracdes significativas nos
niveis de proteinas pro-BDNF. Esses resultados sugerem
gue quando o cérebro é exposto cronicamente a altas
concentracdes de AACR, ocorre um aumento nos niveis de
BDNF, uma neurotrofina critica, que regula muitos aspectos
neuronais, incluindo:  diferenciagcdo celular, sobrevida
celular, neurotransmissdo e plasticidade sinaptica no
sistema nervoso central (Numakawa et al. 2010). Esse
aumento no BDNF pode estar relacionado ao
comprometimento da memdria espacial. No entanto, é



80

possivel que o BDNF aumentado possa ser um efeito
protetor em resposta a toxicidade do AACR para
manutencdo da sobrevida celular, por exemplo (Scaini et al.,
2013).
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6. CONCLUSOES

O modelo animal DXB induziu comportamentos
tipo depressivos em ratos. O antidepressivo Tianeptina
demonstrou efeito benéfico no tratamento das alteracGes
comportamentais e imunoquimicas induzidas pelo DXB.
Tianeptina foi capaz de modular o eixo HPA, melhorando
também os niveis das neurotrofinas, com isso melhorando
0s comportamentos tipo depressivos nos animais. Este
estudo indica potencial terapéutico da tianeptina em
pacientes DXB.
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Resolucdo

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

Protocolo: 068/2013-2

Professor Responsdvel: Emilio Luiz Streck.
Egquipe: Jodo Quevedo, Giselli Scaini, Milena Carvalho Silva, Lara Mezari Gomes, Fdbio
Almeida Morais e Camila Brulezi Furlanetto.

Titulo: “Avaliagdo de sintomas depressivos em ratos siubmetidos a administragdo crénica de
aminodcidos de cadeia ramificada tratados com tianeptina.”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos. Toda e qualquer
alteragdo do Projeto deverda ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagéio no total de
240 Ratos heterogénicos 7 dias 15 g. Os membros da CEUA ndo participaram do processo de
avaliagédo dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais diividas, contatar a
CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.

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

Protocol number: 068/2013-2

Principal Investigator: Emilio Luiz Streck.
Researchers: Jodo Quevedo, Giselli Scaini, Milena Carvalho Silva, Lara Mezari Gomes,
Fabio Almeida Morais e Camila Brulezi Furlanetto.

Project title: “Depressive-like-behavior in rats submitted to chronic administration of
branched-chain amino acids treated with tianeptine.

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