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“Tente amar as perguntas, como salas trancadas e livros que
agora estdo escritos em uma lingua muito estrangeira. Ndo
procure agora as respostas, que ndo podem ser dadas, porque
vocé ndo seria capaz de vivé-las. E o ponto é viver tudo. Viva as
perguntas agora. Talvez vocé gradualmente, sem perceber, viva
um dia distante até a resposta.”

(RILKE, 1903)
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RESUMO

O metilglioxal (MGO) ¢ uma molécula dicarbonila reativa que pode ser gerada endogenamente

ou adquirida de forma exogena. Alteragdes nos niveis de MGO e seu metabolismo podem
induzir dano oxidativo, apoptose e formagao de produtos finais de glicagdo avangada (AGEs).
Estudos epidemiologicos tém associado o MGO a um maior risco de declinio cognitivo,
deméncias, doenca de Alzheimer e diabetes, sendo que esta ultima ¢ fortemente ligada a
comprometimentos cognitivos. Assim, no presente trabalho, foi hipotetizado que o MGO
desencadeia comprometimento cognitivo e intervengoes farmacoldgicas podem refletir na sua
possivel prevencao in vivo. Para avaliar os efeitos do MGO, camundongos fémeas de 3 meses
de idade da linhagem swiss foram tratados com administragdes agudas (20, 50, 80 e 200 mg/kg)
ou repetidas (10, 20, 25 e 50 mg/kg) e avaliadas ao longo do tratamento. Os animais foram
tratados uma vez por dia durante até 11 dias, através de inje¢do intraperitoneal. Diferentes testes
foram empregados para a avaliacdo das fungdes motoras, cognitivas, de emocionalidade e de
sociabilidade nos camundongos. Os resultados revelaram que, em doses agudas mais altas (80
e 200 mg/kg), o MGO causou forte hipolocomogao, condizente com estimulacdo GABAérgica.
O comportamento tipo-ansioso, atividade locomotora espontanea, agilidade vertical, forca e
coordenacao motora nao foram alterados pelo tratamento repetido com as diferentes doses. O
MGO foi capaz de induzir comportamento tipo-depressivo e prejuizos na memoria de
reconhecimento, memoria espacial, memoria aversiva ¢ memoria de trabalho, em paradigmas
de curto e longo prazo. Os niveis plasmaticos de MGO nao diferiram do grupo controle 24 h
apods a ultima administragdo. O tratamento repetido com MGO diminuiu os niveis da enzima
limitante da sua detoxificacdo — glioxalase 1 — no hipocampo e no cortex pré-frontal dos
animais. Além disso, os animais tratados com MGO apresentaram niveis reduzidos de
dopamina no cortex pré-frontal. Esse resultado pode estar associado com um desempenho
diminuido da memoria de trabalho. Em uma segunda abordagem, os prejuizos cognitivos
causados pelo MGO foram investigados em cotratamento com as drogas: bupropiona, cetamina,
muscimol, bicuculina e FPS-ZM1. Bupropiona, cetamina, muscimol e FPS-ZM1 foram capazes
de prevenir parcialmente o déficit da memoria de trabalho observada. O FPS-ZM1 — antagonista
do receptor para AGEs (RAGE) — foi capaz de prevenir os déficits causados pelo MGO sobre
a memoria de trabalho e memoria aversiva de curto prazo. Porém, o FPS-ZM1 nao evitou o
prejuizo sobre a memoria espacial de longo prazo. Dessa forma, o presente trabalho apresenta
evidéncias de efeitos deletérios consistentes, tanto fisioldgicos quanto comportamentais, do
MGO. O MGO causou déficits cognitivos na memoria de curto e longo prazo nos camundongos.
Os niveis de DA reduzidos no cortex pré-frontal dos animais tratados sugerem possiveis novos
efeitos e mecanismos de agdo do MGO no sistema nervoso central, afetando o sistema
dopaminérgico e perturbando a memoria de trabalho, bem como, processos cognitivos ligados
a inteligéncia fluida em humanos. Os resultados também sugerem o bloqueio de RAGE, como
um importante alvo terapéutico a ser usado visando a restauragdo de déficits cognitivos
causados pelo estresse dicarbonilico.

Palavras-chave: Metilglioxal. Sistema nervoso central. Glioxalase. Memoria. Prejuizo
cognitivo. Dopamina. Modelo animal.



ABSTRACT

Methylglyoxal (MGO) is a reactive dicarbonyl molecule that can be generated endogenously
or obtained from exogenous sources. Changes in MGO levels and metabolism can cause
oxidative damage, apoptosis and the formation of advanced glycation end products (AGEs).
Epidemiological studies have linked MGO to increased risk of cognitive decline, dementia,
Alzheimer's disease and diabetes, the latter is strongly associated with cognitive impairment.
Thus, in the present work, it was hypothesized that MGO triggers cognitive impairment and
pharmacological interventions may reflect on its possible prevention in vivo. To assess the
effects of MGO, 3-month-old swiss female mice were treated with MGO in acute administration
(20, 50, 80 and 200 mg/kg) or repeated treatment (10, 20, 25 and 50 mg/kg) and investigated
throughout treatment. Mice were treated once a day for up to 11 days, by intraperitoneal
injection. Different tests were used to evaluate motor function, cognition, mood and sociability
in mice. Results showed that at higher acute doses (80 and 200 mg/kg) MGO caused strong
hypolocomotion, related to GABAergic stimulation. Anxiety-like behavior, spontaneous
locomotor activity, vertical agility, strength and motor coordination were not altered by the
repeated treatment and with different doses. MGO was capable to induce depressive-like
behavior and impaired recognition memory, spatial memory, aversive memory and working
memory, in short and long term paradigms. Plasma levels of MGO did not differ from the
control group 24 h after the last administration. The repeated treatment with MGO decreased
the levels of the rate-limiting enzyme of MGO detoxification — glyoxalase 1 — in the
hippocampus and prefrontal cortex of mice. In addition, mice treated with MGO showed
decreased levels of dopamine in the prefrontal cortex. This result could be associated with the
decreased working memory performance. In a second approach, the cognitive impairment
caused by MGO were investigated. Mice were co-treated with the drugs: bupropion, ketamine,
muscimol, bicuculline and FPS-ZM1. Bupropion, ketamine, muscimol and FPS-ZM1 were able
to partially prevent the observed working memory deficit. FPS-ZM1 — receptor for AGEs
(RAGE) antagonist — was able to prevent the effects caused by MGO on working memory and
short-term aversive memory. However, FPS-ZM1 did not prevent the damage to long-term
spatial memory. Thus, the present work presents evidence of consistent deleterious effects, both
physiological and behavioral, caused by MGO. MGO caused cognitive deficits in short and
long term memory in mice. The decreased DA levels in the prefrontal cortex of mice suggested
possible new effects and mechanisms of action of MGO in the brain, affecting the dopaminergic
system and disturbing the working memory, as well as cognitive processes linked to fluid
intelligence in humans. The results also suggested that the blockade of RAGE could be an
important therapeutic target to be used in order to restore cognitive deficits caused by
dicarbonyl stress.

Keywords: Methylglyoxal. Central nervous system. Glyoxalase. Memory. Cognitive
dysfunction. Dopamine. Animal model.
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1. INTRODUCAO

1.1. Relacao entre o sistema nervoso central e o metilglioxal

O sistema nervoso central (SNC) é um tecido caracterizado por alta demanda
energética. Embora o encéfalo humano, por exemplo, represente cerca de apenas 2% de toda a
massa corporal (MOLINA & DIMAIO, 2012), ele ¢ responsavel pelo consumo médio de 20%
de todo o oxigénio fisiologicamente disponivel para o corpo em estado de repouso (MINK et
al.,1981). Assim, uma vez que os encéfalos dos mamiferos apresentam uma grande densidade
de células nervosas de alta demanda energética, como os neurdénios, o consumo de energia
assume propor¢des muito superiores, se comparado a outros tecidos e organismos. Portanto,
acredita-se que evolutivamente, o alto metabolismo energético do SNC associado ao aumento
do niimero de células nervosas, tenha contribuido para a complexidade da plasticidade sinéptica
e a ampla variedade de comportamentos nas espécies (BORDONE et al., 2019). O principal
processo que favorece o alto consumo energético do SNC saudavel e consciente ¢ a transmissao
sinaptica, pela restauragdo e manutencdo de gradientes idnicos através das membranas
celulares, que sao dissipados por potenciais de acdo e processos de sinalizagdo pos-sinapticos;
bem como, a captacdo e reciclagem de neurotransmissores (HARRIS et al., 2012; BORDONE
etal., 2019). As células neuronais representam as maiores consumidoras energéticas, porém, os
astrocitos sao responsaveis pelo consumo estimado de 20% de toda a energia do encéfalo em
atividade (HYDER et al., 2013).

A glicose ¢ o principal substrato utilizado para a obtencdo de energia no SNC (MINK
et al.,1981). Em mamiferos, a dieta ¢ a principal fonte de glicose, sendo que o encéfalo humano
¢ responsavel pelo consumo médio de 25% de toda a glicose corporal (MOORE et al., 2012;
BORDONE et al., 2019). Nas células, a glicose pode ser catabolizada através da via glicolitica
(ou glicolise) formando diferentes intermedidrios e trifosfato de adenosina (ATP). Porém, a
glicolise ndo ¢ uma via metabolica indcua, uma vez que, inevitavelmente, pode produzir
metilglioxal (MGO) como subproduto (KALAPOS, 2008a; ALLAMAN et al., 2015).

O MGO (2-oxopropanal; C3H40) € um a-oxoaldeido altamente reativo e toxico (Fig.
1). E formado sob condi¢des normais do metabolismo e pode se ligar e modificar proteinas,
perturbando fungdes celulares. O MGO pode ser formado através de uma reacao de dismutacao

espontanea, na qual ha a fragmentacdo e eliminacao de fosfato a partir da forma fosfo-eno-
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diolato de dois metabolitos da glicélise, as trioses-fosfato: gliceraldeido-3-fosfato e fosfato de
di-hidroxiacetona (THORNALLEY, 1996).

O MGO também pode ser formado de forma enzimadtica de diferentes maneiras: a)
através da acdo de aminas oxidases (KALAPOS, 1999) e principalmente pela oxidagdo da
aminoacetona formada no catabolismo da treonina (LYLES & CHALMERS, 1992;
THORNALLEY, 1996); b) pelo escape do fosfo-eno-diolato do sitio ativo da triosefosfato
isomerase (POMPLIANO ET AL., 1990); c) a partir de acetona pelo citocromo P450 2El que
catalisa a formagao de hidroxiacetona e MGO (KOOP & CASAZZA, 1985); d) em processos
de peroxidacao lipidica (SHIBAMOTO, 2006); e) pela degradacao de proteinas glicadas pela
glicose e também pela degradacdo de monossacarideos (THORNALLEY et al., 1999); f) no
metabolismo dos aminoacidos glicina e tirosina (KALAPOS, 1999); e g) pela enzima
metilglioxal sintase em procariotos, que catalisa a formag¢do de MGO a partir do fosfato de di-

hidroxiacetona (COOPER & ANDERSON, 1970; RAY & RAY, 1981).

O

CHs;
O

Figura 1. Formula estrutural do metilglioxal (C3H40,). (Nome I[UPAC: 2-oxopropanal — 72.06 g/mol) (adaptado

de www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, 2019).

Embora existam diferentes maneiras de formagdo, a fragmentagdo ndao enzimatica das
trioses-fosfato, como ocorre na glicolise, € considerada a principal responsavel por formar
MGO nas células de mamiferos, considerando condi¢des normais de glicemia (3,5 — 5,5
mmol/L) (THORNALLEY, 1993; 1996; GUEMES et al., 2016). Uma vez que a glicdlise é uma
via de importancia primaria presente em todos os tecidos, a formacao do MGO ocorre em todas
as células e organismos (KALAPOS, 2008a). Isso significa que a formacao periférica e até a
circulagdo sistémica do MGO podem acessar e afetar o SNC, uma vez que ¢ uma molécula
capaz de se difundir através da membrana plasmatica, portanto, capaz de permear também a

barreira hematoencefalica (BHE) (DISTLER et al.,, 2012a). Cerca de 0,1-0,4% dos



intermediarios glicoliticos da célula sdo direcionados para a formacao de MGO (KALAPOS,
2008a). Em humanos, a taxa de formagao sistémica do MGO em condi¢des ndo patologicas €
de aproximadamente 120 pmol/dia. Embora esse valor represente uma infima parte das trioses-
fosfato produzidas na glicolise, sua formacdo ¢ relevante devido a sua alta toxicidade
(THORNALLEY, 1988; PHILLIPS & THORNALLEY, 1993; KALAPOS, 2008a).

O MGO também pode ser incorporado a partir da dieta, entretanto, ¢ rapidamente
degradado ou conjugado a outros componentes da dieta durante o processo de digestdo no
intestino e, portanto, pode nao exercer influéncia significativa sobre os niveis de MGO in vivo
(DEGEN et al., 2013). No entanto, nos alimentos ¢ bebidas, 0 MGO ¢ formado durante o
processamento, cozimento e também pelo armazenamento prolongado dos mesmos. E a
ingestdo de baixas doses de MGO por um periodo prolongado foi associado a alteragdes
degenerativas nos tecidos e também por ser capaz de apresentar atividade anticincer (NEMET
et al., 20006).

Em células de mamiferos e plantas, a concentracdo média do MGO foi encontrada
entre 1-4 uM (RABBANI & THORNALLEY, 2015). Porém, o MGO apresenta diferengas de
concentracdo dependentes da especificidade do tecido. Em decorréncia do alto consumo
energético do SNC, a glicolise apresenta uma maior atividade em relacdo a outros tecidos, o
que por sua vez, promove uma maior produ¢io de MGO no SNC quando comparados aos
demais tecidos de mamiferos (THORNALLEY, 1988; PHILLIPS & THORNALLEY, 1993).
Como evidéncia, nos estudos com humanos saudaveis, nos quais foram realizadas dosagens do
MGO no plasma sanguineo, as concentragdes de MGO ficaram em torno de 100-200 nM
(RABBANI & THORNALLEY, 2014; 2019) ou em 100-500 nM (DEGEN et al., 2013;
KALAPOS, 2013). Porém, as concentracoes de MGO, quando dosadas a partir do liquido
cefalorraquidiano, sdo muito maiores. Podem atingir em torno de 10000 nM, ou seja,
concentragdes até 100 vezes maiores que no plasma (KUHLA et al., 2005).

Recentemente, os niveis de MGO foram mensurados em diferentes regides do encéfalo
de camundongos C57BL6/J com 8 meses de idade. Observou-se que as concentragdes diferiram
marcadamente dependendo da estrutura. Com destaque, os niveis de MGO no tronco encefalico
(0,376 £ 0,028 umol/g de proteina) foram encontrados aproximadamente 10 a 50 vezes maiores
que qualquer outra estrutura, tal como o hipocampo (0,032 + 0,010 umol/g de proteina) ou
cortex pré-frontal (0,006 £ 0,002 umol/g de proteina) (Fig. 2). Acredita-se que essas diferengas
nos niveis de MGO encefalicos possam refletir diferencas especificas da sua funcdo fisiologica

e do metabolismo glicolitico em cada regido do encéfalo (KOIKE et al., 2019).
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Figura 2. Niveis de metilglioxal em diferentes regides do encéfalo. (WB: encéfalo total; PFC: cortex pré-frontal;
Hip: hipocampo; NAc: nucleo accumbens; Str: estriado; Ce: cerebelo; BS: tronco encefalico) de camundongos
C57BL6/J de 8 meses de idade. Os valores indicam média + erro padrdo. ** p <0,01 e *** p <0,001
significativamente diferente dos niveis de WB (teste ¢ de Student) (adaptado de KOIKE et al., 2019).



1.2. Alteracoes fisioldgicas associadas ao estresse dicarbonilico

1.2.1. O metilglioxal como agente estressor

O estresse dicarbonilico ¢ causado por um desequilibrio na formagdo e metabolismo de
metabolitos dicarbonilicos, tais como o MGO, o glioxal (GO), a 3-desoxiglucosona (3-DG),
etc. Ineficiéncias nos sistemas de detoxificagdo do MGO, bem como, o aumento da ingestao do
mesmo, podem causar o seu acumulo nos tecidos, contribuindo assim com o estresse
dicarbonilico (RABBANI et al., 2016).

A curto prazo, o acimulo de MGO acima dos niveis fisioldgicos ¢ altamente prejudicial
ao organismo, uma vez que ele reage rapidamente in vivo (THORNALLEY & RABBANI,
2011). Quao logo o0 MGO ¢ formado no citosol, ele pode se ligar de forma espontanea com a
molécula antioxidante glutationa (GSH) em sua forma reduzida formando hemitioacetal. De
forma aguda, um acumulo intracelular de MGO pode reduzir drasticamente os niveis de GSH
e assim diminuir momentaneamente as defesas celulares contra danos oxidativos, uma vez que
a GSH ¢ recuperada ao final do ciclo catalitico das glioxalases (KALAPOS, 2008b). Embora
essa diminuicdo seja breve ou transiente, isso ndo deixa de representar um risco, pois o SNC ¢
um tecido especialmente vulneravel a danos causados por espécies reativas, devido ao alto
consumo de oxigénio pelo encéfalo e por apresentar um conteudo abundante de lipidios, que
sdo sitios suscetiveis de oxidagdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1985).

Os efeitos deletérios indiretos do MGO sdo mais largamente estudados, porém um
campo pouco investigado e que agora vem sendo explorado sdo os seus efeitos diretos em outros
alvos moleculares. O proprio MGO pode agir diretamente nos neurdnios alterando a atividade
sinaptica por despolarizacdo. Isso se tornou evidente depois da descoberta de que 0o MGO pode
agir como um agonista parcial competitivo de receptores do acido y-aminobutirico (GABA) do
tipo A (GABA4R), possuindo 1/3 da for¢a de ativagdo de seu neurotransmissor classico
(DISTLER et al., 2012a). Os GABAAR s3o membros da superfamilia de canais i0nicos
dependente de ligantes. Constituem um grupo muito heterogéneo de receptores que formam
oito subfamilias a partir das oito subunidades diferentes (a, B, vy, d, €, 6, m € p) com suas
respectivas variantes, que podem se unir em combinagdes diferentes de modo a formar um poro
transmembrana de cinco subnidades. Assim, na célula formam um canal heteropentamérico
permedavel a cloreto (Cl"), somado a quatro dominios transmembrana hidrofébicos (TM1-
TM4). Além disso, cada subunidade do canal também contém um grande dominio intracelular,

permitindo varias interacdes que modulam a atividade do receptor. O GABA, seu ligante
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endogeno, € o principal neurotransmissor inibitorio do SNC, que apds a ativacdo do GABAAR
conduz CI através de seu poro, resultando em hiperpolarizagdo do neurdnio. Isso causa um
efeito inibitério sobre a neurotransmissdo, diminuindo a probabilidade da ocorréncia de um
potencial de agdo. Apesar da heterogeneidade de suas subunidades, a maioria dos GABAR
expressos no encéfalo consistem de duas subunidades a, duas subunidades § € uma subunidade
v JOHNSTON, 2005; CHUA & CHEBIB, 2017; CICEK, 2018).

Além disso, 0 GABAAR contém varias regides de ligagdo alostérica, que modulam a
atividade do receptor. Estas sdo alvos de varias drogas, como benzodiazepinicos, barbituricos,
anestésicos gerais, etanol, picrotoxina, e esterdides neuroativos (JOHNSTON, 2005; CICEK,
2018). Além do MGO, o sitio de ligacdo a0 GABA do GABAA4R ¢ também o local de ligacao
de varias drogas, como muscimol e bicuculina (DISTLER et al., 2012a; CHUA & CHEBIB,
2017). O muscimol ¢ um isoxazol psicoativo naturalmente proveniente de Amanita muscaria e
de outros cogumelos semelhantes. E considerado um agonista notavelmente seletivo para
receptores inibitorios GABAérgicos (JOHNSTON, 2014). Ja a bicuculina, ¢ uma droga
antagonista. E um alcaloide proveniente de Dicentra cucullaria e age seletivamente em
GABA R (JOHNSTON, 2013). De uma forma geral, dados da literatura usando modelos
murinos tém mostrado que a ativagdo do GABA4R com o agonista muscimol pode causar
prejuizos na memdoria, enquanto o seu bloqueio com o antagonista bicuculina é capaz de agir
de maneira a restaurar prejuizos na memoria, € em determinados casos, até¢ melhorar a retengao
de memoria. (BRIONI & MCGAUGH, 1988; ZARRINDAST et al., 2002; NASEHI et al.,
2018; MOUSAVI MAJD et al., 2018).

O MGO também pode modular a atividade de outras proteinas, como o canal idnico de
sodio dependente de voltagem e vinculado a hiperalgesia, nomeado de Nay1.8, com relevancia
na neuropatia diabética (BIERHAUS et al., 2012). O MGO também pode agir sobre o receptor
de potencial transitorio anquirina 1 (TRPA1), onde evoca dor ao estimular esses canais
(ANDERSSON et al., 2013). Contudo, mais estudos ainda sdo necessarios para elucidar os
mecanismos de ac¢do pelos quais 0 MGO pode exercer esses efeitos.

Embora alguns experimentos in vitro tenham mostrado que o MGO, como uma
molécula enddgena ativa, possa influenciar a proliferagdo e diferenciacdo celular, mobilizacao
de vesiculas e até¢ a regulagdo do crescimento celular, sabe-se que ele ¢ uma substancia toxica
(KALAPOS, 1994; ALLAMAN et al., 2015). Diabetes mellitus ou diabetes, ¢ um transtorno
metabolico caracterizada por hiperglicemia (ZACCARDI et al., 2016). Niveis elevados de
MGO foram encontrados no plasma e nos tecidos de pessoas com diabetes, os quais acredita-

se que sejam decorrentes da hiperglicemia (THORNALLEY, 1993; MCLELLAN et al., 1994;
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KONG et al., 2014). Além disso, os niveis de MGO foram encontrados significativamente
maiores no plasma de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, quando comparados a
animais controle. Interessantemente, os animais afetados apresentaram déficits de memoria
(HUANG et al., 2012).

A glicacao aberrante ¢ uma consequéncia do estresse dicarbonilico. A glicagdao ¢ uma
série complexa de reagdes sequenciais e paralelas, nas quais aldeidos reativos, como o MGO,
modificam grupos amino. Estas reagdes sdo coletivamente chamadas de reagdo de Maillard
(THORNALLEY, 2005). O MGO induz modificagdes de fosfolipidios basicos, proteinas e
nucleotideos, levando a formagao dos chamados produtos finais de glicagcdo avancada (AGEs -
do inglés “advanced glycation end products”), espécies reativas de oxigénio (ERO) e apoptose
(BROWNLEE, 2001; THORNALLEY, 2003; LOH et al., 2006; THORNALLEY &
RABBANI, 2011). O MGO ¢ o agente de glicagdio mais relevante e reativo in vivo.
Considerando os agtcares redutores, 0o MGO tem uma capacidade 20000 vezes maior do que a
propria glicose em reagir com cadeias laterais de aminoacidos de proteinas, levando a formagao
de AGEs (THORNALLEY, 2005). Os AGEs formados pelo MGO acabam levando a
disfuncdes das proteinas afetadas (BROWNLEE, 2001). O MGO pode se ligar e modificar os
residuos de arginina, lisina e cisteina de proteinas, e dessa forma, ¢ capaz de inibir um grande
nimero de enzimas, além de promover ligagdes cruzadas entre proteinas (LO et al., 1994;
THORNALLEY, 1996; 2005; THORNALLEY & RABBANI, 2011). Especialmente em
relacdo ao 4cido desoxirribonucleico (DNA), o MGO reage com a desoxiguanosina e forma
derivados de imidazopurinona. O MGO pode formar dois adutos relativamente estaveis: N2-
(1- carboxietil)-desoxiguanosina; e N2-(1, R/S -carboxietil)-desoxiguanosina. Além disso,
também foi demonstrado que o MGO pode formar no DNA um aduto chamado MGdG
{metilglioxal-3-(2'-desoxiribosil)-6,7-dihidro-6,7-dihidroxi-6/7-metilimidazo-[2,3-b]purina-
9(8)um}. O MGAG gerado por MGO foi positivamente associado a frequéncia de quebras da
cadeia de DNA (THORNALLEY et al., 2010).

Existem enzimas capazes de processos de desglicacao que podem agir nas fases iniciais
da formacdo dos AGEs, interrompendo a cascada da reagdo de Maillard, que leva a formacao
de diferentes produtos. No entanto, nenhuma atividade de desglicagdo enzimatica do MGO foi
descrita contra a glicagdo de proteinas. De forma geral, isso significa que o processo de glicagao
do MGO ¢ essencialmente irreversivel. Isso faz com que as células gastem recursos, tanto para
a reciclagem quanto para a sintese de novas proteinas funcionais. Esta ¢ uma saida vidvel ao
contexto de danos irreversiveis decorrentes da formacdo de AGEs, entretanto, favorece a

agregacao e o acumulo de proteinas disfuncionais (SOUSA SILVA et al., 2013).



1.2.2. Efeitos secundarios da glicacio e suas implicacdes patolégicas

Os AGEs podem se ligar a diferentes receptores celulares, como os receptores de
macrofagos dos tipos I e II, o receptor para produtos finais de glicagao avancada (RAGE),
oligossacaril transferase-48 (AGE-R1), fosfoproteina 80K-H (AGE-R2) e galectina-3 (AGE-
R3). Esses receptores sdo expressos em uma ampla gama de células, tais como musculares,
monocitos, macrofagos, endoteliais, pododcitos e células do SNC. Diferentes quadros
patologicos podem alterar a expressao desses receptores. Por exemplo, a expressao de RAGE ¢
aumentada nos vasos sanguineos e rins de pacientes diabéticos, em comparagdo com pessoas
saudaveis (SINGH et al., 2001; PALANISSAMI & PAUL, 2018).

A glicagao por MGO afeta principalmente o residuo de arginina das proteinas e resulta
em uma perda de carga positiva levando imediatamente a formacdo de hidroimidazolonas,
como os adutos MG-H1, MG-H2 e MG-H3 (THORNALLEY, 2008; XUE et al., 2014). Pelo
menos um aduto de hidroimidazolona estd presente em 3 a 13% das proteinas encontradas no
corpo humano (AHMED et al., 2005b). Entre os AGEs derivados de modificacdo da arginina,
acredita-se que as hidroimidazolonas sejam as mais prevalentes em humanos (THORNALLEY
et al., 2003). Nao apenas fatores fisioldgicos internos promovem a sua formacdo, porém o
balango dos niveis desses adutos podem sofrer influencias ambientais, uma vez que residuos de
arginina modificadas por glicagdo compreendem 1,3% do peso de proteina total encontrado em
alimentos cozidos (WALTER et al., 1994). No entanto, uma vez que em geral a
biodisponibilidade oral de AGEs em alimentos ¢ considerada baixa (mais ou menos 10%),
somado ao fato de que suas ligagdes proteicas cruzadas os tornam resistentes a hidrolise
enzimatica ou quimica pelo trato gastrointestinal, acredita-se que a sua formagao enddgena seja
a principal fonte de AGEs (KOSCHINSKY et al., 1997; SINGH et al., 2001).

Os adutos de hidroimidazolonas formados pelo MGO sao ligantes fisioldgicos do RAGE
(XUE et al., 2014). Em geral, os AGEs podem se ligar ao RAGE, desencadeando efeitos
deletérios subsequentes como a producao de ERO (SCHLEICHER & FRIESS, 2007). O RAGE
¢ um receptor pertencente a superfamilia da imunoglobulina. Diferentes isoformas soluveis do
RAGE podem ser geradas por processamento alternativo na sua expressdo génica ou por
clivagem proteolitica. Porém, classicamente ¢ um receptor de superficie celular, consistindo de
trés dominios extracelulares (V, Cl e C2) uma hélice transmembrana e uma cauda
citoplasmatica curta (NEEPER et al., 1992; PALANISSAMI & PAUL, 2018). O dominio V
extracelular pode se ligar a varios ligantes, incluindo AGEs, calgranulinas S100, proteina

HMGBI (do inglés, High Mobility Group Box 1) e peptideo beta-amiloide (AP), a partir do qual
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o dominio citoplasmatico curto ¢ necessario para mediar a sinalizacao intracelular. As vias de
sinalizacdo intracelular do RAGE s3o multiplas envolvendo uma variedade de proteinas.
Basicamente, a especificidade das vias ativadas por RAGE ¢ dependente do tipo celular (KAY
etal., 2016; CAl et al., 2016; PALANISSAMI & PAUL, 2018 SORCl et al., 2013).

A expressao de RAGE ocorre na superficie de astrocitos, neurdnios e microglia e parece
ser muito importante na regulagdo de respostas inflamatorias e imunes no SNC (GONZALEZ-
REYES & RUBIANO, 2018). Os AGEs formados no espago extracelular podem ativar o RAGE
desencadeando uma cascata de sinalizagdo intracelular. A sua ativagao desencadeia a geracao
de ERO via NADPH oxidase e também a ativagdo do fator de transcri¢do: fator nuclear kappa
B (NFkB). Esse efeito gera um aumento da expressdo de genes inflamatorios e a formagdo e
liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias e ERO, assim como, o aumento da expressao do proprio
RAGE, amplificando dessa forma a sua resposta (HOFMANN et al., 1999; KAY et al., 2016;
SORClI et al., 2013). Isso pode levar a respostas inflamatorias cronicas, através de um processo
persistente de ativagdo celular mediada por RAGE. Dessa forma, os tecidos podem aumentar a
expressao de moléculas de adesdo, bem como, aumento da diapedese e comprometimento da
integridade da BHE. Portanto, foi proposto que a ativagdo do RAGE ¢ amplamente responséavel
pela patogenicidade associada aos AGEs (HOFMANN et al., 1999; SCHLEICHER & FRIESS,
2007; PALANISSAMI & PAUL, 2018).

Na doenga de Alzheimer, o RAGE foi implicado nos processos de produciao e
acumulacdo de AP e emaranhados neurofibrilares, importantes na patogenicidade da doenga.
Devido a isto, foi postulado que o RAGE esteja envolvido na falha da transmissdo sinaptica e
degeneracao neuronal. O RAGE também pode atuar como um importante transportador,
regulando o fluxo da AP sistémica circulante para dentro do encéfalo via BHE. Por outro lado,
o RAGE soluvel circulante poderia neutralizar a neurotoxicidade da AP por promover a sua
depuragdo através da ligacdo ao dominio V. Além disto, foi proposto que o RAGE celular
poderia aumentar a atividade das enzimas [- e y-secretases, elevando assim a formagao de Ap.
Isto aumentaria o influxo de AP para o encéfalo, causando prejuizos cognitivos. Dessa forma,
estudos pré-clinicos e clinicos tém apontado que drogas capazes de inibir o RAGE podem ser
uteis como ferramenta terapéutica na doenca de Alzheimer (DEANE et al., 2012; CAI et al.,
2016; HONG et al., 2016).

Uma dessas drogas sintetizadas recentemente ¢ o FPS-ZM1 (ZM1; C20H22CINO), um
antagonista de alta afinidade que se liga ao dominio V do RAGE (DEANE et al., 2012) (Figs.
3 e 4). Em roedores, o ZM1 foi capaz de inibir o influxo, mediado por RAGE, de AP da

circulacao para o SNC. Além disso, inibiu a atividade da -secretase de maneira a diminuir a
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producao de AP e suprimir a ativacao da microglia e respostas inflamatdrias. Nao obstante,
resultados de diferentes modelos animais t€ém mostrado que o tratamento com ZM1 ¢ positivo
em normalizar o desempenho cognitivo e o comportamento do tipo-depressivo, auxiliar na lesdo
celular do tubulo renal, diminuir a infiltragdo celular ¢ edema em modelo de hemorragia
encefalica e reduzir o dano oxidativo (DEANE et al., 2012; LI et al., 2015; HONG et al., 2016;
LIAN et al., 2017; SANAJOU et al., 2019).

Cl

Figura 3. Formula estrutural do FPS-ZM1 (CyH2CINO). (Nome IUPAC: N-benzil-4-cloro-N-
ciclohexilbenzamida — 327.8 g/mol) (adaptado de www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, 2019).

Outros efeitos secundarios da glicacdo por MGO, mas de grande relevancia, sao sobre
as enzimas responsaveis por sua propria detoxificacao, além de que o tratamento com MGO foi
capaz de afetar sistemas antioxidantes celulares. Dafre e colegas (2015) descobriram que,
dependendo da concentragdo, o MGO pode agir tanto de forma benéfica quanto deletéria em
relagdo ao sistema das enzimas glioxalases. Células HT22, derivadas de hipocampo de
camundongo, tratadas com MGO em dose nao letal, podem induzir fortemente a glioxalase 2
(Glo2), mas em concentragdes toxicas de MGO pode ocorrer a inibicao da glioxalase 1 (Glol)

e a diminuicao de conteudo da Glo2 (DAFRE et al., 2015).
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Figura 4. Respostas de ativagdo ou bloqueio do receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE) na
célula. Os ligantes de ativagdo incluem: produtos finais de glica¢do avangada (AGEs), calgranulinas S100, proteina
HMGBI (do inglés, High Mobility Group Box 1) e peptideo beta-amildide (AB); O ligante de bloqueio esta
representado pelo antagonista FPS-ZM1. A ativacdo leva a geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) via
NADPH oxidase e também a ativacao do fator de transcrig@o: fator nuclear kappa B (NF«kB). Isso ¢ seguido por
um aumento da expressdo de genes inflamatorios e a formagao e liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e ERO,

assim como, o aumento da expressdo de RAGE. (Fonte: do autor).
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1.3. Sistemas de detoxificacao do metilglioxal

O MGO pode ser detoxificado por enzimas ou vias enzimaticas presentes nas células.
Essas enzimas, em geral, sdo especializadas na metabolizagdo de aldeidos tais como o MGO e
o0 GO (THORNALLEY, 1993). O sistema antioxidante dependente de GSH, composto pelas
enzimas glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx) e pela propria GSH, representa,
juntamente com as moléculas e proteinas associadas ao seu metabolismo, uma das principais
linhas de defesa antioxidante celular. A GSH pode neutralizar radicais livres, reduzir perdxidos
e reagir espontaneamente com metabolitos endogenos toxicos como o MGO (SCHAFER &
BUETTNER, 2001). Nesse caso, o MGO pode reagir com uma molécula de GSH e formar
hemitioacetal. O hemithioacetal, por sua vez, pode ser processado pelo sistema das glioxalases.
A integragdo da GSH com o sistema das glioxalases ¢ considerada a principal via de
detoxificagdo do MGO em mamiferos (SOUSA SILVA et al., 2013).

O sistema das glioxalases, composto pelas enzimas Glo1 e Glo2, ¢ altamente especifico
e responsavel pela detoxificagdo de moléculas dicarbonilas, principalmente o MGO. Ele
catalisa a conversdo de MGO até D-lactato, como produto final. A atividade da Glol ¢ o
primeiro passo desse sistema. A Glol converte o hemitioacetal em S-D-lactoilglutationa, esta
por sua vez, ¢ utilizada como substrato para a Glo2 que catalisa a sua hidrélise levando a
formagdo de uma molécula de D-lactato e regenerando a GSH em sua forma reduzida inicial
(THORNALLEY, 1993) (Fig. 5).

A sua ligagdo com GSH impede o0 MGO de reagir com outras moléculas, o que levaria
a provaveis alteragdes irreversiveis na célula. Apos, juntamente com o fim da reacdo de
detoxificagdo, a mesma molécula de GSH ¢ regenerada no processo sem que haja alteracao do
pool intracelular de GSH (THORNALLEY, 1993; SOUSA SILVA et al,, 2013) (Fig. 5). Para
fins de importancia pratica, foi demonstrado que o aumento da expressdo de Glo1 reduziu de
forma significativa os niveis de AGEs e o estresse oxidativo induzidos pela hiperglicemia em

ratos diabéticos (BROUWERS et al., 2011).

12



O

2-Oxopropanal
Hj(U\CHS
(MGO)

@)

72

GSH o, CH
8 N
Glutationa \c
(forma reduzida) |
GHs H—?—OH
H—C—OH
[ SG
//C\ Hemitioacetal
(o} (o
D-lactato CH,
/
HOu.. (0]
C. ~
Glo2 | i Glot.
Glioxalase 2 H [
Glioxalase 1

S-D-lactoilglutationa

Figura 5. Sistema das glioxalases. Essa via enzimatica compreende duas enzimas glioxalases (Glol e Glo2)
responsaveis pelo catabolismo do metilglioxal (MGO) dependente da glutationa (GSH), formando D-lactato como

produto final e regenerando GSH (adaptado de SOUSA SILVA et al., 2013).

A glioxalase 3 (Glo3) catalisa a conversdao de MGO em D-lactato de forma irreversivel
e ndo requer GSH ou qualquer outro cofator no processo, no entanto, essa enzima foi apenas
encontrada em E. coli (MISRA et al., 1995). Além disso, ela apresenta uma menor eficiéncia
catalitica quando comparada com a Glol (CLUGSTON et al., 1995). A ampla distribuicdo e
presenca do sistema das glioxalases nos organismos sugere que ¢ um sistema conservado cuja
func¢do ¢ de fundamental importancia para a vida (THORNALLEY, 1993; SOUSA SILVA et
al., 2013).

Outras enzimas envolvidas na detoxificacdo do MGO sido as aldeido desidrogenases
(ADHs) (RABBANI et al., 2016); e enzimas aldo-ceto redutases (AKRs). Dentre as AKRs,
pertencentes a superfamilia de aldo-ceto redutases, aquelas do grupo Akrlb (com as enzimas
Akrlb3, Akrlb7 e Akrlb8) parecem ser particularmente importantes (PRATT-HYATT et al.,
2013). Entre as AKRs, a Akrlb3 possui a maior eficiéncia catalitica para a detoxificacdo do

MGO em camundongos. Foi demonstrado, por exemplo, que células de Schwann deficientes
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para a Glo1 foram protegidas pela Akr1b3, especialmente a forma S-Nitrosilada, que utiliza de
forma mais eficiente o hemitioacetal como substrato (MORGENSTERN et al., 2017). Outra
enzima importante, expressa em todo o corpo, ¢ a DJ-1 com atividade glioxalase. A atividade
glioxalase de DJ-1 foi capaz de converter MGO ou GO em 4acido latico ou glicolico,
respectivamente, sem qualquer cofator (LEE et al., 2012), porém estudos adicionais sao
necessarios pois a sua fun¢do ja foi contestada (PFAFF et al., 2017a; 2017b; RICHARME,
2017). Além disso, Jang e colaboradores (2017) desenvolveram um camundongo nocaute para
a Glo1 e evidenciaram a sua viabilidade. Assim, considerando um maior potencial na formagao
de MGO no SNC em comparagao com outros tecidos, percebe-se que € necessario mais que um
unico sistema de detoxificacdo de metabolitos téxicos no SNC (RABBANI et al., 2016). De
acordo com esta ideia, os niveis de RNA mensageiro da Akrlb3 foram encontrados 20 vezes
maiores no encéfalo do que em outros tecidos (PRATT-HYATT et al., 2013), indicando sua
importancia neste tecido.

As enzimas Glol, AKRs e ADHs estdo sob um controle de resposta a estresse através
do fator de transcri¢do Nrf2 (do inglés, nuclear factor erythroid 2-related factor 2). No citosol
o Nrf2 pode se encontrar conjugado a sua proteina reguladora Keapl (do inglés, Kelch-like
ECH-associated protein 1). Em eventos de estresse dicarbonilico, moléculas dicarbonilas
podem se ligar irreversivelmente a residuos de cisteina reativos na Keapl, de modo a liberar o
Nrf2, o qual pode se translocar para o nucleo e se ligar ao DNA em sequéncias de resposta
antioxidante (ARE — Antioxidant Response Element). E dessa forma, o Nrf2 pode promover a
transcri¢do e expressao de GSH, Glo1, AKRs e ADHs (RABBANI & THORNALLEY, 2015).

Estima-se que mais de 99% de todo o MGO endogeno ¢ metabolizado pela Glol com
ajuda das AKRs, uma vez que em humanos saudéaveis, menos de 1% de todo o MGO formado
diariamente ¢ capaz de modificar proteinas. Dessa forma, Glol e AKRs constituem a maior
defesa enzimatica contra 0 MGO. Porém, a eficiéncia da Glol1 ¢ de longe a maior, uma vez que
esta ¢ muito mais distribuida nos tecidos e ¢ bastante abundante (representa 0,02% de todas as
proteinas da célula). Esta logica ¢ diferente apenas na medula renal, onde a expressdao de AKRs
¢ mais alta. Além disso, a atividade da Glo1 no metabolismo do MGO, avaliada por estudos in
situ, excede em mais de 30 vezes a atividade das AKRs (THORNALLEY, 2013; RABBANI et
al., 2016). A importancia da Glo1 ¢ tamanha, que a sua inibi¢cdo vem sendo estudada como uma
possivel estratégia terapéutica para diversas doencas, como epilepsia e a ansiedade
(MCMURRAY et al., 2014), cancer (GENG et al., 2014) e depressaio (MCMURRAY et al.,
2017).
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1.4. Aspectos basicos sobre a memoria

Memoria ¢ o processo biologico de reter e reconstruir conhecimento ao longo do
tempo. Esse processo se déd a partir da aprendizagem de novos conhecimentos sobre o meio
ambiente (KANDEL et al., 2014). Aprendizagem ¢ memoria sdo essenciais para a
sobrevivéncia dos organismos. Através desses dois processos, comportamentos sdo produzidos
em resposta a mudangas do ambiente. Para mamiferos, a maior parte dos conhecimentos sobre
o mundo ¢ a maioria das habilidades ndo sao inatos, mas sim aprendidos. Dessa forma, quem
somos, ¢ em grande parte uma consequéncia do que aprendemos, lembramos e esquecemos
(KANDEL et al., 2014; IZQUIERDO, 2002).

As memorias sdo associativas e dirigidas por estimulos, ou seja, sdo adquiridas através
de processos que fazem a ligagao entre um grupo de estimulos com outros (IZQUIERDO et al.,
2013). Esses estimulos podem ser neutros ou nao. Estimulos aversivos, por exemplo, geram
memorias de medo ou aversivas que sdo formadas via componentes emotivos, a partir do
aprendizado de estimulos prévios do ambiente (IZQUIERDO et al., 2016). As memorias podem
ser classificadas de diferentes formas, basicamente, de acordo com o seu contetudo (declarativa
ou explicita, processual ou implicita); de acordo com a sua duracdo (curto prazo, longo prazo);
de acordo com a sua natureza de arquivamento (curto prazo, longo prazo); ou do tipo transiente,
que ¢ imediata, processada de momento a momento (memoria de trabalho) (IZQUIERDO et
al., 1999).

O processo de formacdo da memoria inclui diferentes fases: aquisi¢cao, consolidagdo
(e reconsolida¢do), evocacdo e extincdo de informacgdes (IZQUIERDO, 2002). Porém, a
memoria ndo ¢ adquirida em sua forma definitiva. Em vez disso, a formagdo de memoria € um
processo dindmico temporariamente graduado, durante o qual novas informagdes sao
consolidadas e armazenadas, sofrendo também influéncias de informagdes previamente
adquiridas. Até mesmo memorias armazenadas a longo prazo podem ser atualizadas com novas
associacoes de informacdes passando novamente por processos de consolidagao chamado de
reconsolidagdo, no qual ela se torna labil e suscetivel a diferentes fatores fisiologicos
(MCGAUGH, 2000; BEKINSCHTEIN et al., 2008). Durante esses processos, a memdoria pode
sofrer influéncia de diversos componentes quimicos e eventos estruturais no SNC, que podem
ser desencadeados por citocinas, glicocorticoides, monoaminas, entre outros (MCGAUGH,
2000; YIRMIY A & GOSHEN, 2011).

Seguindo o conceito de McGaugh (1968) dos "trés sistemas de vestigios da memoria",

pode-se classificar a memoria, enquanto processo, em trés entidades: uma memoria imediata,
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relacionada com a memoria de trabalho; uma memoria de curto prazo, que se desenvolve em
alguns segundos ou minutos e dura no maximo algumas horas; e uma memdria de longo prazo,
que se consolida devagar e ¢ relativamente permanente (VIANNA et al., 2000). Os trés tipos
de memoria podem ser interconvertidos em detrimento das informagdes. Estas memorias
podem se sobrepor até determinado ponto, dificultando a determinacao das fronteiras entre elas.
Apesar disso, elas representam categorias de fendmenos distintos, sendo que alteracdes de uma
determinada unidade de informag¢do em um tipo, ndo necessariamente afeta outro tipo de

memoria (BEKINSCHTEIN et al., 2008; COWAN, 2008).

1.4.1. Diferencas entre os tipos de memoria

Memoria de trabalho: A memoria de trabalho ¢ entendida como a combinacao de

multiplos componentes atuando em conjunto. E usada para planejar e executar o
comportamento. E a memoria que nos permite evitar de adicionar o mesmo ingrediente duas
vezes na hora de fazer um bolo, por exemplo. A memoria de trabalho ¢ dependente
principalmente da atividade elétrica das células do cortex pré-frontal em ligacdo com outras
regides encefalicas, tais como a amigdala e via cortex entorrinal com o hipocampo. Esse tipo
de memoria persiste apenas enquanto a atividade elétrica que a originou persistir, ou seja, € um
sistema dependente de atividade persistente ou “on-/line”. Ao contrario, a memoria de curto
prazo e a memoria de longo prazo sdo sistemas cujo papel principal é preservar as memdorias de
forma “off-line”, quando estas nao estao necessariamente evocadas de forma consciente, o que
permite que as informacgdes sejam usadas quando for necessario. A memoria de trabalho s6
pode gerenciar uma quantidade limitada de informag¢des em um dado momento e ¢ manipulada
e gerenciada com a ajuda de processos relacionados a atencdo. Ela ndo pode ser considerada
completamente distinta da memoria de curto prazo, porém, diferente desta, a memoria de
trabalho ndo ¢ um arquivo de memorias individuais, mas sim, atua como um gerenciador de
eventos cognitivos momento-a-momento, € que pode relacionar as informagdes recém
aprendidas entre si e com as que estdo armazenadas de curto ou longo prazo. Nesse sentido,
alguns pesquisadores concordam que ha uma forte contribuicdo da memoria de longo prazo, o
que reduz a carga da memoria de trabalho organizando e agrupando informag¢des na memoria
de trabalho em um nimero menor de unidades (GOLD & MCGAUGH, 1975; BADDELEY et
al., 1975; FUSTER, 1998; COWAN, 2008; IZQUIERDO et al., 2013).
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Memoria de curto prazo: As diferencas mais marcantes entre as memorias de curto e

longo prazo sdo a duragdo e a capacidade. Em relagdo a duragdo, significa que as informagoes
armazenadas na memoria de curto prazo se deterioram em fun¢do do tempo, ou seja, elas se
originam com tempo de formagao acima de segundos, mas perduram no maximo até¢ 0,5-6
horas. Quanto a capacidade, significa que existe um limite de quantas unidades de informagao
podem ser armazenadas. Assim, varias unidades menores que o limite de capacidade podem
permanecer armazenadas até serem substituidas por outras unidades. Representacdes estaveis
formadas pela memoria de trabalho podem ser consolidadas em memoria de curto prazo. Esse
processo ocorre a0 mesmo tempo que se inicia, através de mecanismos diferentes, o processo
de consolidacdo dessas informag¢des na memoria de longa duracdo, permitindo dessa forma,
uma existéncia mais duradoura e até permanente dessas informag¢des (COWAN, 2008;
IZQUIERDO et al., 2013).

Memoria de longo prazo: Diferentemente da memoria de curto prazo que se utiliza de

processos bioquimicos breves no hipocampo e cortex entorrinal, a formacdo da memoria de
longo prazo requer uma sequéncia de passos moleculares que envolve a sintese de acido
ribonucléico mensageiro (RNAm) e proteinas. Esse processo dura no minimo de 3 a 6 horas,
no hipocampo, nos nucleos amigdalinos, e em outras regides, mas pode perdurar por periodos
mais longos que vao de varias horas até dias ou semanas. Durante esse processo a sua formagao
¢ suscetivel a numerosas influéncias fisiologicas e pode ser afetada por diversas substancias de
origem exogena, como farmacos e toxinas. A forma¢ao da memoria de longo prazo pode refletir
em grandes e duradouras alteracdes da plasticidade sinaptica, sendo esta, a provavel responsavel
por armazenar a memoria, que neste caso, pode perdurar por muitas horas, dias ou até anos

(IZQUIERDO et al., 2013; [IZQUIERDO & MEDINA, 1991; BEKINSCHTEIN et al., 2008).

1.4.2. Estruturas e mecanismos de memoria

O hipocampo ¢ uma estrutura encefélica essencial tanto para a codificacdo de
memorias espaciais e episddicas (RYAN et al., 2010), quanto para a detec¢do de novidades
(JENKINS et al., 2004). Ele ¢ composto pelas regides do cornu ammonis (CA) com CA1, CA2
e CA3 e ¢ parte integrante da formagdao hipocampal. Além do hipocampo, a formagao
hipocampal ¢ composta por diferentes estruturas neuroanatomicas: o giro denteado (DQ),
cortex entorrinal (LEC), subiculo, presubiculo e parasubiculo que podem refletir diferentes

fungdes e participam dos processos da formacao da memoria (Fig. 6) (HARTLEY et al., 2013).
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Além de um mapeamento do contexto espacial através de “células de lugar”, neuronios do
hipocampo mapeiam a organiza¢do temporal de experiéncias em conjuntos de "células de
tempo" que disparam em momentos sequenciais em episodios ordenados temporalmente

(PRESTON & EICHENBAUM, 2013).

—

— J

Figura 6. Formacao hipocampal e fases da formacdo da memdria. Estdo representadas as regides CA1, CA2, CA3

e giro denteado (DG) (HARTLEY et al., 2013; IZQUIERDO et al., 2013). (Fonte: do autor).

Juntamente com o hipocampo, outras estruturas podem ter participagdo crucial na
formag¢do das memorias. Por exemplo, as células neuronais piramidais da regido CAl do
hipocampo recebem entradas sensoriais diretas do cortex (LISMAN & OTMAKHOVA, 2001).
O hipocampo integra um circuito bastante estudado, que inclui o LEC, cortex perirrinal (PRC),
nucleo da amigdala, além de areas corticais distantes. A codificacdo da memaoria no hipocampo,
e por consequéncia a consolidagdo, dependem de uma intera¢do dindmica com areas corticais.
Nesse sentido, o cortex pré-frontal, principalmente a sua regido medial, tem um papel crucial
na formacao e utilizacdo dessas memorias na emissao de comportamentos. Evidéncias recentes
mostram que o cortex pré-frontal adquire representacdes de contextos comportamentais de
forma a orientar a evoca¢do de memorias que determinam a execu¢do de comportamentos
apropriados ao contexto. E nesse processo, ele afeta a consolidacdo e reconsolida¢do da
memoria através do hipocampo (IZQUIERDO et al., 2013; PRESTON & EICHENBAUM,
2013).
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Um modelo de interagdes funcionais entre o cortex pré-frontal e o hipocampo inclui a
regido talamica do nucleo reuniens (Re). Em contextos de memoria episddica, o Re faz
comunicagao entre o cortex pré-frontal medial (mPFC) e o hipocampo de maneira bidirecional.
Por exemplo, quando pistas de contexto sdo apresentadas a um roedor (fase de aquisi¢cdo), o Re
se envolve em uma sincronia de comunicagao que provém do hipocampo para o cortex pré-
frontal, de forma a enviar informagdes contextuais do hipocampo ventral (VHPC) para o mPFC
(Fig. 7A). Porém, posteriormente, durante a evoca¢ao da memoria guiada por contexto, o Re se
engaja em sincronia de comunicacao direcionada do cortex pré-frontal para o hipocampo, de
modo que o mPFC incite a evocacdo de memorias especificas no hipocampo, quando o
hipocampo dorsal (dHPC) recebe informagdes do mPFC via PRC e LEC (Fig. 7B)
(EICHENBAUM, 2017).

Tanto o hipocampo quanto a amigdala e o cortex, recebem também terminagdes de
vias nervosas vinculadas com o afeto, ansiedade, estresse e atengdo, o que influencia diferentes
estados de consciéncia no individuo. Essas vias s3o: a dopaminérgica, a noradrenérgica, a
serotoninérgica ¢ as colinérgicas, que agem através de receptores especificos para os seus
respectivos neurotransmissores (IZQUIERDO et al., 2013). As monoaminas dopamina (DA),
noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT), podem facilitar a consolidagdo da memoria como
também o surgimento de novos neurdnios (neurogénese), importantes para a retencao e
transformagao de novas informagdes (MCGAUGH, 2000; YIRMIYA & GOSHEN, 2011).
Essas vias estdo envolvidas em varios processos que podem ser alterados em resposta a
diferentes estimulos ou substancias e dessa forma, acabam por modular as memorias de forma
direta ou indireta. Por exemplo, DA e NA agem como neurotransmissores relacionados com a
vigilia e o alerta, e estes por sua vez, podem afetar a sensibilidade a estimulos do ambiente
refletindo na diminui¢do ou aumento da aquisi¢do e integracdo da memoria. J a acetilcolina, ¢
responsavel por regular uma grande variedade de percep¢des emocionais. Enquanto a 5-HT ¢
muito importante na regulacdo da motivacao, sendo que niveis baixos desse neurotransmissor
estao relacionados com o surgimento e permanéncia de quadros depressivos no homem e que

apresentam caracteristicas relacionadas com déficits de memoria (IZQUIERDO et al., 2013).
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A Apresentacéo de contexto
Sincronia de Re

Pistas do contexto

B Evocacdo de memoria Evocacdo de memédria especifica

RS

PRC e LEC vHPC

Figura 7. Modelo de interacgdo funcional hipocampo-cortex pré-frontal. Aqui é ilustrado em modelo animal murino
de memoria guiada por contexto, com A) apresentagdo de contexto e B) evocacdo de memoria especifica
dependente de contexto. Estdo envolvidos o nucleo reuniens (Re), cortex pré-frontal medial (mPFC), hipocampo
dorsal (dHPC), hipocampo ventral (VHPC), cortex perirrinal (PRC) e cortex entorrinal (LEC) (adaptado de
EICHENBAUM, 2017).

A eficiéncia desses neurotransmissores ¢ dependente, tanto dos processos de sua
sintese e degrada¢do, quanto da dindmica do seu transporte e liberacdo. Véarias drogas podem
potencializar ou atenuar a agdo das monoaminas no SNC ao se ligarem nos seus respectivos
transportadores celulares. A bupropiona, por exemplo, ¢ capaz de bloquear os transportadores
para DA (DAT) e NA (NET). Dessa forma, a recaptacdo desses neurotransmissores para o
interior das células ¢ reduzida, o que possibilita uma maior interagdo na fenda sinéptica,
proporcionando um aumento da neurotransmissdo monoaminérgica da DA e NA. Embora a

bupropiona seja um farmaco antidepressivo atipico, muito explorado no tratamento de

20



transtorno depressivo maior (TDM), estudos relatam que dependendo do caso, a bupropiona
pode contribuir na restauragao de déficits cognitivos. Por exemplo, como quando a memoria e
o desempenho da velocidade de processamento mental estdo comprometidos (FAVA ET AL.,
2005; BAUNE & RENGER, 2014; GOMEZ et al., 2016).

A potenciacdo de longo prazo (LTP — Long Term Potentiation) ¢ uma forma de
plasticidade sinaptica que parece controlar informagdes relevantes no hipocampo. Através da
LTP, o hipocampo e o cortex codificam as informagdes sensoriais provenientes do ambiente
pelo fortalecimento e facilitagdo de sinapses especificas. Esse processo, que envolve a
participacao de diferentes proteinas e etapas, permite a conversao das informagdes codificadas
em memorias de longo prazo. Esta, por sua vez, pode ser evocada pelo animal e de modo a ser
utilizada em juizos de julgamento, tomadas de decisdo e emissdo de comportamentos
correspondentes ao seu meio (LISMAN & GRACE, 2005; PRESTON & EICHENBAUM,
2013). Em condig¢des normais, a formagao da LTP pode ser extremamente facilitada pelas
monoaminas DA, NA e 5-HT levando a formacdo das memoérias (MCGAUGH, 2000;
YIRMIYA & GOSHEN, 2011 Além disso, a LTP também ¢é modulada por diferentes
componentes endogenos e exdgenos, como a cetamina. Embora usada como droga de abuso em
alguns casos, a cetamina ¢ também utilizada como anestésico ou no tratamento de diferentes
doengas psiquiatricas. Foi demonstrado que a cetamina pode produzir um efeito antidepressivo
de inicio rapido em pacientes depressivos resistente a tratamentos convencionais (MOLERO et
al., 2018; PRICE & DUMAN, 2019). Os mecanismos de agao ¢ efeitos da cetamina ainda estao
em constante debate, porém sabe-se que causa o bloqueio dos receptores glutamatérgicos
1onotropicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR) (MOLERO et al., 2018). Dessa forma, a
cetamina pode exercer efeitos diretos sobre a memoaria, uma vez que a ativagdo do NMDAR no
SNC ¢ essencial para o inicio da LTP e a forma¢ao de memoria (JOHNSON et al., 2018). Além
disso, em modelos animais de estresse € comportamento tipo-depressivo, a cetamina foi capaz
de reverter rapidamente déficits de neuroplasticidade (PRICE & DUMAN, 2019). Dessa forma,
a avaliagdo do comportamento animal sob determinados contextos, pode ser, ndo apenas uma
forma indireta de avaliagdo, mas também uma evidéncia da memoria. Além disso, a
experimentacdo animal ¢ um meio de verificar a capacidade e a extensdo de alteracdes
cognitivas ao nivel individuo-ambiente, o que em ultima instancia, ¢ relevante em saude e

funcionalidade sociais (KANDEL et al., 2014; IZQUIERDO, 2002).
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1.5. O envolvimento do metilgloxal em doencas e a sua investigacdo através de modelos

animais

O avanco da idade ¢ o maior fator preditivo para o declinio cognitivo em humanos
(MORRIS, 2009). O comprometimento cognitivo leve (MCI - Mild Cognitive Impairment) €
caracterizado por diminui¢des das habilidades cognitivas que aumentam conforme o individuo
envelhece. Estes prejuizos cognitivos ndo privam o individuo de uma existéncia independente
e considerada funcional. Entretanto, nem todas as formas de MCI evoluem para doengas
neurodegenerativas, as quais geram grandes prejuizos cognitivos, causando incapacidade
severa, como observado na doenca de Alzheimer. Assim, o aumento médio na expectativa de
vida da populagdo, destacam a crescente importancia do MCI como promotor de incapacidades
em humanos (PETERSEN et al., 2014). A maioria dos dados da literatura at¢ o momento, em
relacdo aos efeitos do MGO sobre a memoria, ndo sao in vivo, mas sim in vitro, avaliando,
principalmente, a citotoxicidade do MGO sobre o hipocampo (RAMIREZ et al., 2013). Esses
estudos geralmente utilizam tratamentos agudos e doses do MGO que extrapolam em muito os
niveis fisioldgicos, sem estudos sistematicos de seus efeitos. No entanto, foi demonstrado que
0 MGO provoca um forte enfraquecimento da capacidade de detoxificagdo e morte celular
apoptdtica nos neurdnios do hipocampo de ratos (DI LORETO et al.,, 2008). E mais
recentemente, descobriu-se que o0 MGO pode causar a morte celular de células progenitoras
neurais e impede a neurogénese no hipocampo adulto (CHUN et al., 2016).

Estudos clinicos recentes revelaram que niveis elevados de MGO plasmatico, e
proteinas modificadas pelo mesmo, foram associados ao declinio cognitivo mais acelerado
(BEERI et al., 2011; WEST et al., 2014). Um outro estudo, conduzido por Srikanth e colegas
(2013), avaliando uma amostra com 378 pessoas idosas, investigaram o papel do MGO no
declinio cognitivo e neurodegeneracdo. Nesse estudo, encontrou-se que niveis elevados de
MGO estavam associados com uma diminui¢ao da memoria, menor funcao executiva, e atrofia
encefalica, caracterizada por um menor volume de matéria cinzenta dos idosos (SRIKANTH et
al., 2013). Esses trabalhos tém grande relevancia, pois fornecem evidéncias da provavel ligacao
entre 0 MGO e declinio cognitivo e neurodegeneracdo em humanos.

A doenga de Alzheimer ¢ o distirbio neurodegenerativo mais prevalente e letal. O
acumulo neurotdxico do peptideo AP formando agregados proteicos € considerado responsavel
pela patologia da doenga que € caracterizada por neuroinflamagdo e também por prejuizos
cognitivos (WOODBERRY et al., 2015; MURONETZ et al., 2017). Na doenca de Alzheimer

ha o aumento intracelular na concentragdo de compostos carbonilicos reativos (MGO e
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gliceraldeido 3-fosfato) como resultado do acumulo de trioses fosfato por disfuncdo do
metabolismo da glicose. Essa disfungdo ¢ causada, por exemplo, pela inibi¢do da enzima
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (MURONETZ et al., 2017). Um estudo in
vitro também demonstrou que o0 MGO ¢ capaz de causar a glicagdo do peptideo AP, e assim,
gerar formas oligoméricas maiores contendo folhas-f (LI et al., 2013). Além disso, em outro
estudo, verificou-se que a formagdo de AGEs acelera a transicdo do peptideo P-amildide
monomérico para sua forma oligomérica e, em seguida, gerando agregados ainda maiores
(TAGHAVI, et al., 2017). Esses estudos indicam que o MGO pode atuar na progressao ou
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas ou deméncias.

A participagdo do MGO em outras doengas também foi investigada. Diferentes estudos
utilizando roedores sugerem que os niveis de MGO no SNC estdo negativamente
correlacionados com a ansiedade, seja por diferengas genéticas na expressao de Glol ou por
modulacdo de sua atividade e expressdo (KROMER et al., 2005; DISTLER & PALMER,
2012b). Primeiramente, maiores niveis de Glol no encéfalo foram associados ao
comportamento do tipo ansioso em camundongos, enquanto que menores niveis de Glol
diminuiram o perfil de ansiedade (HOVATTA et al., 2005). Posteriormente, o papel causal dos
niveis de MGO em modular o comportamento tipo-ansioso nos animais foi demonstrado, bem
como evidéncias para o envolvimento do sistema GABAérgico nos efeitos ansioliticos do MGO
(HAMBSCH et al., 2010; HAMBSCH, 2011; DISTLER et al., 2012a; DISTLER & PALMER,
2012b; DISTLER et al., 2013; MCMURRAY et al., 2016). Além disso, a inibicdo genética e
também farmacoldgica de Glol em modelos de estresse cronico com camundongos, produziu
efeitos antidepressivos. Isso sugeriu que inibidores da Glol poderiam ser utilizados como
farmacos de agdo rapida para o tratamento do TDM (MCMURRAY et al., 2014; 2017). Nesse
sentido, 0 TDM ¢ caracterizado por prejuizos cognitivos, tanto em humanos, como através de
modelos animais (BAUNE & RENGER, 2014; PRICE & DUMAN, 2019).

O transtorno do espectro autista (TEA) ja foi anteriormente associado com altos niveis
de MGO e AGEs em humanos (JUNAID et al., 2004). O TEA representa um grupo heterogéneo
de disturbios caracterizados por dificuldades na interagdo social e comunicagdo, tanto verbal
quanto nao verbal, e por comportamentos restritos e repetitivos (CRIPPA et al., 2016).
Recentemente, também foi encontrado uma fraca associagdo entre variantes genéticos da Glol
e 0 TEA (KOVAC et al., 2015). No entanto, os mecanismos subjacentes ao envolvimento do
MGO e Glol no TEA permanecem desconhecidos.

Em um outro estudo, explorando um modelo animal de epilepsia, camundongos foram

tratados com MGO antes da indugdo de crises epilépticas por picrotoxina e pilocarpina.
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Observou-se que o MGO atenuou as crises epilépticas e que a inibicao da Glol nos animais
apresentou o mesmo efeito. Além disso, camundongos transgénicos sobrexpressando Glo1
apresentaram niveis reduzidos de MGO no encéfalo, e também maior severidade de crises
epilépticas (DISTLER et al., 2013). Esse estudo, traz a tona a possibilidade de que o aumento
nos niveis de MGO pode ser uma estratégia terap€utica para a epilepsia.

Outros estudos avaliaram os efeitos de niveis alterados de MGO usando modelos
animais e encontraram comprometimento cognitivo. Em um estudo conduzido por Huang e
outros (2012), observou-se que ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, além de niveis
aumentados de MGO, em comparagdo com o grupo controle, apresentaram: a) uma laténcia de
escape significativamente maior; b) um tempo de natagdo médio mais curto no quadrante alvo
e ¢) uma distancia média mais longa percorrida até alcangar a plataforma no labirinto aquatico
de Morris. Esses resultados denotam que os ratos diabéticos apresentaram comprometimento
da memoria espacial (HUANG et al., 2012). Em outro estudo investigando os efeitos do MGO
sobre a disfun¢do renal e a memoria, ratos Sprague-Dawley foram tratados por 12 meses com
0,5% de MGO na agua de beber. Entdo, os animais foram submetidos ao teste de exploragao de
objetos e ao teste do labirinto radial pelos quais se avaliou a memoria espacial referencial e a
memoria de trabalho, respectivamente. Os animais tratados com MGO apresentaram niveis
significativamente elevados de MGO no soro, no entanto, os grupos ndo diferiram em termos
de fun¢do cognitiva durante e ao final do tratamento. Assim, os autores concluiram que o
tratamento prolongado com MGO em ratos ndo causou comprometimento cognitivo
(WATANABE et al., 2014). Outro estudo tratou camundongos com 0,5 ou 1% de MGO na
agua de beber por 4 semanas e os submeteu ao teste de esquiva passiva. Observou-se que os
animais apresentaram diminui¢cdo da memoria aversiva quando tratados com 1%, mas ndo
quando tratados com 0,5% de MGO (CHUN et al., 2016). Indicando assim, que talvez a dose
ou o tempo de tratamento sejam fatores cruciais nos efeitos do MGO. A injecao
intracerebroventricular (i. c. v.) de MGO também foi testada em animais. Injecdes repetidas de
MGO (3 umol/pL) foram aplicadas em ratos por 6 dias e ap6s 3 semanas da interrupcao do
tratamento, os animais foram submetidos a um teste de reconhecimento de objeto. Foi
observado um comprometimento da memoria de reconhecimento de curto prazo. Porém, ao se
avaliar a memoria de trabalho em teste de alternancia espontanea no labirinto em Y, ndo foram
encontrados comprometimentos da memoria de trabalho (HANSEN et al., 2016). Esses estudos
indicam que o MGO pode desempenhar um papel crucial na progressao ou desenvolvimento de
comprometimentos cognitivos, porém nao estd claro a sua relevincia e como seus efeitos

ocorrem in vivo.

24



2. JUSTIFICATIVA

A expectativa de vida do homem vem aumentando em escala global, e atualmente a
prevaléncia de comprometimento cognitivo tem aumentado com o avanco da idade dos
individuos em praticamente todos os paises (MORRIS, 2009). Além disso, esta previsto que o
numero de casos de deméncia deve dobrar a cada 20 anos, atingindo mais de 80 milhdes de
pessoas ao ano de 2040 (FERRI et al., 2005). Dessa forma, ¢ essencial que a qualidade de vida,
e a compreensao dos mecanismos bioldgicos que a geram, também acompanhem a escala desse
crescimento (MORRIS, 2009; PETERSEN et al., 2014). O MGO tem sido considerado um
possivel agente causador de uma série de patologias, tais como hiperalgesia e inflamacao
(KOIVISTO et al., 2014), diabetes (MATAFOME et al., 2013; TIAN et al.; 2014), ansiedade ¢
depressao (DISTLER & PALMER, 2012b), epilepsia (DISTLER et al., 2013), distarbios
relacionados ao envelhecimento (DESALI et al., 2010) e doenga de Alzheimer (ANGELONI et
al., 2014).

Déficits nas fungdes nervosas e doencas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer, t€m sido associados a radicais livres, além de outras moléculas danosas (DASURI
et al., 2013). Aumento de danos a proteinas, causados por glicacao, tem sido correlacionado
com a morte neuronal, o que poderia contribuir com a progressao da doenc¢a de Alzheimer. O
acimulo de AGEs no encéfalo de pacientes com doenca de Alzheimer foi associado com a
formagdo de depodsitos insoluveis, como placas amildides e emaranhados neurofibrilares
(MURONETZ et al., 2017). Além disso, tanto processos de glicacdo, quanto a formagdo de
AGE:s no liquido cefalorraquidiano de pacientes com doenga de Alzheimer, foram associados
a prejuizos cognitivos (AHMED et al., 2005). Estudos com populagdes humanas revelam
associacoes positivas entre MGO e prejuizos cognitivos (BEERI et al., 2011; SRIKANTH et
al., 2013; WEST et al., 2014).

A diabetes ¢ a doenca enddcrina mais comum e atualmente afeta globalmente mais de
422 milhdes de pessoas, sendo que ¢ previsto aumento de sua prevaléncia no futuro (NCD-
RISC, 2016; SHAW et al., 2010). Além disso, a diabetes apresenta varias complicacdes
subjacentes, como nefropatia, obesidade, inflamagdo, entre outras, incluindo neuropatia e
disfuncdo cognitiva (FORBES & COOPER, 2013; DE LA MONTE, 2014). Déficits na
aprendizagem e memoria, bem como um maior risco de declinio cognitivo e doenca de

Alzheimer, estdo fortemente associados a diabetes (KODL & SEAQUIST, 2008; KOPF &
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FROLICH, 2009; DASH, 2013). Assim, além de niveis plasmaticos aumentados de MGO na
diabetes (THORNALLEY, 1993; KONG et al., 2014), ha o crescente reconhecimento de que a
funcdo cognitiva também diminui em pacientes portadores desta doenga, portanto, levantando
a questao da possivel ligacao entre os dois fendmenos.

Contudo, ainda ndo esta claro se 0o MGO ¢ o fator causal direto dos prejuizos cognitivos
nas diferentes patologias, nem quais sdo os mecanismos de acdo através dos quais o MGO
modula a aprendizagem e memoria, e as alteracdes comportamentais decorrentes. O conjunto
de evidéncias ¢ ainda inconclusivo e estd em constante debate (WATANABE et al., 2014).
Assim, o papel patogénico do MGO para os diferentes distirbios aos quais tem sido associado,
sobretudo quanto ao comprometimento cognitivo, ainda requer investigagao.

Considerando estas justificativas, foi elaborado um protocolo para investigar os efeitos
da injecdo sistémica de diferentes doses de MGO em camundongos fémeas de 3 meses de idade,
tanto apds uma unica injecdo, quanto em doses repetidas de até 11 dias. Foram empregados
diferentes modelos animais de fun¢do motora, dor, ansiedade, depressdo, cognicdao e multiplos
parametros comportamentais e bioquimicos foram avaliados nos animais. Apds o protocolo de
tratamento repetido, os niveis proteicos e atividade do sistema das glioxalases, os niveis de
diferentes monoaminas e indicadores de estresse oxidativo foram avaliados no cortex pré-
frontal e no hipocampo. Os niveis plasmaticos de MGO nos animais também foram avaliados.
Em uma segunda abordagem, a participacdo do MGO foi investigada em relacao a diferentes
sistemas neuroquimicos e sistémicos. Para tanto, foi empregado, de forma concomitante ao
tratamento com MGO, outros firmacos e substancias ja conhecidas, tais como bupropiona,
cetamina, muscimol, bicuculina e um antagonista do RAGE (ZM1), que foi recentemente

desenvolvido.
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3. HIPOTESE

Com base nas informacgdes explanadas acima, hipotetiza-se aqui que o MGO esta
associado a alteragdes deletérias in vivo, tanto a nivel bioquimico quanto comportamental. A
presenca de tais alteragdes e suas severidades em mamiferos, no entanto, sdo intimamente
dependentes de respostas fisiologicas a fatores dindmicos da substancia, como nivel relativo ou
regime de exposicao.

Assim, conclui-se que intervencdes farmacoldgicas, que potencialmente interrompam
cadeias de sinalizagdo intracelular ativadas pelo MGO ou direta ou indiretamente produzam
efeitos compensatorios sobre possiveis alteragdes neuroquimicas deletérias causadas pelo
mesmo, podem refletir no impedimento de prejuizos cognitivos, detectados

comportamentalmente.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Investigar, em camundongo, os efeitos do metilglioxal sobre o sistema nervoso em relacdo
aos seus mecanismos de acdo e a sua detoxificac¢do, tanto por abordagens comportamentais,

como bioquimicas.

4.2. Objetivos especificos

I. Avaliar os efeitos comportamentais do metilglioxal apds tratamento agudo (20, 80,
200 mg/kg, intraperitoneal - 1. p.), sobre:
- Atividade locomotora espontanea: teste do campo aberto;
- Coordenagao motora: teste do poste;
- Comportamento tipo-ansioso: teste do campo aberto;
- Memoria espacial: teste de realocagao de objeto;

- Comportamentos estereotipados: avaliacdo de grooming e rearing;

II. Investigar os efeitos comportamentais do tratamento repetido com MGO nas
doses de 10, 25, 50 mg/kg, 1. p., dose Unica diaria, ao longo de até 11 dias, sobre:
- Atividade locomotora espontanea: teste do campo aberto;
- Coordenagdo motora: teste do poste;
- Forga: teste de barras horizontais;
- Comportamento tipo-depressivo: teste de suspensao pela cauda;
- Aprendizagem: habituagdo em campo aberto;
- Interacdo social: teste de interagdo social;
- Memoria de trabalho: teste de alternancia espontanea;

- Memoria espacial: teste de realocacao de objeto;
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- Memoria de reconhecimento: teste de reconhecimento de objeto;

- Memoria aversiva: teste de esquiva inibitoria do tipo step-down;

III. Investigar os efeitos no hipocampo, cortex pré-frontal e plasma apods tratamento
repetido de 11 dias com MGO nas doses de 10, 25, 50 mg/kg, i. p., dose Unica diéria,
sobre parametros bioquimicos:

- Contetdo de proteinas do sistema das glioxalases: glioxalase 1 e glioxalase 2
por western blotting;

- Atividade de detoxificacdo do MGO: atividade enzimadtica da glioxalase 1;

- Niveis de monoaminas: noradrenalina, dopamina e serotonina através da
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

- Danos oxidativos celulares: peroxida¢ao lipidica através da quantificagdo dos
niveis de 4-hidroxinonenal (4-HNE) e malondialdeido (MDA) por dot blotting;
- Niveis de MGO no plasma de camundongos através da técnica de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

IV. Investigar os efeitos comportamentais de varias drogas sobre as agoes do MGO
(atividade locomotora espontanea; memorias de trabalho, espacial e aversiva), a partir
de dose selecionada (50 mg/kg, i. p.) ao longo de 11 dias de cotratamento com:

- Bupropiona (10 mg/kg, v. 0.), inibidor da recaptacdo de dopamina (DA) e
noradrenalina (NA);

- Cetamina (1 mg/kg, i. p.), antagonista de receptores do tipo N-metil-D aspartato
(NMDAR);

- Muscimol (0,5 mg/kg, 1. p.), agonista de receptores do acido

y-aminobutirico do tipo A (GABAaR);

- Bicuculina (2 mg/kg, i. p.), antagonista de GABAAR;

- FPS-ZM1 (2 mg/kg, i. p.), antagonista de receptores para produtos finais de
glicacdo avancada (RAGE).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

Os experimentos foram realizados usando camundongos swiss, fémeas (35-60 g), de 3
meses de idade, das colonias da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) -
Floriandpolis, Brasil. Utilizou-se camundongos jovens, de forma a evitar que idades mais
avancadas fossem prejudiciais sobre os grupos controle, no que tange a adequada execucao dos
experimentos e de modo a nao sobrepor os efeitos dos tratamentos. A escolha do sexo foi devida
a frequente comorbidade entre prejuizos cognitivos e distirbios psiquidtricos (BIESSELS et al.,
2006; BORA et al., 2017). Nesse sentido, distirbios psiquiatricos, como a depressao, sao duas
vezes mais prevalentes em mulheres do que em homens (WONG & LICINIO, 2001). Além
disso, ha uma prevaléncia maior de MCI ndo-amnésico entre as mulheres (AU et al., 2017).

Os animais foram mantidos em grupos de 10-12 animais por gaiola (42 x 34 x 17 cm),
alojados em condi¢des controladas de temperatura (2341 °C), sob ciclo claro-escuro de 12 horas

(luzes acesas as 7:00 horas), com livre acesso a agua e comida (ragdo padrao).

5.2. Tratamentos

As solucdes foram administradas uma vez por dia, para cada substancia, em mg/kg de
peso corporal relativo a cada animal. A via de administracdo foi através de injecao
intraperitoneal (i. p.) com volume de injecao relativo de 1 ml/100 g de peso corporal. Excegdes
foram feitas para a administragdao de bupropiona, que foi realizada por via oral (v. 0.) através
de gavagem, para os grupos controle e tratado.

Os animais foram tratados com solugdo salina 0,9% (veiculo: controle); o MGO foi
tratado diluido em veiculo, em diferentes doses por grupo (10, 20, 25, 50, 80 ou 200 mg/kg, i.
p.) da solugdo metilglioxal (C3H40O2, molar: 72,06 g/mol) (Sigma-Aldrich, Co.; CAS Number:
78-98-8). Outros farmacos e substancias também foram tratados diluidos em veiculo, de forma
unica ou em cotratamento com MGO: bupropiona (10 mg/kg) (Zetron®: cloridrato de
bupropiona (150 mg), Libbs Farmacéutica Ltda.); cetamina (1 mg/kg) (Cetamin®: cloridrato
de cetamina (10%), Syntec Farmacéutica Ltda.); muscimol (0,5 mg/kg) (C4HsN2O>, massa
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molar: 114,10 g/mol) (Sigma-Aldrich, Co.; CAS Number: 2763-96-4); bicuculina (2 mg/kg)
(C20H17NOg, massa molar: 367,35 g/mol) (Bicuculline: Sigma-Aldrich, Co.; CAS Number:
485-49-4); FPS-ZM1 (2 mg/kg) (C20H22CINO, massa molar: 327,85 g/mol) (FPS ZM1 - 6237
- (50 mg): Tocris Bioscience, Co.; CAS Number: 945714-67-0). Quando em cotratamento, os
grupos controle, MGO e ZM1 também receberam mais uma administragdo didria, porém, de
salina e em via de administracdo respectiva, para que o estresse animal fosse similar entre os
grupos. O tratamento dos grupos controle acompanhou os tratamentos para cada droga no
mesmo periodo. As doses e os limites de doses utilizados para as diferentes substancias acima,
foram selecionados com base em sua seguranca e eficacia em modelos animais observados em
estudos anteriores (GHOSH et al., 2006; GOMEZ et al., 2016; CUNHA et al., 2015; YOON et
al., 2002; MEDIRATTA et al., 2013; DEANE et al., 2012).

5.3. Desenho experimental

Para avaliar os efeitos comportamentais e neuroquimicos do MGO, os camundongos
foram tratados utilizando duas abordagens de administracdo, com grupos independentes de
animais: administragdes agudas unicas (doses de 20, 80, 200 mg/kg — protocolo agudo) seguido
de testes comportamentais; e tratamentos repetidos durante um maximo de até 11 dias
consecutivos, uma vez ao dia (doses de 10, 20, 25, 50 mg/kg — protocolo repetido), ao longo
dos quais diferentes testes comportamentais foram realizados 24 h ap6s a tltima administragao,
bem como, analises post mortem dos tecidos dos animais ao final dos tratamentos. Foi
selecionado o numero de 11 dias de tratamento de forma a abarcar o maior numero de testes
comportamentais propostos sem prejudicar o bem-estar animal. Ao todo, 4 baterias
comportamentais diferentes seguiram o protocolo repetido de 11 dias de tratamento, utilizando
grupos independentes de animais para cada bateria e testes variados de acordo com cada bateria.
A pesagem dos animais era realizada no momento da administragdo. Neste estudo, para se evitar
efeitos toxicos comprometedores, foi decidido selecionar doses de MGO de no méximo até
25% (<200 mg/kg) da dose letal (800 mg/kg, i.p.) para camundongos (KALAPOS et al., 1991;
CHOUDHARY et al., 1997). Foram feitos esfor¢os para minimizar o nimero de animais
utilizados e seu sofrimento. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados e
cuidadosamente conduzidos de acordo com as normas previstas pela Comissio de Etica no Uso

de Animais da UFSC (CEUA/UFSC, protocolo n. 7245210616 — Anexo 1).
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5.3.1. FASE I: Protocolo agudo

O protocolo agudo foi executado primeiro, visando detectar efeitos comportamentais
variados e uma triagem para a sele¢ao de doses para os testes do protocolo repetido. Para tanto,
foi utilizado uma amplitude maior de doses, bem como, doses maiores (até 200 mg/kg). As
doses utilizadas foram: 20, 50, 80 ou 200 mg/kg. Para os tratamentos agudos, os testes
comportamentais foram realizados em periodos em torno do pico plasmatico do MGO (4 h apos
injecdo 1. p. com elevacao significativa a partir de 2 h) (GHOSH et al., 2006).

Assim, conforme o esquema da Figura 8, a execucgao do protocolo agudo foi realizada
da seguinte forma: Manipulacdo dos camundongos (Handling) com marcacdo, pesagem e
imediata injecdo, seguido de sua ambienta¢do na sala de experimentagdo até o momento do
teste comportamental. Foram conduzidos testes a partir de 2 h ou 4 h apos a administragao, para
a avalia¢do de parametros motores, comportamentos estereotipados e paradmetros cognitivos
(teste do campo aberto, teste do poste, realocacdo de objeto e esquiva inibitoria do tipo step-
down). Neste protocolo, cada animal participou em apenas um dentre os testes

comportamentais, e sua eutanasia ocorreu 6 h apds a administracdo tnica de MGO (Fig. 8).

Teste
(1,5h)

t 4t t t

9 I | !

Realocagio de objeto: Treino | (90 min) Teste Pole test Eutanasia

Handling Esquiva inibitéria: Treino | (90 min) Campo aberto

Figura 8. Escala temporal exibindo os testes comportamentais do protocolo de tratamento agudo da FASE I. Foi
investigado o metilglioxal nas doses de 20, 80 ou 200 mg/kg, i. p., em camundongos. A administragdo ocorreu em

0 h. Cada animal participou de apenas um teste. (Fonte: do autor).
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5.3.2. FASE II: Protocolo repetido

O protocolo repetido se concentrou em explorar os efeitos cognitivos e motores
inicialmente encontrados através do protocolo agudo e ampliar o corpo de resultados nao-
agudos sobre o MGO. Portanto, os testes comportamentais iniciaram ap6s 4 dias iniciais de
tratamento e foram conduzidos ao longo do mesmo. Nesta fase, os tratamentos utilizaram MGO
nas doses: 10, 25 ou 50 mg/kg. Foram realizados um conjunto de testes que integraram 2
baterias diferentes. Foram avaliados parametros motores: atividade locomotora, agilidade
vertical, forca e coordenacao motora; interagdo social, comportamento tipo-depressivo e
parametros cognitivos: memoria de reconhecimento, memoria espacial, memoria aversiva e
memoria de trabalho, em paradigmas de curto e longo prazo, conforme os esquemas da Figura
9.

A execucdo do protocolo repetido foi realizada da seguinte forma: Manipulacido dos
camundongos (Handling) com marcagao e pesagem no dia 0; Administragdo de MGO nos dias
1 - 11, esta realizada, uma vez ao dia, préxima ao final do ciclo claro, entre 17:00 h e 18:00 h;
Os testes comportamentais foram realizados de forma sequencial a partir do dia 5 até o dia 11,
sempre 24 h apos a Gltima administracdo (Fig. 9). Para evitar possiveis efeitos de administracao
aguda, bem como possiveis alteragdes fisioldgicas abruptas nos camundongos, o tratamento foi
realizado em concomitancia com os testes comportamentais, sendo que o tratamento nos dias
dos testes foi realizado 2 h apods a conclusdo do teste do dia. No dia 12, os camundongos foram
eutanasiados por decapitag¢do e amostras de sangue foram coletadas do coragao para determinar
os niveis de MGO no plasma. E o cortex pré-frontal e hipocampo foram coletados para
determinar: os niveis de monoaminas (NA, DA, 5-HT), a atividade enzimatica da Glol e a
imunodeteccdo dos niveis das enzimas Glol e Glo2 e marcadores de peroxidagao lipidica (4-
HNE, MDA).

Apos 1sso, uma unica dose de MGO foi selecionada a partir dos resultados desta fase e
empregada na FASE III para investigar em tratamento repetido, os potenciais sistemas de

neurotransmissdo e mecanismos envolvidos nas respostas mediadas pelo MGO.
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A) Metilglioxal {10, 25 ou 50 mg/kg, i. p.)

Handling Campo aberto

t

t

DIAO J DIA1---4

Interagdo social

t

DIA 5 DIA 6 DIAT7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 DIA 11
Realocagio de objeto: Habituagio Treino Teste Pole test Eutanasia
ou ‘
Reconhecimento de objeto: Habituagdo | Treino Teste Analises
bioguimicas

B) Metilglioxal (10, 25 ou 50 mg/kg, i. p.)

Handling Campo aberto

Alternancias

t

t

DIAO J DIA1---4

DIAS

¢ Tratamentos: DIA 1 até DIA 11

DIA 6

espontaneas
DIAT DIA 8 DIA9
Barras
horizontais

Esquiva inibitoria

I |

DIA 10 DIA 11

{

Eutanasia

{

Analises
bioquimicas

Figura 9. Escalas temporais exibindo os testes comportamentais do protocolo de tratamento repetido de 11 dias

da FASE II. Foi investigado o metilglioxal nas doses de 10, 25 ou 50 mg/kg, i. p., em camundongos. A

administragdo ocorreu no dia 1 até o dia 11. Cada animal participou de apenas uma das duas baterias de testes

comportamentais. (Fonte: do autor).



5.3.3. FASE III: Protocolo repetido

Essa fase objetivou uma avaliagdo comportamental dos efeitos do MGO de maneira
mais focada e otimizada. Os testes se concentraram em avaliar a memoria e a fun¢ao locomotora
e em desafio com outras substancias.

Baseando-se nos resultados do protocolo repetido da fase antecedente, somente uma
dose de MGO foi selecionada (50 mg/kg), de acordo com a maior efetividade em alterar o
comportamento dos animais tratados. Isso permitiu uma redugdo no nimero de animais
utilizados e no tempo de experimentagao. Devido ao limite diario de animais que poderiam ser
testados, isso também permitiu que grupos desafiados com o tratamento de outras drogas
fossem empregados nos testes, para a investigagdo dos potenciais sistemas de neurotransmissao
e mecanismos envolvidos nas respostas mediadas pelo MGO.

Dessa forma, seguindo o protocolo repetido, foram realizados um conjunto de testes que
integraram 2 baterias diferentes, utilizando grupos independentes de animais para cada droga
em cotratamento com MGO. Cada substancia foi administrada uma vez ao dia, 30 min antes do
MGO, ao final do ciclo claro (16:00 — 18:00 h), de acordo com o esquema da Figura 10: Na
bateria A, o MGO (50 mg/kg), foi tratado em concomitancia com salina (0,9% — controle) ou
com apenas uma das seguintes drogas ja conhecidas: Bupropiona (10 mg/kg), inibidor da
recaptacao de DA e NA; Cetamina (1 mg/kg), antagonista de NMDAR; Muscimol (0,5 mg/kg),
agonista de GABAAR; Bicuculina (2 mg/kg), antagonista de GABAAR. E através dos testes
foram avaliadas a atividade locomotora espontanea e as memorias de trabalho e espacial (Fig.
10A); E na bateria B, um novo antagonista do RAGE (FPS-ZM1) foi avaliado em tratamento
repetido. Assim, durante 11 dias, tanto 0o MGO (50 mg/kg) quanto o ZM1 (2 mg/kg) foram
tratados independentemente ou em conjunto. E através dos testes foram avaliadas a atividade

locomotora e as memorias espacial, de trabalho e aversiva (Fig. 10B).
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A) Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.) + Drogas

Handling Campo aberto Realocagioe de objeto: Habituagdo| Treino | Teste
t t . 4 .
DIAO | DIA1- - - 4 pEvIlE] DIA 6 DIA7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 DIA 11

{ {

Alternancias Eutanasi
espontaneas ulanasia
¢ TRATAMENTOS: DIA 1 até DIA 11
Controle (veiculo, i. p.iv. 0.) + Controle (veiculo,i. p.)
Controle (veiculo, i. p.) + Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
Bupropiona (10 mg/kg, v. 0.) + Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
Cetamina (1 mg/kg, i. p.) + Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
Muscimol (0,5 mg/kg, i. p.) + Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
Bicuculina (2 mg/kg, i. p.) + Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
B) Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.} + FPSZM1
Handling Campo aberto Esquiva inibitoria
DIAO | DIA1- - - 4 pEsIlR] DIA 6 DIA7 DIA 8 DIA 9 DIA 10 DIA 11

| ¥ R '

Realocagio de objeto: Habituagao Treino Teste espontaneas Eutanasia

{0 TRATAMENTOS: DIA 1 até DIA 11

Controle (veiculo,i. p.) + Controle (veiculo,i. p.)
Controle (veiculo,i. p.) + Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
FPS-ZM1 (2 mg/kg,i. p.) + Controle (veiculo,i. p.)
FPS-ZM1 (2 mg/kg, i. p.) + Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)

Figura 10. Escalas temporais exibindo os testes comportamentais do protocolo de tratamento repetido de 11 dias
da FASE III. Foi investigado em camundongos o metilglioxal (50 mg/kg, i. p.) unicamente ou em cotratamento
com as drogas bupropiona (10 mg/kg, v. 0.), cetamina (1 mg/kg, i. p.), muscimol (0,5 mg/kg, i. p.), bicuculina (2
mg/kg, i. p.) (A); ou metilglioxal (50 mg/kg, i. p.) e FPS-ZM1 (2 mg/kg, i. p.) unicamente ou em cotratamento
(B). A administracdo ocorreu no dia 1 até o dia 11. As drogas foram administradas uma vez ao dia, 30 min antes
do metilglioxal. Cada animal participou de apenas uma das duas baterias de testes comportamentais. (Fonte: do

autor).
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5.4. Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram conduzidos entre as 09:30 ¢ 16:30 h em uma sala
dedicada, acusticamente isolada, € com baixa iluminagao (15 Ix para os testes do campo aberto,
realocacao de objeto, reconhecimento de objeto; 30 Ix para os demais testes comportamentais).
Os experimentos foram registrados por sistema de camera de video e as imagens foram
posteriormente analisadas usando o software ANY-maze® (Stoelting Co., Wood Dale, IL,
EUA). Os camundongos foram ambientados para a sua aclimatacdo na sala experimental
durante no minimo 2 h antes do inicio dos testes. Todos os grupos de diferentes tratamentos
foram testados em paralelo no mesmo horario em cada dia de teste, de acordo com a bateria
comportamental. Em testes que envolveram varias sessdes, uma vez que o animal foi exposto
ao paradigma, ele ndo foi misturado com camundongos ainda ndo expostos a mesma sessao
quando do retorno a sua gaiola, de modo a equalizar as condi¢des de teste entre todos os
animais. Foram feitos esfor¢os para minimizar o numero de animais usados e seu sofrimento.

Os testes comportamentais mencionados estao descritos abaixo:

5.4.1. Teste do campo aberto

A atividade locomotora espontanea e o0 comportamento tipo-ansioso dos animais foram
avaliados em uma arena de campo aberto. No teste, cada animal foi colocado no centro da arena
para explorar livremente o aparato por 5 min. O aparato foi feito com quatro paredes acrilicas
transparentes (30 cm de altura) e piso cinza de 40 x 40 cm. Os parametros analisados foram a
distancia total percorrida (m), a velocidade média (m/min), o nimero de entradas e o tempo
gasto pelo animal na regido central da arena (s), o numero e o tempo (s) de episddios de
grooming e rearing € o tempo total que o animal permaneceu imoével (s). A area da regido
central foi definida em 20 x 20 cm (BELZUNG, 1999). Os parametros foram registrados e
posteriormente analisados usando o software especializado ANY-maze® (Stoelting Co., Wood

Dale, IL, EUA) (Fig. 11).
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(5 minutos)

ATIVIDADE LOCOMOTORA

Menor atividade Maior atividade

40 x 40 cm

Paredes transparentes
(30 cm de altura)

(Analisados através do software ANY-maze®)

Figura 11. Teste do campo aberto. Avaliacdo da atividade locomotora espontinea ¢ o comportamento tipo-

ansioso. (Fonte: do autor).

5.4.2. Teste de suspensio pela cauda

Para a avaliagdo do comportamento tipo-depressivo foi utilizado o teste de suspensao
pela cauda. O experimento consistiu em fixar a extremidade distal da cauda do animal a uma
barra horizontal de madeira a 60 cm de altura do chdo. O animal ficou preso a barra de madeira
com uma fita adesiva no angulo de 90 ao eixo longitudinal da cauda, mantendo-o na vertical,
de cabega para baixo. Condi¢do na qual o comportamento do animal controle ¢ se debater ou
manter longas sequéncias de movimentos corporais continuados procurando apoios ou forgando
seu proprio escape. A diminuicdo significativa de tempo desse comportamento, considerado
por tal situacao presumivelmente incomoda e inescapavel para o animal, aumentando assim a
sua imobilidade, estd relacionado a comportamentos do tipo depressivo. Dessa forma, cada
animal foi suspenso pela cauda durante 6 min sendo quantificado o tempo total de imobilidade
(em segundos) do animal. A imobilidade foi definida pela auséncia de movimentos iniciados,
incluindo balancgos passivos do corpo. O animal seria excluido do teste se ele escalasse de modo
a se manter agarrado a sua cauda por um periodo de 3 segundos ou mais (STERU et al., 1985)

(Fig. 12).
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A IMOBILIDADE DO ANIMAL
REGISTRADA POR
6 mim

Altura de 60 cm do chao

Imobilidade:

auséncia de movimentos
iniciados, incluindo
balangos passivos do corpo.

Figura 12. Teste de suspensdo pela cauda. Avaliagdo do comportamento tipo-depressivo. (Fonte: do autor).

5.4.3. Teste de barras horizontais

A avalia¢ao de forca e coordenagdao motora dos animais foi realizada utilizando a versao
tripla do teste de barras horizontais, de acordo com o protocolo anteriormente descrito por
Deacon (2013). O aparato consistiu em uma barra de latdo (38 cm de comprimento) mantida a
50 cm acima da superficie suspensa por duas colunas de madeira em cada extremidade da barra.
As colunas foram firmemente presas a uma base de madeira pesada coberta por uma manta de
5 cm de espessura (para amortecer a queda dos animais). O componente da barra poderia ser
substituido por uma de trés barras, cada uma com diferentes didmetros (2, 4 e 6 mm). No teste,
cada animal foi levantado pela cauda permitindo-o agarrar a barra horizontal no ponto central
apenas com as patas dianteiras. Entdo, o animal foi liberado imediatamente e o tempo foi
registrado com um crondmetro até a queda do animal segurando-se na barra; ou se 0 mesmo
tocasse uma das colunas da extremidade da barra com uma das pernas dianteiras; ou pelo tempo
maximo de corte de 30 s. A pontuagdo do teste foi feita com base no tempo de laténcia (s) para
a queda, da seguinte forma: caindo entre 1-5 s = 1; entre 6-10 s = 2; entre 11-20 s = 3; entre 21-
30 s=4; ap6s 30 s = 5; tocar com uma pata dianteira o suporte da barra sem cair = 5. Em geral,
a dificuldade dos animais em agarrar e segurar seu proprio corpo na barra aumenta com o
aumento dos didmetros das barras. A primeira exposi¢ao de cada animal foi a barra de 2 mm,
se o animal conseguisse marcar 5 em qualquer uma das barras, entdo o mesmo seria testado em
barras progressivamente mais espessas (barra de 4 mm e barra de 6 mm) apds um periodo de

repouso de 300 s por exposi¢cdo. Cada animal foi testado apenas uma vez em cada uma das
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diferentes barras, porém, caso a animal caisse da barra antes de 5 s, o teste seria repetido na
mesma barra até trés vezes ou menos na tentativa de se obter uma pontuagdo >1. Em cada barra,
foi considerada sempre a melhor pontuag¢do do animal. A pontuacdo final de cada animal foi o

total acumulado das pontuagdes em cada uma das diferentes barras (DEACON, 2013) (Fig. 13).

PONTUAGAO COM BASE NA LATENCIA
PARA A QUEDA:

3 barras de diferentes didmetros:

1-6 s =1 ponto;
‘ 6-10 s = 2 pontos;
11-20 s = 3 pontos;
| P— ‘ 21-30 s = 4 pontos;

Apéds 30 s = 5 pontos;

Tocar com uma pata dianteira
o suporte da barra sem cair =5
pontos.

| 2 mm

| 6 mm ‘

38 cm de comprimento;
50 cm acima da superficie.

Figura 13. Teste de barras horizontais. Avalia¢do de forga e coordenacdo motora. (Fonte: do autor).

5.4.4. Teste do poste

A coordenacdo motora dos animais também foi avaliada mensurando-se a agilidade
vertical do animal na orientagdo e movimento do corpo. O teste do poste foi realizado com base
em protocolos anteriormente descritos (OGAWA et al., 1985; FLEMING et al., 2004).
Resumidamente, usando um poste de madeira vertical (50 cm de comprimento e 1,5 cm de
didmetro) com uma superficie aspera colocada na caixa moradia do animal, cada animal foi
colocado de cabeca para cima na parte superior € o tempo que o animal levou para orientar o
seu proprio corpo verticalmente de cabeca para baixo (¢-furn) e o tempo que passou para descer

(t-descend) todo o comprimento do poste de volta para a sua caixa moradia foram gravados. No
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dia do teste, os animais foram testados em cinco ensaios, apenas o menor tempo foi considerado
em cada parametro. Caso o animal escorregasse ou caisse do poste, ou se nao pudesse orientar-

se para baixo completamente, o valor de 120 s (tempo de corte) seria aplicado (Fig. 14).

PARAMETROS:

T-turn: tempo para orientar o corpo verticalmente;

T-descend: tempo de descida até o chéo.

Poste: 5 ensaios

50 cm de comprimento; [pENSTEmpoImIte)

1,5 cm de diametro.

Somente a performance de menor tempo é

Figura 14. Teste do poste. Avaliagdo de coordenagdao motora. (Fonte: do autor).

5.4.5. Teste de interacao social

Para a avalia¢do da interagdo social de camundongos foi realizado o teste de interacao
social, adaptado do teste de preferéncia social de trés camaras, originalmente descrito por
Kazdoba e colegas (2016). O aparato do teste, em acrilico de cor ocre nao transparente, consistiu
de duas camaras de 20 x 14 cm (e 30 cm de altura) transversalmente separadas por uma parede
de 1 cm de espessura com uma abertura de 7 cm ligando ambas as camaras. O teste foi realizado
em duas fases. Na primeira fase (habituagdo), o animal a ser testado foi colocado no centro de
uma das duas camaras e deixado explorar livremente as camaras por 5 min. Apos isso, na
segunda fase (sociabilidade) um outro animal de mesma linhagem, idade e sexo, porém criado

em outro biotério e desconhecido pelo animal testado, foi introduzido em uma das duas
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camaras, colocado preso sob um copo metélico de 11 cm de altura, fundo sélido de 10,5 cm de
diametro e paredes em grade feitas de barras de ago inoxidavel espagadas em intervalos de 1
cm (ndo permitindo a interagdo tatica agressiva, mas sim a comunicag¢ao olfativa e acesso visual
e auditivo). Na fase de sociabilidade, ambos os animais foram testados por 10 min. A camara
na qual o animal novo foi introduzido consistiu na camara de interagdo e o tempo que o animal
a ser testado gastou nessa camara foi cronometrado, e correspondeu ao tempo relativo a
interagdo social. Como parametro de atividade locomotora, o nimero de entradas do animal de
uma camara para a outra também foi contabilizado. De forma geral, durante o tempo de 10 min
da segunda fase, a presenca de um novo animal gera maior interesse exploratorio, resultando
em um tempo maior gasto pelo animal testado (livre nas camaras) proximo ao animal
desconhecido e um tempo menor deste na camara vazia. A posic¢ao relativa de introducao dos
animais e a formacao da cdmara de interacdo, entre as camaras do aparato, foi contrabalanceada

de forma aleatdria entre os grupos (CHANG et al., 2017) (Fig. 15).

Interacao tatil/olfativa
2 camaras de 20 x 14 cm (e 30 cm de altura) e acesso visual e auditivo

com animal desconhecido

5 min de habituacao / (10 min)
10 min com animal desconhecido (estranho)

PARAMETROS:

Interagdo social = Tempo total na camara de interagao;
Atividade locomotora = Nimero de entradas entre cimaras.

Figura 15. Teste de interacdo social. Avaliagdo da interacdo social. (Fonte: do autor).
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5.4.6. Teste de realocacao de objeto

A memoria espacial dos animais foi avaliada usando o teste de realocacdo de objeto para
avaliar a memoria de curto ou longo prazo.

A avaliagdo da memoria espacial de curto prazo foi realizada com base no protocolo
anteriormente descrito por Assini et al. (2009). No paradigma, cada animal foi habituado na
arena do campo aberto com paredes transparentes por 5 min (sessdo de habituacdo). Depois,
apos 24 h, os animais foram colocados na mesma arena com dois objetos idénticos (5 x 3 cm)
por 5 min (sessdo treino) e apds um periodo de 90 min, um dos objetos foi movido para uma
nova localizacdo (sessdo teste). O tempo gasto pelo animal explorando os objetos, durante 5
min, nos locais novo (novel) e antigo (familiar) foi registrado. Os dois objetos eram idénticos e
foram colocados a 30 cm de distancia um do outro e a 7 cm de distancia das paredes. A posi¢ao
relativa do objeto realocado foi contrabalanceada entre os camundongos testados. Pistas visuais
foram adicionadas na sala de teste para servir como referéncia espacial: estas incluiam objetos
diferentes, organizados assimetricamente, colocados proximos do lado de fora da arena do
campo aberto e uma fita preta (30 x 5 cm) que foi colada perpendicularmente ao lado de fora
de uma das paredes transparentes da arena. As pistas visuais permaneceram inalteradas e nos
mesmos lugares durante todas as diferentes sessdes do teste.

Na sessao teste, a exploragao do objeto no local novo por mais de 50% do tempo ao
acaso foi considerada indicativo da reten¢do de memoria. O tempo de exploragao foi computado
usando crondmetros. O comportamento exploratério foi considerado quando os animais
cheiraram, tocaram ou olharam os objetos a menos de 1 cm de distancia. Para analisar o
desempenho cognitivo com base no tempo de exploracdo relativo de cada animal, calculou-se
um indice de localizag¢do: (Trovel x 100)/(Tnovel + Tfamiliar), onde Tnovel é o tempo gasto
explorando o objeto realocado e Tfamiliar € o tempo gasto explorando o objeto ndo realocado
(VOGEL-CIERNIA & WOOD, 2014). Com esse protocolo aqui descrito, foi testado uma
administracdo aguda: a habituagdo e as sessOes de treino foram realizadas 2 h apds a
administragdo de 20 mg/kg de MGO nos animais; € também uma administracdo repetida nao
aguda (tratamento durante 6 dias de 20 mg/kg de MGO): as sessdes de habituacado e treino foram
realizadas no 7° dia, 24 h apos a Gltima administragao de MGO.

Além disso, foi realizada também a avaliagdo da memoria espacial de longo prazo. Apds
um pré-tratamento de 4 dias com MGO, foi utilizado um protocolo modificado do descrito
acima para investigar os efeitos ndo agudos de diferentes doses (10, 25, 50 mg/kg) do

tratamento repetido com MGO. Este protocolo incluiu: utilizar o chdo do aparato do campo
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aberto coberto com maravalha (camada com 1 cm de altura); 2 a 3 dias de sessdes de habituagao
de 5 min (1 sessdo por dia); seguido de 1 dia com uma sessao treino de 10 min; e a sesso teste
de 5 min realizada 24 h apos a sessao treino (VOGEL-CIERNIA & WOOD, 2014). Assim, foi
decidido aumentar o nimero de sessoes de habituacao e as condi¢des do chao, em virtude desta
medida aumentar o tempo médio de exploragdao dos objetos pelos animais na sessdo treino
(aprendizado), conforme observado através dos experimentos do presente estudo. O aumento
no numero de sessdes de habituacdo (5 mim), tanto para 2 ou 3 dias, e o tempo da sessdo treino
(10 min), utilizando uma superficie familiar ao camundongo, refletiu em um aumento de 8 vezes
no tempo médio de exploracdo dos objetos (ou 88%). Dessa forma, o aumento do tempo médio
de exploragdo reduziu as variagdes aleatdrias entre grupos, permitindo dados mais confidveis

para o calculo de indice de exploragdo e sua analise estatistica (Fig. 16A).

5.4.7. Teste de reconhecimento de objeto

De forma semelhante a avaliagdo da memoria espacial de longo prazo, a memoria de
reconhecimento de longo prazo dos animais foi avaliada usando o teste de reconhecimento de
objeto.

O teste foi realizado com 3 dias de sessdes de habituagdao de 5 min (1 sessdo por dia);
seguido de 1 dia com uma sessdo treino de 10 min; e a sessdo teste de 5 min foi realizada 24 h
apods a sessdo treino. As diferengas nesse teste em comparagdo com o teste de realocagdo de
objeto incluiram: na sessao teste, um dos objetos idénticos foi removido e substituido no mesmo
local por outro objeto (objeto novo) possuindo as mesmas dimensdes, mas com forma diferente;
e nenhuma pista visual foi encorajada na sala experimental a ser usada como referéncia espacial,
a sala estava vazia a0 maximo possivel para a execugdo do teste, incluindo auséncia de fita
sobre a parede do aparato, nem objetos deliberadamente colocados ao seu redor. A exploracao
do objeto novo por mais de 50% do tempo ao acaso foi considerado o indicativo de retencao de

meméria (VOGEL-CIERNIA & WOOD, 2014) (Fig. 16B).
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TESTE DE REALOCAGAO DE OBJETO

b O

24h

Jdias x Smin

.

24h

L E=bituaco I

Jdias x Smm

reconhecimento. (Fonte: do autor).

Sessdo treino

10 min

10 min

5.4.8. Teste de alternincia espontinea

24h

24h

b
"

5 min

.

F. é
5 min

O

B TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETO

Figura 16. Testes de realocagdo de objeto e reconhecimento de objeto. A) Teste de realocagdo de objeto para a

avaliagdo da memoria espacial; B) Teste de reconhecimento de objeto para a avaliagio da memoria de

A avaliagdo da memoria de trabalho dos animais foi realizada medindo a taxa de

alternancia espontanea. Quando deslocam-se de um lugar para outro, os roedores exibem a
tendéncia natural de explorar a 4rea menos visitada ou uma area previamente conhecida que
sofreu mudancas (novidade), esse comportamento € referido como alternancia espontanea
(TOLMAN, 1925). A alternancia espontanea foi avaliada usando um labirinto em forma de Y,

feito de acrilico cinza opaco (Plexiglas), com trés bracos iguais (30 cm de comprimento, 10 cm
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de largura, 25 cm de altura), dispostos em um angulo de 120° entre si e conectados por uma
area triangular central (zona neutra). No teste, cada animal foi colocado sobre a zona neutra
permitindo-o explorar toda a area do labirinto durante 5 min. Cada entrada em algum dos bragos
do labirinto foi computada somente quando o animal entrasse com as quatro patas. O nimero
total de entradas de brago (N) foi utilizado como um parametro da atividade locomotora. O
numero de "tripletes corretos" (M, escolhas de entrada em cada um dos trés bragos de forma
consecutiva sem reentradas) foi calculado como uma medida de alternancia espontanea. A taxa
de alternancia foi calculada de acordo com a foérmula: R (%) = M*100/(N—2). A taxa de
alternancias foi positivamente relacionada com melhor desempenho da memoria de trabalho

(DEMBER & FOWLER, 1958; KLESCHEVNIKOV et al., 2017) (Fig. 17).

120° B c

/N

25cm

/

30 cm

/

1ﬁm A

O numero total de entradas e a taxa de
tripletes corretos R (%) = M100/(N-2)

Cada animal colocado no centro do n E

aparato para explorar livremente.

(5 minutos) E n
Afcls

LABIRINTOEM Y

Figura 17. Teste de alternancia espontanea. Avaliacdo da memoria de trabalho. (Fonte: do autor).
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5.4.9. Teste de esquiva inibitdria do tipo step-down

Para avaliar a memoria aversiva de curto e longo prazo, os animais foram ao teste de
esquiva inibitoria do tipo step-down. O aparato desse teste foi uma caixa de 23 x 21 x 21 cm?
de acrilico e aco com o chao formado por uma grade de barras paralelas de aco inoxidavel de 4
mm de didmetro espagadas a 1 cm uma da outra. Uma plataforma de vinil de 11 x 8§ cm de
largura e 3 cm de altura foi colocada no centro sobre a grade de barras. Com base em
procedimentos descritos anteriormente (ROESLER et al., 1999; MOREIRA et al., 2012), cada
animal foi colocado sobre a plataforma e sua laténcia para descer sobre a grade com as quatro
patas foi registrada em segundos com um cronémetro. Durante a sessdo treino, imediatamente
apos o animal descer da plataforma sobre a grade, o mesmo recebeu um choque elétrico nas
patas durante 2 s (0,3 mA), depois o mesmo foi transferido para a sua caixa moradia. Esse teste
baseia-se no habitual comportamento do animal de evitar descer da plataforma ou permanecer
um tempo maior em uma reexposi¢ao ao mesmo ambiente, apos ter recebido o estimulo elétrico.
Para avaliar a retencdo de memdria, as sessdes de teste foram realizadas 1,5 h (curto prazo) e
24 h (longo prazo) ap0ds a sessdo treino. As sessoes teste foram idénticas a sessao treino, exceto
que nenhum choque elétrico foi dado. Cada animal foi testado em ambas as sessdes teste e um
limite maximo de 180 s por sessdo foi esperado para cada animal em descer com as quatro
patas. A medida de retencdo de memoria nessa tarefa consistiu em um atraso na laténcia do

animal em descer da plataforma na sessdo teste em comparagao com a sessdo treino (Fig. 18).
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APOS DESCIDA DA PLATAFORMA:

Estimulo elétrico
(0,3 mA por 2 s)

Duas sessdes de no maximo 3 min com intervalos:

| 1,5 h - Memoéria de curto prazo |

| 24 h - Memodria de longo prazo |

Figura 18. Teste de esquiva inibitdria do tipo step-down. Avaliagdo da memoria aversiva. (Fonte: do autor).

5.5. Analises bioquimicas

5.5.1. Metilglioxal plasmatico

Os niveis de MGO foram determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) com 1,2-diamino-4,5-metilenodioxibenzeno (DMB) por detec¢do fluorimétrica,
conforme previamente descrito por Ogasawara et al. (2016). Resumidamente, o sangue foi
coletado em tubos revestidos com heparina, centrifugado a 800 x g, por 15 mina 4 °C. O plasma
foi separado e misturado (1:1, v/v) com a solucao de derivatizatina (beta-mercaptoetanol 1 M,
ditionito de s6dio 28 mM e DMB 7 mM). 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 utilizado era da Jasco® (sistema LC-2000 Plus), usando um Inerstil ODS-
4®; Coluna de 4,6 x 150 mm, a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O derivado DMB-MGO foi
eluido em solugdo isocratica de metanol, acetonitrilo e dgua, na respectiva razao: 35:10:55. A

fluorescéncia foi monitorada utilizando uma excitagao a 355 nm ¢ uma emissao a 399 nm.
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5.5.2. Quantificacio de monoaminas encefalicas

Os niveis de monoaminas foram determinados por HPLC com detec¢ao fluorométrica
de acordo com De Benedetto et al. (2014). O hipocampo e o cortex pré-frontal dos animais
foram homogeneizados em acido perclorico 0,2 M contendo 3 mM de cisteina a 1:5 (p:v). O
homogenato foi centrifugado (12.000 x g, 10 min, 4 °C) e o sobrenadante resultante foi
congelado (-80 °C) para a andlise subsequente. Uma curva padrao foi realizada com
concentragdes variando de 0,016 a 2,50 ng/uL e utilizada para estimar os niveis de dopamina
(DA), noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT). O aparelho de HPLC utilizado era da Jasco®
(Sistema LC-2000 Plus), utilizando uma coluna ACE® C18 Ultra-Inert, a um fluxo de 0,6
mL/min. As monoaminas foram eluido em solugao isocratica de acetato (acido acético 12 mM,
EDTA 0,26 mM)/metanol (86:14 v/v). A fluorescéncia foi monitorada utilizando excitagao a

279 nm e emissdo a 320 nm.

5.5.3. Conteudo de proteinas do sistema das glioxalases

Os niveis de proteina da Glol e Glo2 foram estimados por western blotting no cortex
pré-frontal e no hipocampo dos animais. As amostras de tecido foram homogeneizadas em
tampao de lise gelado (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl a 150 mM, NP-40 a 1%, coquetel
inibidor de proteases a 1%, PMSF 100 mM). As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) e as proteinas eletrotransferidas
dos géis para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF), previamente ativadas com
metanol. As membranas foram bloqueadas com leite desnatado (5%) e imunotestadas para Glo1
(Santa Cruz Biotechnology: SC 67351, diluicdo de 1:1000), Glo2 (Santa Cruz Biotechnology:
SC 51092, diluigdo de 1:1000). A intensidade de banda foi normalizada com solugao do corante
acido vermelho (Ponceau S) (Protocolos Abcam®, 2018). As imagens foram obtidas utilizando
técnicas de quimiluminescéncia padrdo e registradas pelo aparelho fotodocumentador
Chemidoc® (Chemilab, BioRad, La Jolla). Apos, as bandas das imagens obtidas foram
quantificadas pelo software ImageJ (https://image j.nih.gov/ij/).
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5.5.4. Avaliacio da peroxidacio lipidica por dot blotting

Os danos oxidativos celulares foram avaliados por mensuragao indireta da peroxidacao
lipidica através da quantificacdo dos niveis de 4-hidroxinonenal (4-HNE) e malondialdeido
(MDA) por dot blotting. Amostras do hipocampo e do cortex pré-frontal dos animais foram
homogeneizadas em tampao de lise gelado (Tris-HC1 50 mM, pH 7,5, NaCl a 150 mM, NP-40
a 1%, coquetel inibidor de proteases a 1%, PMSF 100 mM). Aplicou-se entdo, em membranas
de PVDF ativadas com metanol, 5 pg de proteina (volume de 2 uL) em diferentes pontos
aleatorios de maneira a formar duplicatas de cada grupo. Aguardou-se a secagem das
membranas a temperatura ambiente, € apos as mesmas foram bloqueadas com leite desnatado
5%, lavadas e incubadas por aproximadamente 8 h com os anticorpos primarios para 4-HNE
(ab46545: Abcam, diluicao de 1:10000) e para MDA (ab6463: Abcam, dilui¢ao de 1:5000).
Ap6s a lavagem dos anticorpos primarios, as membranas foram incubadas com os anticorpos
secundarios apropriados. Para controle de carga proteica, as membranas foram coradas com
solugdo do corante Azul Brilhante de Coomassie G-250 (Coomassie blue). As imagens foram
obtidas utilizando técnicas de quimiluminescéncia padrdo e registradas pelo aparelho
fotodocumentador Chemidoc® (ChemilLab, BioRad, La Jolla). A intensidade dos pontos foi
quantificada por software proprietario (Protocolos Abcam®, 2018).

5.5.5. Atividade da enzima glioxalase 1 (Glo1)

A enzima glioxalase 1 (Glol) catalisa a formacdo de S-D-lactoilglutationa a partir do
hemitioacetal (produto formado pela conjugacdo espontdnea entre MGO e GSH)
(THORNALLEY, 1993). A mensuragdo da sua atividade foi realizada através da formacao de
S-D-lactoilglutationa, com base em Racker (1951) e Thornalley et al. (1993). Cada amostra
fria foi banhada em tampao HEPES (4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanesulfonico), 20
mM, pH 7,0 (1:10 - peso:volume) e homogeneizados. Apods, os homogenatos foram
centrifugados a 20.000 x g, a 4 °C durante 15 min e o sobrenadante resultante foi recuperado.
Uma aliquota foi separada para a determinacdo da quantidade proteica pelo método de
Bradford, usando a albumina do soro bovino como proteina padrdo (BRADFORD, 1976). Para
o ensaio enzimatico, GSH (100 mM) e MGO (100 mM) foram incubados em tampao fosfato
50 mM, pH 6,7, a 37 °C por 10 min. Essa, por sua vez, foi adicionada ao meio de reagdo

seguindo concentracdes crescentes de MGO, até 10 mM. Apds, o sobrenadante da amostra foi
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adicionado ao meio de reagdo e a taxa de aumento da absorbancia foi medida durante 1 min a
240 nm em espectrofotometro TECAN®. Os valores de absorbancia sem a adi¢cdo da amostra
foram descontados das leituras. Ao final, a atividade enzimatica foi relativizada
respectivamente a concentracao de proteina determinada de cada amostra. Os dados foram

expressos como nmol de substrato hidrolisado por mL por min.

5.6. Analise estatistica

Os testes foram analisados através da anélise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida
do teste de post-hoc de Newman-Keuls, sendo, teste ¢ de Student, quando da presenca de apenas
dois grupos experimentais, ou para comparacgdes adicionais, exceto: 1) Os testes de realocagdo
de objeto e reconhecimento de objeto foram analisados usando o teste # de Student, comparando
os valores dos indices de localizagdo ou reconhecimento com o desempenho aleatério (50%)
de exploracdo de cada um dos dois objetos do teste; II) No caso do teste de esquiva inibitoria
do tipo step-down, que resultou na distribui¢do nao normal dos dados, a analise estatistica foi
realizada utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido da comparacdo de Dunn.
O nivel de significancia aceito foi p < 0,05. Todos os testes estatisticos foram realizados
utilizando o pacote de software STATISTICA®, versdo 7 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). Os
dados foram expressos como média + erro padrao da média (E. P. M.) ou mediana (intervalo
interquartil). Os graficos foram elaborados com o auxilio do software GraphPad Prism®, versao

5.00, para Windows (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA).
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6. RESULTADOS

6.1. PARTE 1: Avaliacio comportamental I

6.1.1. Efeitos do tratamento agudo com metilglioxal sobre a atividade locomotora de

camundongos

Para uma primeira avaliacao dos efeitos do MGO, foi realizado um teste preliminar
sobre a atividade locomotora dos animais (Fig. 19). Apds 4 h de uma tnica administragao i. p.
de MGO (doses de 20, 80, 200 mg/kg), os animais foram submetidos ao teste do campo aberto
(5 min). Através do teste ANOVA de uma via, observou-se que a administracdo da dose mais
baixa (20 mg/kg) ndo apresentou nenhuma alteracao da distancia percorrida pelos animais em
compara¢do aos animais controle (Fig. 19A). Contudo, com as doses de 80 e 200 mg/kg,
revelou-se um efeito significativo [F328= 11,685; p < 0,05], onde 0 MGO reduziu, de maneira
dose-dependente, a distancia percorrida em comparagdo ao grupo controle (Fig. 19A). Os
animais tratados com MGO nas doses de 80 e 200 mg/kg, também exibiram uma menor
velocidade média no campo aberto (Fig. 19B) quando comparados ao controle [F328= 11,699;
p <0,05]. Além disso, em comparagdo com o grupo controle, os grupos tratados com MGO (80
e 200 mg/kg) apresentaram diminui¢do no nimero de entradas [F3.27)= 15,518; p < 0,05] (Fig.
19C) e diminuicao do tempo gasto na area central [F,28=4,528; p <0,05] (Fig. 19D) do campo
aberto.

Além disso, os animais tratados com MGO (200 mg/kg) apresentaram menos episodios
[Fi,20=3,2198; p < 0,05] (Fig. 19E) e tempo de grooming [F320= 1,9385; p <0,05] (Fig. 19F),
assim como, menos episodios [F3,20= 9,6617; p <0,05] (Fig. 19G) e tempo de rearing [F3,20=
7,0832; p < 0,05] (Fig. 19H), quando comparados ao controle. Além disso, MGO (200 mg/kg)
induziu aumento do tempo de imobilidade dos animais no campo aberto, quando comparado ao

controle [F25=24,479; p <0,05] (Fig. 191).
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Figura 19. Efeitos do metilglioxal (20, 80 ,200 mg/kg, i. p.) sobre a atividade locomotora de camundongos, apos
tratamento agudo (4 h). Os animais foram avaliados durante 5 min no teste do campo aberto e os seguintes
parametros analisados: A) distancia percorrida (m); B) velocidade média (m/min); C) nimero de entradas e D)
tempo gasto (s) na area central; E) episodios de grooming; F) tempo de grooming (s); G) episddios de rearing; H)
tempo de rearing (s); I) tempo de imobilidade (s); de camundongos durante 5 min no teste do campo aberto. As
barras representam a média + E. P. M. de 6-10 animais por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo controle; # p <

0,05 comparado a todos os grupos (teste post hoc de Newman-Keuls).

Com este teste preliminar, pode-se observar que a atividade locomotora dos animais foi
severamente afetada nas doses de MGO 80 e 200 mg/kg. Por esta razdo, estas doses foram
evitadas nos testes comportamentais em tratamentos subsequentes. Testes adicionais
demonstraram que a dose de 50 mg/kg em uma tnica administracdo de MGO, e avaliada 4 h
apds no campo aberto, nao foi capaz de induzir alteragdes na atividade locomotora dos animais,

em comparagdo com o controle, incluindo a distancia total percorrida [ti4= 0.734; p > 0,05]
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(Fig. 20) ou outros parametros relacionados (dados ndo mostrados). Dessa forma, a dose de 50

mg/kg de MGO se mostrou segura para ser empregada nos protocolos agudo ou repetido.
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Figura 20. Efeitos do metilglioxal (50 mg/kg, i. p.) sobre a atividade locomotora de camundongos, ap6s tratamento
agudo (4 h). A distancia percorrida pelos animais foi registrada durante 5 min no teste do campo aberto. As barras
representam a média + E. P. M. de 8 animais por grupo. Nao foram encontradas diferencas estatisticas (teste ¢ de

Student).
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6.1.2. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal sobre a atividade locomotora de

camundongos

Os resultados mostraram que os animais tratados agudamente com MGO apresentam
uma diminuicao da atividade locomotora nas doses de 80 e 200 mg/kg (Fig. 19). Portanto, o
teste do campo aberto também foi realizado ap6s o tratamento repetido para doses até 50 mg/kg.
Neste caso, o teste serviu para verificar, ndo somente o possivel efeito hipolocomotor do MGO,
como também para assegurar que as doses utilizadas para os testes comportamentais
subsequentes nao comprometeriam os resultados. Assim, apds 4 dias com uma administragao
diaria de MGO, nas doses de 10, 25 ou 50 mg/kg, os camundongos tratados ndo apresentaram
alteragdes no teste de campo aberto. Todos os parametros analisados ndo diferiam do grupo
controle, incluindo distancia total percorrida, velocidade média, nimero de entradas e tempo
gasto na area central da arena do campo aberto ou tempo de imobilidade (Tabela 1). Além disso,
ndo foram encontradas diferencas em comportamentos estereotipados (grooming e rearing).

A analise minuto a minuto da distancia percorrida na arena do campo aberto, realizada
através do software ANY-maze® (Fig. 21A), mostrou que os grupos reduziram
progressivamente a locomocdo durante os 5 min de teste. Sendo este um fendmeno de
aprendizado/habituagdo normal. O comportamento dos animais tratados com MGO nao
diferiram significativamente do grupo controle. Além disso, ndo houve diferencas no
comportamento normal de tigmotaxia (preferéncia pela periferia) dos animais (BELZUNG,
1999), conforme apresentado pelos mapas de ocupacdo espacial de cada grupo durante o teste,

gerados através do software ANY-maze® (Fig. 21B).
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Tabela 1.

Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal (MGQO) no campo aberto.

MGO Dlstanc.la Velogt!ade Entradas na ’Tempo na .Tem.p.o de
(mg/kg) percorrida meédia drea central T3 central imobilidade
(m) (m/min) (s) (s)
Controle 16.9 £1.180 0.056 + 0.003 27.7+3.35 48.0 = 4.69 106 + 6.81
10 16.8 £0.816 0.055 +0.002 32.0£2.67 54.0 £3.39 102 +£5.75
25 14.6 £0.991 0.048 + 0.003 24.5+1.80 53.9+7.34 129 + 8.86
50 14.2 £0.849 0.047 = 0.002 24.0+2.79 43.0+5.25 127 £ 8.51
Os dados estdo apresentados como média + E. P. M. de 11-12 animais por grupo.
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Figura 21. Efeitos do metilglioxal (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) em camundongos sobre a atividade locomotora. A)
habituag@o locomotora; B) ocupagio espacial durante 5 min na arena do campo aberto (40 x 40 cm — cores mais
quentes representam maior tempo); 24 h ap6s a Gltima administragao (4 dias). As barras representam a média + E.
P. M. de 11-12 animais por grupo. As barras representam a média + E. P. M. de 11-18 animais por grupo. Nao

foram encontradas diferencas estatisticas (teste post hoc de Newman-Keuls).
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O teste do campo aberto também foi realizado ao fim do tratamento repetido (dia 11) e
novamente ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos nos mesmos
parametros anteriormente citados (dados ndo mostrados). Dessa forma, a partir dos resultados
do campo aberto, foi demonstrado que 24 h apos o tratamento repetido com MGO nao foram
observadas alteracdes de comportamento relacionadas a ansiedade nem alteragdes em
parametros locomotores. Assim, as doses de MGO de 10, 25 e 50 mg/kg foram empregadas no

tratamento repetido para os demais testes.

6.1.3. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre a atividade locomotora, forca e

coordenacio motora de camundongos

Outros efeitos sobre a fungdo motora, além da locomocgao, podem nao ser detectados no
campo aberto. Assim, os efeitos do tratamento com MGO sobre a coordenagdo motora e forca
foram avaliados através do teste do poste e o teste de barras horizontais, com grupos
independentes de animais (Figs. 22 e 23).

Considerando que o MGO causou diminui¢cdo de grooming e rearing ¢ aumento de
imobilidade no campo aberto, quando tratado agudamente na dose de 200 mg/kg (Fig. 19), foi
decidido avaliar o possivel envolvimento de comprometimento motor. Assim, 0s animais
receberam uma Unica administracdo de MGO (20, 80 e 200 mg/kg, i. p.) e foram testados apos
4 h no teste do poste. O tempo em que os animais levaram para se orientar para baixo (¢-turn)
[Fi,43=1,5866; p>0,05] (Fig. 22A) e o tempo para descer do poste (t-descend) [F 3 43)=2,3082;
p > 0,05] (Fig. 22C) nao foram alterados pelo tratamento agudo com MGO.

Os animais também foram tratados diariamente com MGO (10, 25 e 50 mg/kg, 1. p.)
durante 7 ou 9 dias para o teste de barras horizontais ou o teste do poste, respectivamente. Neste
caso, no teste do poste, o tempo que os animais levaram para se orientar para baixo (z-turn)
[Fa,58= 0,82056; p > 0,05] (Fig. 22B) e o tempo para descer do poste (¢-descend) [F367=
0,86742; p > 0,05] (Fig. 22D) nao foram alterados pelo tratamento com MGO em comparagao
com o controle.

No teste de barras horizontais, a ANOVA de uma via revelou que as pontuacdes entre
todos os grupos, baseado nas laténcias de queda nas trés diferentes espessuras de barras (2, 4 e
6 mm) ndo diferiu significativamente em comparagdo com o grupo controle [F3 44= 0,92713;

p > 0,05] (Fig. 23).
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A partir dos dados obtidos, concluiu-se que o tratamento agudo ou repetido com MGO

ndo foi capaz de alterar a coordenacdo motora ¢ a forca dos animais nas diferentes doses

testadas.
AGUDO (4 h) REPETIDO (9 dias - 24 h)
A B
5 5
4- 4
0 2 | T
£ 34 £ 3]
= =
bl hot
E o
24 2
1 | : 1 -
controle 20 80 200 controle 10 25 50
MGO (mg/kg) MGO (mg/kg)
C D
10 10+
8- 8-
0 ) ——
[ B B
(7] [
g g
3 4 o 4
T °
- E
2+ 2-
0 - 0
controle 20 80 200 controle 10 25 50
MGO (mg/kg) MGO (mg/kg)

Figura 22. Efeitos do metilglioxal sobre a coordenacdo motora de camundongos. Em A e C os animais foram
tratados com MGO (20, 80, 200 mg/kg, 1. p.), ¢ apds 4 h, avaliados no teste do poste sobre o tempo de orientagdo
para baixo (A) - t-turn (s) - ¢ o tempo de descida (C) - t-descend (s); Em B e D os animais foram tratados com
MGO (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) por 9 dias, e avaliados 24 h apds a Gltima administragdo, sobre B) t-turn (s) e D) t-
descend (s). As barras representam a média + E. P. M. de 11-18 animais por grupo. Nao foram encontradas

diferencas estatisticas (teste post hoc de Newman-Keuls).
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Figura 23. Efeitos do metilglioxal (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) sobre a forca de camundongos. Os animais foram
tratados por 7 dias, e avaliados 24 h apds a ultima administragao, sobre a performance no teste de barras horizontais
(2, 4 e 6 mm). Nao foram encontradas diferencas estatisticas. As barras representam a média + E. P. M. de 12

animais por grupo. Nao foram encontradas diferengas estatisticas (teste post hoc de Newman-Keuls).

6.1.4. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre a interacio social de camundongos

Ap6s 10 dias de tratamento com MGO, os animais foram avaliados no teste de interacao
social, 24 h apds a ultima administragdo. Neste paradigma, apds um periodo de habituacdo
sozinho de 5 min no aparato, o animal teste explorou dois compartimentos, um vazio € o outro
com um animal desconhecido. O tempo de permanéncia em ambos os compartimentos foi
registrado por 10 min. Todos os grupos testados permaneceram um tempo significativamente
maior na cAmara de interacdo, em comparagdo com o respectivo tempo gasto no compartimento
vazio [F3,86= 0,1120; p > 0,05] (Fig. 24A). Nao foram observadas alteracdes significativas no
numero de entradas em ambas as camaras para cada grupo, portanto o comportamento
exploratorio dos animais nao foi alterado (Fig. 24B). Dessa forma, observa-se que o MGO, nas
doses aqui testadas, ndo causou déficits no comportamento de intera¢do social, uma vez que
todos os grupos permaneceram um tempo médio maior no compartimento de interacdo, junto

ao animal desconhecido, em relagdo ao compartimento vazio.
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Figura 24. Efeitos do metilglioxal (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) sobre a interagdo social de camundongos. Os animais
foram tratados por 10 dias, e avaliados 24 h apés a Gltima administragdo, sobre o A) tempo nas cdmaras de interagdo
e vazia; e sobre o B) numero de entradas; na fase de sociabilidade (10 min) do teste de interagdo social. As barras

representam a média = E. P. M. de 11-12 animais por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo controle (teste post

hoc de Newman-Keuls).
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6.1.5. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre o comportamento tipo-depressivo de

camundongos

A dose inicial de MGO 20 mg/kg também foi empregada para avaliar o comportamento
tipo-depressivo nos animais. Assim, um grupo de animais foi tratado por 5 dias (administra¢ao
unica diaria) com MGO e avaliado no sexto dia através do teste de suspensdo pela cauda.

O experimento demonstrou que o MGO (20 mg/kg, i. p.) aumentou o tempo de
imobilidade no teste de suspensao pela cauda [ti4= 3.357] (Fig. 25A). Isso revela um efeito
tipo-depressivo do MGO. Nenhuma alteracdo na atividade locomotora espontanea desses
camundongos foi detectada no teste do campo aberto realizado 2 h ap6s o teste de suspensao
pela cauda (Fig. 25B), indicando que as alteragcdes observadas ndo foram afetadas devido a

alguma mudanca na atividade locomotora.
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Figura 25. Efeitos do metilglioxal (20 mg/kg, i. p.) sobre o comportamento tipo-depressivo em camundongos. Os
animais foram tratados por 5 dias, e avaliados 24 h apos a Gltima administragdo, sobre o A) tempo de imobilidade
no teste de suspensao pela cauda; e apos 2 h, sobre a B) distancia percorrida no teste do campo aberto. As barras

representam a média = E. P. M. de 8 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao grupo controle (teste ¢ de Student).
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6.1.6. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre a memoria espacial de curto prazo

de camundongos

A memoria espacial de curto prazo dos animais foi avaliada através do teste de
realocacdao de objeto. Para esse teste, a dose de 20 mg/kg (i. p.) de MGO foi selecionada, por
ndo apresentar alteragdes locomotoras no campo aberto ap6s administracdo aguda. A sessdo
teste foi realizada 90 min apds a sessdo treino.

Portanto, inicialmente o teste de realocacao de objeto foi conduzido apds inje¢ao Unica
e sessao teste 3,6 h apos a administragdo de MGO, ou repetido, em que os animais receberam
6 injecdes didrias e a sessdo teste foi realizada 24 h ap6s a ultima administracdo de MGO. Em
ambos os casos, foram utilizados grupos independentes de animais que participaram
exclusivamente de apenas um teste, de modo a evitar interferéncias decorrentes de outros testes.

A exploracdo do objeto B (realocado) pelos animais controle foi significativamente
maior (p < 0,05) nos tratamentos agudo [te)= 2,590] (Fig. 26A) ou repetido [tis= 2,808] (Fig.
26B), indicando reten¢do de memoria. No entanto, os animais tratados com MGO (20 mg/kg,
1. p.) apresentaram déficits de memoria, como mostrado pelo indice de localizagao do objeto
realocado permanecendo em torno de 50% (p < 0,05). Este efeito foi observado de forma
semelhante nos tratamentos agudo [t9)=0.011] (Fig. 26A) e repetido [t7= 0.979] (Fig. 26B).
Nas sessoes de habituagdo (5 min) em campo aberto, todos os grupos apresentaram médias de
atividade locomotora que nao diferiram do grupo controle. Nas sessdes treino, ndo foram
observadas diferencas significativas (p < 0,05) no tempo de exploragao dos objetos, indicando
que nao houve nenhum viés devido a preferéncia exploratdria de objetos (familiar e realocado)
(Fig. 26C e D). Os resultados do teste de realocagdo de objeto sugerem que a administragdo de

MGO causou um comprometimento da memoria de curto prazo em camundongos.
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Figura 26. Efeitos do metilglioxal (20 mg/kg, i. p.) sobre a memoria espacial de curto prazo (90 min) de
camundongos, no teste de realocag@o de objeto. Em A) e C), os animais receberam uma unica administracao, e a
sessdo teste foi realizada ap6s 3,6 h; Em B) e D), os animais foram tratados por 6 dias, e avaliados na sessdo teste
24 h ap6s a tltima administragdo. Sdo apresentados os indices de localizagdo (percentagem de tempo de exploragdo
do objeto realocado em relag@o a explorag@o total) para os tratamentos agudo (A) e repetido (B). E na sessdo treino,
o tempo de explorag@o dos dois objetos idénticos foi avaliado para os tratamentos agudo (C) ou repetido (D). As

barras representam a média = E. P. M. de 9-10 animais por grupo. * p < 0,05 em comparagdo com 50% (teste ¢ de
Student).
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6.1.7. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre a memoria de longo prazo de

camundongos

A memoria espacial e a memoria de reconhecimento de longo prazo (24 h) dos animais
também foram avaliadas. Testando os efeitos de doses repetidas de MGO (10, 25, 50 mg/kg, 1.
p.), ap6s 8 dias de tratamento, foram concluidos os testes de realocacdo de objeto (memoria
espacial) e de reconhecimento de objeto (memoria de reconhecimento), com grupos
independentes de animais.

No teste de realocagdo do objeto, o grupo controle [ti10= 4,343] e MGO (10 mg/kg, i.
p.) [tao=4,237] apresentaram um indice de localiza¢dao acima de 50% na exploracdo do objeto
realocado (p < 0,05). Porém, quanto ao mesmo parametro, os animais tratados com 25 mg/kg
[tan= 0,573] ou 50 mg/kg [tan= 0,051] de MGO ndo discriminaram entre o objeto na
localizagdo familiar e o objeto realocado, exibindo indices de localizacdo similar a 50% (p >
0,05). Esta resposta indica comprometimento da memdoria espacial. No teste de realocagdo de
objeto, os animais tratados ndo apresentaram alteracdes da atividade locomotora ou preferéncias
de exploragdo entre os objetos na sessdo treino (Fig. 27C).

No teste de reconhecimento do objeto (Fig. 27B), os animais controle apresentaram um
indice de reconhecimento (relacionado a exploragdo de um novo objeto diferente em
substitui¢do a um familiar) significativamente maior que 50% [ta1)= 5,201; p < 0,05], um
indicativo de retencao de memoria. Uma retengao de memoria semelhante foi observada nos
animais tratados com 10 mg/kg [tao= 11,35; p < 0,05] e 25 mg/kg [ta1)= 3,645; p < 0,05] de
MGQO. No entanto, os animais que receberam 50 mg/kg de MGO foram incapazes de distinguir
entre os objetos novo e familiar, como mostrado pelo indice de reconhecimento do objeto novo
semelhante a 50% (p > 0,05). A auséncia de preferéncia pelo objeto novo indica prejuizo na
memoria de reconhecimento. Na sessdo de treino do teste de reconhecimento de objeto, ndo
houveram alteragdes na atividade locomotora ou na preferéncia de exploragdo entre os objetos
(Fig. 27D).

Assim, conforme o observado, os resultados indicam que em doses mais altas, os
animais tratados com MGO apresentam prejuizos na memoria espacial e de reconhecimento de

longo prazo.
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Figura 27. Efeitos do metilglioxal (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) sobre a memoria espacial e de reconhecimento de longo
prazo (24 h) de camundongos. Os animais foram tratados conforme a seguinte ordem: pré-tratamento (dias 1 - 4);
sessdo de habituagdo de 5 min (dias 5, 6 e 7); sessdo treino de 10 min (dia 8); e sessdo teste (dia 9), 24 h apds a
ultima administragdo. Grupos independentes de animais participaram do teste de realocacdo de objeto (A) ou de
reconhecimento de objeto (B). Sdo apresentados o indice de localizagdo (%) na sessdo teste do teste de realocagéo
de objeto; B) O indice de reconhecimento (%) na sessdo teste do teste de reconhecimento de objeto; O tempo (s)
de exploragdo dos dois objetos na sessao treino do teste de realocacdo de objeto (C) ou na sessdo treino do teste
de reconhecimento de objeto (D). As barras representam a média = E. P. M. de 11-12 animais por grupo. * p <

0,05 em comparagao com 50% indicado pelas linhas tracejadas (teste # de Student).

65



6.1.8. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre a memoria de trabalho de

camundongos

A avaliagdo da memoria de trabalho dos animais foi realizada através da taxa de
alternancias espontaneas no labirinto em Y. Os animais foram tratados com MGO (10, 25, 50
mg/kg, 1. p.) por 6 dias e o teste realizado 24 h apds a Ultima administracdo. A taxa de
alternancias dos animais tratados com 10 ou 25 mg/kg de MGO ndo apresentaram diferencas,
quando comparados com o grupo controle. No entanto, a taxa de alternancias foi
significativamente diminuida nos animais tratados com 50 mg/kg de MGO [F338=4,3597; p <
0,05], quando comparados com o grupo controle (Fig. 28A). Isso indica déficit da memoria de
trabalho. Nao foram observadas diferencas significativas no nimero total de entradas [F 33—
1,346; p > 0,05] (Fig. 28B). Esse resultado indica que a locomog¢ao ndo foi alterada, o que

valida a mensuracao de alternancias espontaneas.
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Figura 28. Efeitos do metilglioxal (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) sobre a memoria de trabalho de camundongos. Os
animais foram tratados por 6 dias, e avaliados 24 h apés a tltima administracdo. Sdo apresentados a A) taxa de
alternancias (%) e o B) numero de entradas nos bragos do labirinto em Y. As barras representam a média + E. P.

M. de 10-11 animais por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo controle (teste post hoc de Newman-Keuls).

66



6.1.9. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre a memoria aversiva de camundongos

O teste de esquiva inibitoria do tipo step-down foi utilizado para a avaliagdo da memoria
aversiva de curto (1,5 h) e longo (24 h) prazos. No tratamento agudo (Fig. 29A), a sessdo treino
foi realizada 2 h apds a administracado de MGO (20 mg/kg, i. p.), seguida pela sessao teste de
curto prazo que foi realizada 90 min apds o treino e 3,5 h apds a administragdo de MGO. O
teste de longo prazo foi realizado 24 h apos o término da sessdo teste de curto prazo. Tanto o
grupo controle quanto o tratado apresentaram retengao de memoria de curto e longo prazos,
como observado por um tempo de laténcia de descida da plataforma maior, em comparagao
com o tempo de descida na sessdo treino (p < 0,05) (Fig. 29A).

No entanto, no tratamento repetido com MGO (10, 25, 50 mg/kg, i. p.), os animais foram
tratados por 9 e 10 dias com metilglioxal, 24 h antes do inicio das sessdes teste, e foram
observados déficits. A andlise estatistica de Kruskal-Wallis seguido da comparacdo de Dunn
revelou que, quando comparado com a laténcia na sessdo treino, o grupo controle apresentou
laténcias significativamente maiores em 1,5 h e 24 h, tempos que avaliam as memorias de curto
e longo prazos, respectivamente (p < 0,05). E todos os grupos tratados com MGO apresentaram
déficits de memoria de curto prazo (Fig. 29B), e déficits em relacdo a memoria de longo prazo

com as doses de 10 e 50 mg/kg (p > 0,05) (Fig. 29B).
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Figura 29. Efeitos do metilglioxal sobre a memoria aversiva de camundongos. Os animais foram tratados A) uma
vez com metilglioxal (20 mg/kg, i. p.) 3,5 h antes do inicio das sessdes teste ou B) por 9 e 10 dias com metilglioxal
(10, 25, 50 mg/kg, i. p.) 24 h antes do inicio das sessdes teste. A memoria de curto prazo (1,5 h) e longo prazo (24
h) foram avaliadas com base na laténcia de descida da plataforma (s) nas sessdes do teste de esquiva inibitoria do
tipo step-down. As barras representam a mediana com amplitude interquartil de 9-10 animais por grupo. * p < 0,05

comparado a sessdo treino do mesmo grupo (teste de Kruskal-Wallis seguido de comparag@o de Dunn).

68



6.2. PARTE 2: Avaliacio bioquimica

Ao final dos tratamentos repetidos de 11 dias consecutivos com MGO (10, 25, 50 mg/kg,
1. p.), no dia 12, apés 24 h da ultima administracdo, os animais foram eutanasiados e
imediatamente foram coletados o plasma e as estruturas encefalicas (hipocampo e cortex pré-
frontal) para que se efetuasse a avaliacdo bioquimica. Os tecidos utilizados para as analises
bioquimicas foram provenientes dos animais que participaram tanto da bateria comportamental

A, quanto dos animais que participaram da bateria B (Fig. 9) da FASE II: Protocolo repetido
(p. 33).

6.2.1. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre seus niveis plasmaticos em

camundongos

Os niveis de MGO foram determinados no plasma pela técnica de HPLC com detector
de fluorescéncia. As amostras de sangue foram coletadas 24 h apds 11 administragdes didrias
de MGO (10, 25, 50 mg/kg, i. p.). Os niveis plasmaticos de MGO ficaram em média 0,131 pM.
Nao foram observadas diferencas estatisticas nos niveis de MGO entre os grupos controle e

tratado, conforme revelado pelo teste ANOVA de uma via [F25=1,292; p > 0,05] (Tabela 2).

Tabela 2. Niveis de metilglioxal (MGO) no plasma 24 h apos a tltima injecao.

Tratamento MGO (uM)
Controle 0.129+0.016
MGO 10 mg/kg 0.134 £ 0.026
MGO 25 mg/kg 0.103+£0.018
MGO 50 mg/kg 0.158 £0.019

Os dados estdo apresentados como média + E. P. M. de 7-8 animais por grupo.
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6.2.2. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre os niveis proteicos do sistema das

glioxalases no sistema nervoso central de camundongos

Foram também avaliados por Western blotting os niveis proteicos de Glol e Glo2,
enzimas de detoxificacdo do MGO. Os niveis de Glo1l diminuiram 17% no hipocampo apos
tratamento com 10 mg/kg de MGO, em comparacao ao grupo controle [F336= 1,815; p <0,05]
(Fig. 30A). No cortex pré-frontal, foi observado uma diminui¢ao de 27% na quantidade relativa
de Glol em animais tratados com MGO (50 mg/kg, 1. p.), em comparagao com o grupo controle
[F3,39=4,037; p<0,05] (Fig. 30B). Nao foram observadas outras alteragdes nos niveis de Glo1.
Os niveis de Glo2 ndo foram alterados pelo tratamento com MGO, tanto no hipocampo quanto

no cortex pré-frontal dos animais (Fig. 30C, D).
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Figura 30. Efeitos do tratamento com metilglioxal (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) sobre os niveis proteicos da glioxalase
1 (Glol) e glioxalase 2 (Glo2). Os camundongos foram tratados por 11 dias e as amostras coletadas 24 h apds a
ultima administracdo. Os niveis proteicos foram relativizados pela quantidade de proteina, a qual foi avaliada pela
intensidade do corante Ponceau S. Imagens representativas e suas respetivas quantificagdes sdo apresentadas para
Glo1 (A) e Glo2 (C) no hipocampo ¢ para Glol (B) e Glo2 (D) no cortex pré-frontal. As barras representam a
média £ E. P. M. (n = 8-15 animais por grupo). CTL: animais controle. * p < 0,05 comparado ao grupo controle

(teste post hoc de Newman-Keuls).
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6.2.3. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre a atividade enzimatica da glioxalase

1 no cortex pré-frontal de camundongos

Uma vez que, ap0s o tratamento com MGO, o cortex pré-frontal dos animais apresentou
redu¢do nos niveis de Glol (50 mg/kg, 1. p.), foi realizado ensaio enzimatico para estimar a
atividade da Glol no cortex pré-frontal dos animais tratados com MGO por 11 dias. Os
resultados mostraram que a atividade enzimatica média da Glo1 ficou em 368 nmol/mg/min.
No entanto ndo foram reveladas diferengas significativas entre os grupos tratados com MGO

em comparacao ao controle (Fig. 31).

500

400+

300

200+

Atividade da Glo1
(nmol/mg/min)

100+

controle 10 25 50

MGO (mg/kg)

Figura 31. Efeitos do metilglioxal (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) sobre a atividade enzimatica da glioxalase 1 (Glo1) no
cortex pré-frontal de camundongos. Os animais foram tratados por 11 dias e as amostras coletadas 24 h apos a
ultima administracdo. As barras representam a média = E. P. M. (n = 5-6). Nao foram encontradas diferengas

estatisticas (teste post hoc de Newman-Keuls).
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6.2.4. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre parametros de dano oxidativo celular

no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos

ApOs o tratamento repetido, os danos oxidativos foram avaliados no hipocampo e cortex
pré-frontal dos animais. Assim, através da técnica de dot blot, foram quantificados os niveis de
adutos proteicos de 4-hidroxinonenal (4-HNE) e malondialdeido (MDA), os quais podem ser
gerados apos processos de peroxidagao lipidica celular. Conforme a Tabela 3 abaixo, ndo foram

detectadas alteragdes significativas nestes dois marcadores de dano oxidativo.

Tabela 3. Efeitos do metilglioxal (MGO) sobre os niveis de 4-hidroxinonenal (4-HNE) e
malondialdeido (MDA) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos apos 11 dias de

tratamento repetido.

MGO (mg/kg)

Variavel

Controle 10 25 50
4-HNE
Hipocampo 100.0 £ 11.88 77.57 £13.42 100.7 £20.32 72.88 £13.96
Co’rtexpré-frontal 100.0 £31.81 157.5 £23.82 99.58 £25.36 102.0 £22.32
MDA
Hipocampo 100.0 £ 15.29 106.4 £ 8.780 97.08 £ 13.29 85.12+£12.18
Co’rtexpré-frontal 100.0 £ 14.03 133.1 £ 17.72 128.3 £20.50 101.7 £20.18

Os dados estdo apresentados como média + E. P. M. da porcentagem (%) do grupo controle. Grupos de 6-8

animais.
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6.2.5. Efeitos do tratamento com metilglioxal sobre os niveis de monoaminas no

hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos

Os niveis de monoaminas (DA, NA e 5-HT) foram avaliados no hipocampo e cortex
pré-frontal dos animais pela técnica de HPLC, baseado em suas autofluorescéncias. Vinte e
quatro horas ap6s 11 injecdes didrias de MGO (10, 25 e 50 mg/kg, i. p.), os niveis de NA nao
foram alterados pelo tratamento com MGO tanto no cortex pré-frontal (Fig. 32A) como
hipocampo (Fig. 32B). Também nao foram encontradas diferencas nos niveis de 5-HT no cortex
pré-frontal (Fig. 32C) como hipocampo (Fig. 32D). Entretanto, no coértex pré-frontal o
tratamento com MGO reduziu os niveis de DA dos animais tratados com 50 mg/kg [F3.27=
4,828; p <0,05], mas ndo nas doses de 10 e 25 mg/kg (Fig. 32E). Os niveis de DA no hipocampo

ficaram abaixo do nivel limite de detecgao.
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Figura 32. Efeitos do metilglioxal (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) sobre os niveis de monoaminas. Os camundongos
foram tratados por 11 dias e as amostras coletadas 24 h ap6s a tiltima administragdo. Noradrenalina (NA: A e B),
serotonina (5-HT: C e D) e dopamina (DA: E) foram determinadas por HPLC no cortex pré-frontal (A, C e E) e
no hipocampo (B, D). As barras representam a média+ E. P. M. (n=6-11). * p <0,05 comparado ao grupo controle

(teste post hoc de Newman-Keuls).
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6.3. PARTE 3: Avaliacido comportamental 11

Apo6s uma caracterizacdo comportamental e bioquimica dos efeitos do MGO, utilizando
diferentes doses e testando regimes agudos e repetidos, o objetivo da Parte 3 foi investigar os
seus efeitos através da modulagao de diferentes sistemas.

Assim, o tratamento repetido por 11 dias com MGO foi empregado de forma
concomitante com outros fAirmacos e substancias, de modo a tentar impedir os seus efeitos
deletérios previamente encontrados nos animais. Foram utilizados os farmacos: bupropiona,
inibidor da recaptagao de DA e NA; cetamina, antagonista de receptores do tipo N-metil-D
aspartato (NMDAR); muscimol, agonista de receptores GABA do tipo A; e bicuculina,
antagonista de receptores GABA do tipo A.

Além disso, 0 MGO ¢ um dos principais agentes de glica¢dao e formacdo de AGEs, e
estes, por sua vez, podem ativar o RAGE (THORNALLEY & RABBANI, 2011; XUE et al.,
2014). Portanto, foi investigado o papel dos AGEs sobre os efeitos do tratamento com MGO.
Para tanto, o MGO foi tratado repetidamente em conjunto com o FPS-ZM1, um antagonista
especifico do RAGE que ¢ capaz de atravessar a BHE (DEANE et al., 2012).

Nesta fase, os testes comportamentais se concentraram em investigar os efeitos dos
tratamentos sobre a memoria e a fungdo locomotora. A dose de MGO de 50 mg/kg foi
selecionada para os tratamentos. Esta escolha se deu por esta dose ser a mais efetiva em alterar

o comportamento dos camundongos, conforme apresentado nos experimentos anteriores (Parte

).
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6.3.1. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal juntamente com bupropiona,

cetamina, muscimol ou bicuculina

Primeiramente, os efeitos comportamentais do tratamento repetido (11 dias) foram
investigados através de baterias de testes para a avaliagdo da atividade locomotora espontanea
e das memorias de trabalho e espacial. Os animais foram tratados somente com MGO (50
mg/kg, i. p.); ou com a combinagdo de MGO e: a) bupropiona (10 mg/kg, v. 0.); b) cetamina (1
mg/kg, i. p.); ¢) muscimol (0,5 mg/kg, 1. p.); e d) bicuculina (2 mg/kg, i. p.). A Figura 33 abaixo

apresenta o esquema de tratamento e os experimentos realizados.

Handling Campo aberto Realocagido de objeto: Habituagdo| Treino | Teste

t t . ¢ .

DIAO J DIA1 - - - 4 g LY DIA 6 DIA7 DIA 8 DIA9 DIA 10 DIA 11

{ {

Alternancias
espontaneas

Eutanasia

) TRATAMENTOS: DIA 1 até DIA 11

Controle (veiculo, i. p./v. 0.)
Controle (veiculo, i. p.)
Bupropiona (10 mg/kg, v. 0.)
Cetamina (1 mglkg, i. p.)
Muscimol (0,5 mg/kg, i. p.)
Bicuculina (2 mg/kg, i. p.)

Controle (veiculo, i. p.)

Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)
Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)

+
+
+
+
+
+ Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)

Figura 33. Escala temporal dos testes comportamentais de cotratamentos repetidos em camundongos. As drogas
bupropiona (10 mg/kg, v. 0.), cetamina (1 mg/kg, i. p.), muscimol (0,5 mg/kg, i. p.), bicuculina (2 mg/kg, i. p.) ou

salina (0,9%) foram administradas 30 min antes do metilglioxal (50 mg/kg, i. p.), uma vez ao dia, durante 11 dias.
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6.3.1.1. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal juntamente com bupropiona,

cetamina, muscimol ou bicuculina sobre a atividade locomotora de camundongos

No sexto dia de tratamento repetido os animais foram avaliados no campo aberto.
Utilizando os resultados obtidos com o software de rastreio ANY-maze®, nao foram reveladas
alteracdes locomotoras nos diferentes parametros analisados entre os grupos, tais como
distancia total percorrida (Fig. 34), velocidade média, nimero de entradas e tempo gasto na area

central ou tempo total de imobilidade durante o teste (dados nao mostrados).
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Figura 34. Efeitos dos cotratamentos repetidos com metilglioxal sobre a atividade locomotora de camundongos.
Os animais foram tratados por 5 dias com metilglioxal (50 mg/kg, i. p.) ou em cotratamento com bupropiona (10
mg/kg, v.o.), cetamina (1 mg/kg, i. p.), muscimol (0,5 mg/kg, i. p.) ou bicuculina (2 mg/kg, i. p.) e avaliados
24 h apos a Giltima administragdo. E mostrada a distincia percorrida (m) durante 5 min no campo aberto. As barras
representam a média + E. P. M. de 8-10 animais por grupo. Ndo foram encontradas diferengas estatisticas (teste

post hoc de Newman-Keuls).
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6.3.1.2. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal juntamente com bupropiona,
cetamina, muscimol ou bicuculina sobre a memdria de longo prazo de

camundongos

A memoria espacial de longo prazo foi avaliada no dia 11, através do teste de realocacao
de objeto (Fig. 35A). A sessdo treino foi realizada 24 h antes da sessdo teste. Os grupos nao
apresentaram preferéncia de exploracao dos objetos na sessdo treino (Fig. 35B). Porém, na
sessdo teste, apenas o grupo controle apresentou um indice de exploragdo do objeto realocado
maior que 50% [to=4,122; p < 0,05], demostrando retencdo de memoria. Confirmando-se
resultados anteriores, os animais tratados com MGO (50 mg/kg, i. p.) apresentaram
comprometimento de memoria. Nenhuma das drogas administradas em cotratamento foi capaz
de evitar os efeitos do MGO, sendo que os animais tratados com bupropiona, cetamina,
muscimol e bicuculina apresentaram o mesmo prejuizo na discriminagdo entre os objetos

familiar e realocado.
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Figura 35. Efeitos dos cotratamentos repetidos com metilglioxal sobre a memoria espacial de longo prazo (24 h)
de camundongos. Os animais foram tratados por 10 dias com metilglioxal (50 mg/kg, i. p.) ou em cotratamento
com bupropiona (10 mg/kg, v. 0.), cetamina (1 mg/kg, i.p.), muscimol (0,5 mg/kg, i. p.) ou bicuculina (2 mg/kg,
i. p.) e avaliados na sessdo teste do teste de realocacao de objetos 24 h apds a sessdo treino e 20 h apos a ultima
administragdo. S8o mostradas o A) indice de localizacdo (%) do objeto realocado na sessao teste e o B) tempo (s)
de exploracao dos dois objetos idénticos na sessao treino. As barras representam a média = E. P. M. de 10 animais

por grupo. * p < 0,05 em comparagao com 50% indicado pelas linhas tracejadas (teste ¢ de Student).
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6.3.1.3. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal juntamente com bupropiona,

cetamina, muscimol ou bicuculina sobre a memodria de trabalho de camundongos

Como observado em dados anteriores, 0 MGO (50 mg/kg) reduziu significativamente a
taxa de alternancias dos animais no labirinto em Y [F227= 3,8574; p < 0,05] (Fig. 36A). Os
grupos que foram tratados com MGO em cotratamento com bupropiona, cetamina ou muscimol
nao demonstraram diminui¢do da performance da memoria de trabalho, quando comparados ao
grupo controle. Entretanto, quando as médias destes grupos foram comparadas com o grupo
que recebeu somente MGO, também nao foram reveladas diferencas estatisticas. Desta forma,
a eficacia destes tratamentos em prevenir os efeitos do MGO ainda precisa ser confirmada por
experimentos adicionais.

Os animais tratados com MGO em cotratamento com bicuculina apresentaram uma taxa
de alternancias média significativamente menor, em comparagdo com o controle, evidenciando
assim déficit de memoria de trabalho [F227= 4,7085; p < 0,05] (Fig. 36A). Este dado indica
claramente que a bicuculina nao foi capaz de prevenir os déficits induzidos pelo MGO sobre a
memoria de trabalho.

Nao houveram diferencas significativas no nimero total de entradas no labirinto em Y

(Fig. 36B), confirmando assim, a validade do teste.
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Figura 36. Efeitos dos cotratamentos repetidos com metilglioxal sobre a memoria de trabalho de camundongos.
Os animais foram tratados por 6 dias com metilglioxal (50 mg/kg, i. p.) ou em cotratamento com bupropiona (10
mg/kg, v. o0.), cetamina (1 mg/kg, i.p.), muscimol (0,5 mg/kg, i.p.) ou bicuculina (2 mg/kg, i.p.) e avaliados
24 h ap6s a ultima administracdo. Foram registradas a A) taxa de alternancias (%) e o B) namero de entradas nos
bracos do labirinto em Y. As barras representam a média + E. P. M. de 10 animais por grupo. Os grupos foram
comparados entre si e comparados entre controle e MGO (50 mg/kg). * p < 0,05 comparado ao grupo controle

(teste ¢ de Student; e teste post hoc de Newman-Keuls).
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6.3.2. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal juntamente com FPS-ZM1, um

antagonista do RAGE

Os efeitos do ZM1, um antagonista do receptor de AGEs (RAGE), foram avaliados em
animais tratados com MGO. Assim, foram realizados novos tratamentos de 11 dias com MGO
(50 mg/kg, i. p.) e ZM1 (2 mg/kg, i. p.), ou com o cotratamento de ZM1 ¢ MGO. Uma nova
bateria de testes comportamentais foi realizada para a avalia¢@o da atividade locomotora e das

memorias espacial, de trabalho e aversiva (Fig. 37).
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() TRATAMENTOS: DIA 1 até DIA 11

Controle (veiculo, i. p.)
Controle (veiculo, i. p.)
FPS-ZM1 (2 mglkg, i. p.)
FPS-ZM1 (2 mglkg, i. p.)

Controle (veiculo, i. p.)
Metilglioxal (50 mgl/kg, i. p.)
Controle (veiculo, i. p.)

+
+
+
+ Metilglioxal (50 mg/kg, i. p.)

Figura 37. Escala temporal dos testes comportamentais de cotratamentos repetidos com FPS-ZM1 e metilglioxal
em camundongos. O FPS-ZM1 (2 mg/kg, i. p.) foi administrado 30 min antes do metilglioxal (50 mg/kg, i. p.),

uma vez ao dia, durante 11 dias.
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6.3.2.1. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal e FPS-ZM1 sobre a atividade

locomotora de camundongos

Os animais foram submetidos ao campo aberto no quinto dia de tratamento repetido.
Foram avaliados a distancia percorrida (Fig. 38A), a velocidade média (Fig. 38B), e o nimero
de entradas (Fig. 38C) e o tempo gasto (Fig. 38D) na area central. Os resultados demonstraram
que os grupos MGO (50 mg/kg) e ZM1 (2 mg/kg), assim como MGO em cotratamento com

ZM1, nao apresentaram diferencas significativas entre si, ou em comparagao com o controle.
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Figura 38. Efeitos dos cotratamentos repetidos com metilglioxal e FPS-ZM1 sobre a atividade locomotora de
camundongos. Os animais foram tratados por 4 dias com metilglioxal (MGO - 50 mg/kg, i. p.) ou FPS-ZM1 (ZM1
- 2 mg/kg, i. p.) ou em conjunto (ZM1 + MGO) e avaliados 24 h apds a ultima administragdo. Sdo mostrados a A)
distancia percorrida (m); B) velocidade média (m/min); C) nimero de entradas e D) tempo gasto (s) na area central
durante 5 min no campo aberto. As barras representam a média = E. P. M. de 6-7 animais por grupo. Nao foram

encontradas diferengas estatisticas (teste post hoc de Newman-Keuls).
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6.3.2.2. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal e FPS-ZM1 sobre a memoria

espacial de longo prazo de camundongos

A memoria espacial de longo prazo foi avaliada no teste de realocagdo de objeto. Os
grupos controle [te= 5,173, p < 0,05] e ZM1 [te= 14,57, p < 0,05] exploraram o objeto B
realocado por mais de 50% do tempo de exploragdo total, demonstrando retencdo de memoria
(Fig. 39A). Os animais tratados com MGO ndo apresentaram diferencas no indice de
localizag¢do dos objetos realocados [te)= 0,826; p > 0,05], quando comparados com 50%, que
corresponde a chance de exploragdao dada pelo acaso. Estes dados demonstram prejuizos da
memoria espacial de longo prazo. O ZM1 ndo foi capaz de impedir os efeitos deletérios do
MGO sobre a memoria espacial [MGO + ZM1: te= 1,059; p > 0,05]. Na sessdo treino, para
cada grupo ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre a exploracdo dos objetos

idénticos A e B (Fig. 39B).
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Figura 39. Efeitos dos cotratamentos repetidos com metilglioxal ¢ FPS-ZM1 sobre a memoria espacial de longo
prazo (24 h) de camundongos. Os animais foram tratados por 8 dias com metilglioxal (MGO - 50 mg/kg, i. p.) ou
FPS-ZM1 (ZM1 - 2 mg/kg, i. p.) ou em conjunto (ZM1 + MGO) e avaliados na sessdo teste do teste de realocagio
de objetos 24 h apos a sessdo treino e 20 h ap6s a Gltima administragdo. Sdo mostradas o A) indice de localizagéo
(%) do objeto realocado na sessdo teste e o B) tempo (s) de exploragdo dos dois objetos idénticos na sessdo treino.
As barras representam a média £ E. P. M. de 7 animais por grupo. * p < 0,05 em comparagdo com 50% indicado

pelas linhas tracejadas (teste ¢ de Student).
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6.3.2.3. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal e FPS-ZM1 sobre a memoria de

trabalho de camundongos

A avaliacdo da memoria de trabalho dos animais foi avaliada através da taxa de
alternancias espontaneas no labirinto em Y (Fig. 40A). No dia 10 do tratamento repetido o teste
foi executado e as entradas nos bragos foram registradas. A taxa de alternancias se mostrou
significativamente diminuida nos animais tratados apenas com MGO [F324)= 7,734; p < 0,05],
quando comparados com o grupo controle, indicando comprometimento da memoria de
trabalho (Fig. 40A).

Os animais tratados apenas com ZMI1 ndo apresentaram diferencas na taxa de
alternancias, em relacdo ao grupo controle. Além disso, o ZMI1 foi capaz de impedir
completamente os déficits da memoria de trabalho induzidos pelo MGO, uma vez que quando
em cotratamento com MGO, os resultados do grupo ZM1 + MGO nio revelaram diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle, e o grupo com déficit (MGO) apresentou uma média
da taxa de alternancias significativamente diferente do grupo ZM1 + MGO, bem como, quando
comparado aos demais grupos [F3.24= 7,734; p < 0,05] (Fig. 40A). Quanto ao niimero relativo
de entradas nos bragos, ndo foram encontradas diferengas significativas entre os grupos [F 24)=

1,910; p > 0,05], validando os resultados encontrados (Fig. 40B).
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Figura 40. Efeitos dos cotratamentos repetidos com metilglioxal ¢ FPS-ZM1 sobre a memoria de trabalho de
camundongos. Os animais foram tratados por 9 dias com metilglioxal (MGO - 50 mg/kg, i. p.) ou FPS-ZM1 (ZM1
- 2 mg/kg, 1. p.) ou em conjunto (ZM1 + MGO) e avaliados 24 h ap6s a ultima administragdo. Foram registradas a
A) taxa de alternancias (%) e o B) nimero de entradas nos bragos do labirinto em Y. As barras representam a

média = E. P. M. de 7 animais por grupo. # p < 0,05 comparado a todos os grupos (teste post hoc de Newman-
Keuls).
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6.3.2.4. Efeitos do tratamento repetido com metilglioxal e FPS-ZM1 sobre a memoria

aversiva de curto prazo de camundongos

Para a avaliacdo da memoria aversiva de curto prazo, foi utilizado o teste de esquiva
inibitoria do tipo step-down. Assim, no dia 11 do tratamento os animais foram testados 1,5 h
apods a sessdo treino (aprendizado) na qual receberam um estimulo elétrico. Os tempos de
laténcia para descer da plataforma nas duas sessoes foram utilizados na analise estatistica de
Kruskal-Wallis, seguido da comparagao de Dunn. Os resultados revelaram que apenas o grupo
tratado com MGO nao apresentou um tempo de laténcia significativamente maior (p < 0,05) na
sessdo teste, quando comparado com sua respectiva laténcia na sessdo treino. Isto ¢ um
indicativo de déficit de memoria aversiva de curto prazo, conforme demonstrado anteriormente.
O grupo tratado somente com ZM1 teve sua memoria preservada. O ZM1 foi capaz de impedir
o prejuizo de memoria de curto prazo induzido pelo MGO, uma vez que os animais tratados
com ZM1 e MGO apresentaram um tempo de laténcia significativamente maior para descer da

plataforma, quando comparado a sua sessao treino (Fig. 41).
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Figura 41. Efeitos dos cotratamentos repetidos com metilglioxal e FPS-ZM1 sobre a memoria aversiva de curto
prazo (1,5 h) de camundongos. Os animais foram tratados por 10 dias com metilglioxal (MGO - 50 mg/kg, i. p.)
ou FPS-ZM1 (ZM1 - 2 mg/kg, i. p.) ou em conjunto (ZM1 + MGO) e avaliados 24 h apds a ultima administragio
nas sessoes do teste de esquiva inibitdria do tipo step-down. A memdria foi avaliada 1,5 h apds a sessdo treino
com base na laténcia de descida da plataforma (s) durante a sessdo teste. As barras representam a mediana com
amplitude interquartil de 6-7 animais por grupo. * p < 0,05 comparado a sessao treino do mesmo grupo (teste de

Kruskal-Wallis seguido de comparacdo de Dunn).
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6.4. Sumario de resultados

Quadro 1 — Sumario dos principais resultados dos testes comportamentais apos tratamento com camundongos.

. Dose .

Efeito Teste Droga (mg/kg) Regime
Hipolocomogao Campo aberto MGO 80, 200 Agudo (4 h)
Disfun¢do da memoria espacial de curto prazo Realocacgao de objeto MGO 20 Agudo (3,6 h)
Comportamento tipo-depressivo Suspensao pela cauda MGO 20 Repetido (5 dias)
Disfuncdo da memoria espacial de curto prazo Realocacgao de objeto MGO 20 Repetido (6 dias)
Déficit da memoria de trabalho Alternancia espontanea MGO 50 Repetido (6, 9 dias)
Disfungdo da memoria espacial de longo prazo Realocacgao de objeto MGO 25,50 Repetido (8 dias)
Disfuncdo da memoria de reconhecimento de longo prazo Reconhecimento de objeto MGO 50 Repetido (8 dias)
Disfun¢do da memoria aversiva de curto prazo Esquiva inibitdria do tipo step-down MGO 10, 25,50 | Repetido (9 dias)
Disfun¢do da memoria aversiva de curto prazo Esquiva inibitdria do tipo step-down MGO 50 Repetido (10 dias)
Disfuncdo da memoria aversiva de longo prazo Esquiva inibitdria do tipo step-down MGO 10, 50 Repetido (10 dias)
Disfun¢do da memoria espacial de longo prazo Realocacdo de objeto MGO 50 Repetido (11 dias)
Déficit da memoria de trabalho Alternancia espontanea Bicuculina + MGO 2+50 Repetido (6 dias)
Prevencao parcial do déficit da memoria de trabalho Alternancia espontanea Bupropiona + MGO 10+ 50 Repetido (6 dias)
Prevencao parcial do déficit da memoria de trabalho Alternancia espontinea Cetamina + MGO 1+50 Repetido (6 dias)
Prevencao parcial do déficit da memoria de trabalho Alternancia espontanea Muscimol + MGO 0,5+50 Repetido (6 dias)
Disfungdo da memoria espacial de longo prazo Realocacgao de objeto Bupropiona + MGO 10+ 50 Repetido (10 dias)
Disfun¢do da memoria espacial de longo prazo Realocacdo de objeto Cetamina + MGO 1+50 Repetido (10 dias)
Disfun¢do da memoria espacial de longo prazo Realocacgao de objeto Muscimol + MGO 0,5+50 | Repetido (10 dias)
Disfungdo da memoria espacial de longo prazo Realocacdo de objeto Bicuculina + MGO 2+50 Repetido (10 dias)
Disfun¢do da memoria espacial de longo prazo Realocacgao de objeto ZM1 + MGO 2+50 Repetido (8 dias)
Prevencao total do déficit da memoria de trabalho Alternancia espontanea ZM1 + MGO 2+50 Repetido (9 dias)
Prevencdo da disfung¢do da memoria aversiva de curto prazo | Esquiva inibitoria do tipo step-down ZM1 + MGO 2+50 Repetido (10 dias)




Quadro 2 — Sumario dos principais resultados das analises bioquimicas ap6s tratamento com camundongos.

. . Dose .
Efeito Tecido Drogas (mg/kg) Regime
Diminuigdo nos niveis de Glo1 Hipocampo MGO 10 Repetido (11 dias)
Diminui¢ao nos niveis de Glo1 Coértex pré-frontal MGO 50 Repetido (11 dias)
Diminuigdo nos niveis de DA Cortex pré-frontal MGO 50 Repetido (11 dias)
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7. DISCUSSAO

Considerando a investigagdo do MGO in vivo, ha poucos estudos explorando os seus
efeitos. Assim, foi elaborado um grande protocolo para o tratamento de camundongos
investigando varias doses e regimes de MGO (10-200 mg/kg). Como foi demonstrado
previamente, a dose de 800 mg/kg (i.p.) ¢ letal (KALAPOS et al., 1991; CHOUDHARY et al.,
1997). Decidiu-se, entdo, escolher para este estudo doses de no maximo até 25% (< 200 mg/kg)
da dose letal. Os tratamentos foram feitos de maneira aguda, com uma unica inje¢do, ou
administracdes repetidas de até 11 dias, de agdo do MGO no protocolo de doses repetidas. No
protocolo com doses repetidas, os testes comportamentais foram realizados ao longo do
tratamento, sempre 24 h ap6s a ultima administracdo. Os testes neuroquimicos foram realizados
apods o fim dos tratamentos, no minimo 24 h apos a ultima administragao.

Diabetes ¢ uma doenga complexa, no entanto, tentou-se reproduzir a caracteristica de
niveis aumentados de MGO no plasma através de inje¢ado sistémica de MGO em camundongos.
A exemplo de niveis plasmaticos de MGO elevados que sdo encontrados no plasma de pacientes
diabéticos (THORNALLEY, 1993; KONG ect al., 2014). Assim, foram avaliados os efeitos dos
tratamentos através de diferentes modelos animais. Foram investigadas diferentes doses e em
dois regimes de tratamento: agudo e repetido. E ao fim do tratamento, foram avaliados os niveis
plasmaticos de MGO. Além disso, alteracdes nos sistemas de detoxificacdo do MGO podem
levar ao seu acimulo nos tecidos, contribuindo assim para o estresse dicarbonilico, no qual o
MGO ¢ o principal agente (THORNALLEY etal., 1999; THORNALLEY & RABBANI, 2011;
RABBANI et al., 2016). Considerando isso, também foram avaliadas as glioxalases,
componentes do sistema de detoxificagdo do MGO, no cértex pré-frontal e no hipocampo dos
animais.

Em estudo realizado por Ghosh e colegas (2006) investigando a farmacocinética do
MGO em camundongos, ficou demonstrado que seu pico plasmatico ocorre em torno de 4 h
apos o tratamento, com diferengas significativas no plasma surgindo apo6s 2 h de tratamento.
Para confirmar a eficicia do tratamento com MGO do presente trabalho, em experimentos
paralelos do grupo do laboratorio, também foram medidos os niveis de MGO no plasma 4 h
apds uma Unica administracdo i. p. em camundongos, onde os valores se mostraram aumentar
significativamente a partir da dose de 25 mg/kg (SZCZEPANIK et al., 2020). Contudo, um dos

principais interesses do presente estudo foi investigar os efeitos de tratamentos repetidos com
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MGQO. Portanto, foram avaliados os niveis plasmaticos de MGO 24 h apos a ultima injegao
diaria ao final de 11 dias de tratamento. Os grupos tratados com MGO ndo apresentaram
diferengas estatisticas com os animais controle (Tab. 2). Kalapos (2013), sugeriu que embora o
MGO originario de fontes externas exerce efeitos no organismo, devido a sua natureza reativa
parece improvavel que ele se torne um importante contribuidor para os seus niveis plasmaticos,
mas sim, contribua para os seus niveis a longo prazo em uma taxa bem abaixo do limite de
detecgao (KALAPOS, 2013). Dessa forma, os resultados do presente trabalho sdo evidéncias
que o corroboram. Os resultados indicam que os niveis de MGO no plasma foram
fisiologicamente normalizados 24 h apds o tratamento e que o tratamento repetido ndo foi capaz
de modificar seus niveis plasmaticos a longo prazo. Provavelmente, devido a sua alta
reatividade, o MGO administrado foi em grande parte degradado pelo sistema das glioxalases
ou conjugado a outras proteinas em um periodo inferior a 24 h (THORNALLEY, 2008;
DEGEN et al., 2013). Além disso, foi demonstrado, que sob condicdes fisiologicas, 70% do
MGO livre reage com a albumina sérica bovina dentro de um periodo de 15 h (LO et al., 1994).
Isto explicaria o fato dos niveis do MGO estarem ao nivel do grupo controle 24 h apds a ultima
administracao.

O sistema das glioxalases (Glo1 e Glo2) ¢ o principal sistema de detoxificacdo do MGO
(SOUSA SILVA et al., 2013). No presente estudo, o tratamento com MGO durante 11 dias
causou uma diminuig¢ao significativa nos niveis de Glo1 no cortex pré-frontal (50 mg/kg) e no
hipocampo (10 mg/kg). Relacionado a isso, foi verificado que os niveis de Glol foram
encontrados diminuidos em amostras de sangue de pacientes diabéticos com nefropatia
(HAMOUDANE et al., 2015). No entanto, no caso da diabetes, pode ocorrer também o aumento
do conteudo celular de enzimas envolvidas na detoxificacao de alpha-oxoaldeidos (aldo-ceto
redutases, Glol e Glo2), as quais também apresentaram niveis elevados em células mono- e
polimorfonucleares (RATLIFF et al., 1996).

A investiga¢do da via de detoxificacdao das glioxalases, seja in vitro ou in vivo, parece
ser altamente relevante para situagdes patoldgicas, que vao além do diabetes. A isquemia
encefilica, por exemplo, foi capaz de induzir um rapido aumento nos niveis de Glo1 em células
endoteliais (3 h), seguido de um aumento nos neurénios (3 dias) e astrocitos (7 dias), o que
indica que a isquemia ¢ capaz de induzir um aumento acentuado no sistema das glioxalases
(PIEROH et al ., 2014), no entanto, aos 14 dias apds a lesdo cortical controlada, os niveis de
Glo1 voltaram ao normal, mesmo em areas proximas das lesdes (PIEROH et al., 2018). Além
disso, a injecdo i. c. v. repetida de MGO (0,7 pumol/uL) durante 5 dias, induziu um aumento dos

niveis de RNAm e niveis proteicos da Glo1l no encéfalo de camundongos (HAMBSCH et al.,
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2010). Estes dados demonstram que os niveis de Glol respondem a alteragdes locais e de
maneira temporal no SNC. O efeito contrario, com a diminuicao dos niveis de Glo1 encontrados
neste trabalho, podem ser decorrentes da via de administragdo usada. A inje¢do i. p. abre
automaticamente a possibilidade de que os efeitos do MGO no SNC sejam alterados, ou até
gerados, por efeitos sistémicos do mesmo. Isso, de certa forma, associou os resultados aqui
encontrados a um modelo mais proximo da condigdo diabética, corroborando com os niveis de
Glol diminuidos encontrados em humanos com diabetes (HAMOUDANE et al., 2015).

A Glol representa a enzima chave da transformagao do MGO de sua forma toxica para
a nao toxica, limitando a sua detoxificacao completa ou parcial (THORNALLEY, 2003). Uma
diminui¢ao dos niveis de Glo1 esta, assim, de acordo com o argumento em favor de um aumento
dos niveis intracelulares de MGO livre capaz de gerar danos (ALLAMAN et al., 2015). Dessa
forma, pode ser possivel que os déficits cognitivos encontrados neste trabalho possam ser, ao
menos em parte, influenciados pela alteracdo dos niveis da Glo1 ao longo do tratamento.

Além disso, uma vez que ap6s o tratamento repetido o cortex pré-frontal dos animais
apresentou reducdo dos niveis de Glo1l e DA, somados a déficits de memoria dependentes do
cortex pré-frontal. Foi decidido verificar a atividade enzimdtica da Glo1 no cértex pré-frontal.
Os resultados mostraram que apesar dos diferentes déficits associados a essa estrutura, ao final
do tratamento a atividade enzimatica da Glo1 nao apresentou diferengas significativas nas doses
de 10, 25 e 50 mg/kg quando comparadas ao controle. Semelhantemente, em outro estudo, apos
administragdes repetidas de MGO (0,5 pmol/pL, i. c. v.) em ratos por 6 dias, a atividade
enzimatica da Glo1 nao foi alterada no cortex pré-frontal, e apenas um aumento transiente no
hipocampo foi observado. Entretanto, a atividade enzimatica no estudo foi avaliada 42 dias apos
a interrupcao do tratamento (HANSEN et al., 2016).

Os niveis de Glo2 também foram avaliados e, no entanto, ndo foram encontradas
alteragdes significativas no cortex pré-frontal ou no hipocampo dos animais. Utilizando células
imortalizadas HT22 de hipocampo de camundongos, Dafre et al. (2015) descobriram que o
MGO pode ser tanto benéfico quanto deletério ao sistema das glioxalases, dependendo da dose.
Em baixas concentragdes e curto prazo (horas), o MGO pode induzir fortemente a Glo2, mas
em altas concentra¢des e maior tempo de exposi¢do, 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, que foi dependente da ativacao da proteina cinase ativada por AMP
(AMPK) (DAFRE et al., 2017). Com base nesses dados, observa-se que as alteracdes na
expressao das glioxalases parecem ser dinamicas e dependem das condi¢des experimentais. Isso

se justifica porque tanto o aumento quanto a diminui¢do da atividade e expressdo foram
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relatados, dependendo da dose, tempo de exposi¢ao e modelo utilizados. Contudo, os resultados
do presente estudo revelam que a toxicidade do MGO in vivo parece ser duplamente deletéria,
uma vez que ele comprometeu o seu principal sistema de detoxificacdo celular.

Devido a alta capacidade do MGO em interferir nas reagdes de oxirredugao celulares e
gerar ERO que promovem processos de peroxidagao lipidica (DMITRIEV & TITOV, 2010;
RABBANI & THORNALLEY, 2015), ap6s o tratamento com MGO, foram também avaliados
os niveis de 4-HNE e MDA no hipocampo e cortex pré-frontal dos animais. Os resultados
mostraram que nao houveram alteragdes significativas desses dois parametros, nao revelando,
assim, danos oxidativos evidentes pelo tratamento repetido com MGO.

Um dos principais objetivos deste trabalho, no entanto, foi investigar se a memoria em
diferentes modalidades pode ser afetada por tratamentos agudos ou repetidos com MGO.
Entretanto, antes de abordar esse assunto, optou-se por entender melhor os potenciais efeitos
do MGO sobre a atividade locomotora e desempenho motor. Quando o tratamento foi de forma
aguda (4 h), e em doses mais altas (80 e 200 mg/kg), o MGO prejudicou a atividade locomotora
em camundongos de maneira dose-dependente, como observado no campo aberto. No entanto,
essa hipolocomog¢@o ndo pode ser atribuida por danos grosseiros das fun¢des motoras dos
animais, pois os resultados mostram que as mesmas foram preservadas no teste do poste, tanto
no tratamento agudo quanto no repetido. Além disso, 0 MGO agudo (200 mg/kg, i. p.) causou
diminui¢do do grooming e rearing e aumentou o tempo de imobilidade dos animais no campo
aberto. Todas essas caracteristicas juntas estdo relacionadas a uma diminuicdo da atividade
locomotora geral dos animais devido a status motivacional ou comportamento do tipo ansioso
(PAUL et al., 2007; BELZUNG, 1999; KALUEFF et al., 2016).

Em estudos anteriores, 0 MGO reduziu o comportamento tipo-ansioso no campo aberto,
apos sua administragdo aguda, sugerindo assim, o potencial uso terapéutico da modulagao dos
niveis de MGO no tratamento de transtornos de ansiedade (DISTLER & PALMER, 2012b;
DISTLER et al., 2012a; MCMURRAY et al., 2016). Neste estudo, os animais tratados
agudamente com MGO (80, 200 mg/kg, i. p.) diminuiram o nimero de entradas € o tempo de
permanéncia na 4area central do campo aberto, o que poderia estar relacionado ao
comportamento tipo-ansioso (PRUT & BELZUNG, 2003). No entanto, esse efeito ¢
provavelmente devido a diminuigdo da atividade locomotora causada pela administragdo aguda
de MGO, como observado pela diminui¢ao da distancia percorrida e aumento do tempo de
imobilidade detectado no campo aberto nessas doses. Dessa forma, a hipolocomog¢ado causada
pela administragdo aguda de MGO adicionou vieses ao teste, dificultando inferéncias

adicionais.
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Por outro lado, o tratamento repetido com MGO (10, 25, 50 mg/kg, i. p.) ndo afetou a
atividade locomotora espontanea, agilidade vertical, for¢a ou coordenacdo motora, nem
parametros relacionados a ansiedade, como tempo e numero de entradas na regido central do
campo aberto, bem como a auséncia de alteragdes na tigmotaxia. Esses parametros foram
verificados através dos testes de campo aberto, alternancia espontanea, barras horizontais e teste
de poste. Nesse caso, também pode-se concluir que a administragdo repetida de MGO nao
induziu alteragcdes no comportamento tipo-ansioso nos animais. Além disso, o fenomeno de
habituacao dos animais observado no campo aberto, quando ha uma reducao progressiva da
atividade locomotora ao longo do teste (BELZUNG, 1999) (Fig. 21A), denota que o MGO
repetido também ndo induziu comportamento do tipo hiperativo ou hiperlocomog¢do nos
animais. Quanto em tratamento repetido ou em cotratamento com as demais drogas utilizadas,
0s animais também nao apresentaram alteracdes na atividade locomotora ou em parametros de
ansiedade, no campo aberto. A auséncia de efeitos motores adversos, nas doses de 10, 20, 25 ¢
50 mg/kg de MGO, indicam que estas sdo apropriadas para os testes de memoria, as quais foram
subsequentemente exploradas no tratamento repetido.

Todos esses efeitos agudos sdo considerados caracteristicos de acdo inibitdria no SNC,
que podem ser desencadeadas pela ativacdo dos GABAAR. Considerando que o MGO pode agir
como um agonista parcial competitivo de GABAAR (DISTLER et al., 2012a), ndo somente o
acumulo patolégico de MGO poderia exercer seus efeitos no SNC, porém, espera-se que a sua
producdo endogena também assuma algum papel. Além disso, verificou-se que em altas doses
agudas, o MGO pode causar depressdo locomotora, ataxia e hipotermia em camundongos,
caracteristicos de ativagdo GABAérgica (DISTLER et al., 2012a). Esses achados foram
corroborados pelos dados aqui presentes, uma vez que a hipolocomogao foi observada no teste
de campo aberto apenas 4 h apds uma Unica injecdo de MGO e somente nas doses mais altas
de 80 e 200 mg/kg, mas ndo nas doses de 10, 20, 25 e 50 mg/kg de MGO. Isso indica que, apos
a injecao sistémica, os efeitos agudos do MGO sobre a atividade locomotora em camundongos
surgem apenas quando em doses muito superiores (DISTLER et al., 2012b; JOHNSTON, 2005;
CHUA & CHEBIB, 2017).

A inibicao tonica através da ativagdo dos receptores para GABA diminui a resisténcia de
inputs celulares, o que por sua vez, diminui a propagacao de correntes excitatdrias e diminui a
probabilidade de que imputs excitatorios iniciem um potencial de acio (KULLMANN et al.,
2005; CICEK, 2018). O MGO ¢ gerado intracelularmente tanto por neurénios quanto por
células gliais, e como ¢ permeavel 8 membrana plasmatica, pode ativar os GABAAR de maneira

paracrina (DISTLER et al., 2012a). Caso esta hipotese esteja correta, espera-se que o MGO
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ative os GABAAR sinapticos, que regulam a sinalizagdo inibitéria fasica, bem como os
GABAAR somaticos, dendriticos e axonais, que contribuem para sinalizag¢ao inibitdria tonica,
0o que por sua vez, pode influenciar diferentes efeitos fisiologicos e comportamentais
(HABLITZ et al., 2009; CHUA & CHEBIB, 2017).

Durante a triagem inicial de doses do MGO, foram avaliados também os efeitos do
tratamento nos camundongos utilizando os testes para comportamento tipo-depressivo e
interacdo social.

Comportamentos tipo-depressivo tém sido associados a comprometimentos da
neuroplasticidade, como atrofia neuronal e perda sinaptica no cortex pré-frontal e hipocampo
(PRICE & DUMAN, 2019). Sobretudo, comportamentos depressivos e anedonicos sao
dificilmente dissociados de prejuizos cognitivos em humanos, sendo que prejuizo cognitivo €
considerado um fator que caracteriza o TDM (BAUNE & RENGER, 2014). De acordo com
Cryan et al. (2005), o teste de suspensdo pela cauda ¢ um dos testes comportamentais mais
utilizados para a avaliagdo de compostos ou substancias com agdo antidepressiva em
camundongos, sendo um teste pré-clinico de boa validade preditiva. Aqui, os animais tratados
com MGO apresentaram comportamento tipo-depressivo no teste de suspensao pela cauda (Fig.
25). Nesse sentido, os resultados encontrados corroboram a associacdo entre prejuizos de
memoria e comportamento tipo-depressivo, uma vez que ambos os efeitos foram encontrados
nos animais tratados com MGO.

Além disso, a interacdo social dificultada representa um dos sintomas que caracterizam
o TEA em humanos, que se soma a dificuldades de comunicagdo e comportamentos restritos e
repetitivos (CRIPPA et al., 2016). Acredita-se que a etiologia do TEA comece cedo no
desenvolvimento do SNC, uma vez que a organizagdo arquitetonica e a conectividade de
circuitos neuronais foram identificados como principais contribuintes para a progressao dos
sintomas. Embora estudos sugiram um papel critico de fatores genéticos, sua etiologia ¢
considerada multifatorial (MAXIMO et al., 2014; CRIPPA et al., 2016). A investigacdo do TEA
¢ basicamente feita através da avaliagdo comportamental, uma vez que até o momento inexistem
biomarcadores estabelecidos para o diagndstico. Para tanto, pode-se utilizar modelos animais
apropriados para estudos experimentais (CHANG et al., 2017). Considerando que o TEA ja foi
associado com altos niveis de MGO e AGEs em humanos (JUNAID et al., 2004), no presente
estudo, foi investigado apenas o possivel surgimento de interacdo social debilitada entre os
animais tratados com MGO. Dessa forma, apds um tratamento repetido com MGO, foi realizado

o teste de interacdo social. Apesar das diferentes doses testadas, os resultados ndo revelaram
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diferencas significativas quanto a interagao social dos animais tratados, quando expostos a
animais desconhecidos ndo tratados.

Quanto aos prejuizos cognitivos causados pelo MGO, a avaliagdo comportamental sobre
parametros cognitivos, neste estudo, através das diferentes baterias de testes, incluiu as
memorias espacial, de reconhecimento, aversiva, em paradigmas de curto e longo prazos, ¢ a
memoria de trabalho. Apos verificado que o MGO na dose de 20 mg/kg (i. p.) ndo causou
alteracdes na atividade locomotora dos animais tratados agudamente, esta mesma dose foi
testada nos testes de realocacao de objeto e esquiva inibitéria. Assim, foram revelados déficits
de memoria espacial de curto prazo, conforme avaliada nos animais apos tratamento agudo ou
repetido (6 dias). No entanto, a mesma dose (20 mg/kg) em regime agudo, nao foi capaz de
prejudicar a memoria aversiva de curto e longo prazos, conforme avaliada no teste de esquiva
inibitoria do tipo step-down.

Em seguida, experimentos foram conduzidos para melhor investigar os efeitos nao agudos
do MGO, sobre a aprendizagem e memoria, em regime de tratamento mais prolongado
(repetido) e também explorando outras doses. No tratamento repetido, semelhantemente aos
experimentos agudos, o0 MGO induziu déficits de memoria, avaliado através de diferentes
paradigmas: alternincia espontinea (50 mg/kg, 1. p. - 7 dias), realoca¢@o de objeto (25 mg e 50
mg/kg, i. p. - 9 dias), reconhecimento de objeto (50 mg/kg, i. p. - 9 dias) e esquiva inibitéria
(10, 25 e 50 mg/kg, 1. p. - 10 e 11 dias). Os resultados mostraram que, de acordo com a dose
utilizada, 0 MGO ndo apenas causou prejuizos sobre a memoria de trabalho e de curto prazo,
mas também afetou a consolidacdo da memoria nos modelos espacial, de reconhecimento e
memoria aversiva.

O tratamento repetido com MGO durante 8 dias prejudicou a memoria de longo prazo dos
animais nas doses de 25 e 50 mg/kg (i. p.) avaliado através do teste de realocacdo de objeto, e
na dose de 50 mg/kg (i. p.) quando avaliado através do teste de reconhecimento de objeto,
também ap0s 8 dias de tratamento. Essa disparidade pode relacionar-se as especificidades dos
dois modelos comportamentais. Contudo, em razdo de ambos apresentarem caracteristicas
semelhantes e seguirem o mesmo protocolo de tratamento, esse resultado pode estar relacionado
as diferencas intrinsecas entre as memorias espacial e de reconhecimento. Além disso,
considerando a estreita dependéncia da memoria espacial com a formagao hipocampal (ASSINI
et al., 2009; KNAPP & KLANN, 2002; SERRANO & KLANN, 2004), um maior
comprometimento da memoria espacial, como observado no presente trabalho, pode ser
indicador de sua sensibilidade, sugerindo dessa forma o aumento da vulnerabilidade do

hipocampo em relagdo a esse tipo de memoria apds a exposicao ao MGO exogeno.
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Em um estudo recente, o MGO (0,5 pmol/pL) foi continuamente aplicado nos ventriculos
encefalicos de ratos por 6 dias e testes comportamentais foram realizados 3 semanas depois.
Foi observado comprometimento da memoria de reconhecimento de curto prazo, uma vez que,
quando testados, os ratos nao foram capazes de discriminar o novo objeto. Porém, a memoria
de trabalho nao foi alterada quando a taxa de alternancia espontanea dos animais foi avaliada
no labirinto em Y. O comprometimento da memoria observado foi atribuido como sendo um
efeito da formacao de AGEs (HANSEN et al., 2016). No presente estudo, diferentemente, o
MGO foi aplicado por injecao intraperitoneal em camundongos e déficits na memoria de curto
prazo também foram encontrados. Além disso, observou-se comprometimento da memoria de
trabalho. Em geral, a forma¢ao de AGEs ocorre durante um periodo de varias horas a semanas
(LO et al., 1994; SINGH et al., 2001) e a apoptose induzida pelo MGO leva horas a dias (DI
LORETO et al., 2008). Uma vez que foi encontrado comprometimento da memoria em um
breve periodo de tempo (entre 3,6 h até 11 dias), isso sugere que a toxicidade neuronal ou os
AGEs como produtos tardios, ndo foram direta e isoladamente responsaveis pelo
comprometimento da memoria observado no tratamento agudo.

Assim, outros mecanismos podem ter algum papel nos déficits encontrados. Além disso,
0 MGO pode mediar mudangas comportamentais no perfil de ansiedade de camundongos dentro
de minutos (~ 10 min) apds administracdo periférica ¢ nenhuma evidéncia de aumento de
apoptose foi encontrada no SNC de camundongos tratados com uma dose ansiolitica de 50
mg/kg MGO (i. p.) (DISTLER et al., 2012a). Esta dose (50 mg/kg) representa a mais prejudicial
dose utilizada no presente estudo, produzindo déficits em todos os pardmetros cognitivos.
Portanto, pode ser que o MGO atue por diferentes mecanismos, dependendo da dose e do tempo
de administracdo. Em modelos animais, a via de administracdo provavelmente também ¢ um
fator relevante, sendo uma 4rea que requer mais investigacao.

Diferentemente do tratamento agudo, o comprometimento cognitivo observado no
tratamento repetido ¢ mais provavel ser dependente de AGEs. Na literatura, a ligacdo entre
MGO, AGES/ativacao de RAGE e disfun¢des cognitivas tem sido associada e observada em
diferentes casos cronicos de distiirbios metabdlicos ou neurodegenerativos, como diabetes e
Alzheimer (THORNALLEY & RABBANI, 2011; ALLAMAN etal., 2015; JASH et al., 2019).

O unico teste comportamental no qual o MGO afetou a memoria com a dose de 10 mg/kg
(1. p.) foi no teste de esquiva inibitéria do tipo step-down, apds 10 e 11 dias de tratamento. De
outra forma, déficits relacionados com a memoria de trabalho foram observados apenas quando
a dose mais alta de MGO foi utilizada (50 mg/kg, i. p.), em que os animais exibiram menor

desempenho na taxa de alternancia espontanea no labirinto em Y, quando comparados com os
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animais controle. As diminuig¢des significativas nos niveis de Glo1 e neurotransmissores (DA),
ambos os efeitos no cortex pré-frontal e nessa mesma dose (50 mg/kg), sugerem ter influenciado
na diminui¢do da performance da memoria de trabalho observada nos animais.

Os niveis das monoaminas DA, NA e 5-HT foram medidos no hipocampo e no cortex
pré-frontal dos animais. Os niveis de DA no cortex pré-frontal foram encontrados
significativamente diminuidos apds o tratamento com MGO em sua maior dose (50 mg/kg, por
11 dias). Pode ser que os menores niveis de DA estejam relacionados com a diminui¢do do
desempenho da memoria de trabalho dos animais, quando avaliados no labirinto em Y. Tanto
a estrutura, quanto os niveis de DA atuando como neurotransmissores, no cortex pré-frontal de
mamiferos, sdo particularmente importantes para a estabilizagdo de representacdes de metas na
memoria de trabalho, as quais precisam ser ajustadas momento-a-momento (VAN
SCHOUWENBURG et al., 2010; COOLS, 2016; OTERO, 2017). E importante ressaltar que,
até onde se sabe, essa ¢ a primeira evidéncia da possivel ligagdo do MGO com niveis diminuidos
de DA, um importante neurotransmissor do SNC envolvido em varios processos, além da
memoria de trabalho (COOLS, 2016). Como os niveis de DA no hipocampo ficaram abaixo do
limite de deteccdo do método, pode ser que o MGO também afete os niveis de DA nesta
estrutura, o que precisa ser confirmado experimentalmente.

A relevancia em se avaliar a memoria de trabalho ¢ que esta pode refletir em melhores
medidas, se comparadas a memoria de curto prazo. A memoria de trabalho foi correlacionada
com aptiddes intelectuais em humanos, especialmente com a inteligéncia fluida, o que ¢
possivelmente a melhor forma de mensuragdo desse processo cognitivo em particular
(COWAN, 2008). Inteligéncia ou raciocinio fluido pode ser interpretado como o tipo de
pensamento que um individuo pode usar quando confrontado com uma tarefa relativamente
nova que ndo pode ser executada automaticamente. Esse processo ¢ dependente da atividade de
redes frontoparietais, principalmente, o cortex pré-frontal rostrolateral (OTERO, 2017). Nesse
sentido, se for considerado que o tratamento com o MGO foi capaz de influenciar
negativamente no desempenho da memoria de trabalho dos animais, espera-se que déficits
cognitivos sejam encontrados nos pacientes em condi¢des onde hd o acimulo patoloégico do
MGO. De fato, varios estudos mostraram que a diabetes leva ao comprometimento cognitivo,
incluindo déficits associados a memoria de trabalho (MILES & ROOT, 1922; BIESSELS et al.,
2006; KODL & SEAQUIST, 2008; KOPF & FROLICH, 2009).

A DA (Fig. 42A) desempenha papeis importantes nas fungdes motoras e cognitivas, bem
como no processamento de recompensas. (GARDONI & BELLONE, 2015). No presente

estudo, foi encontrado diminuicdo dos niveis de DA no cortex pré-frontal dos animais
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submetidos a tratamento repetido com MGO. Nao foi investigado quais seriam 0os mecanismos
precisos subjacentes a esse efeito. No entanto, diferentes fatores podem ser considerados para
explicar a deplecdo de DA observada. A saber, foi demonstrado que o0 MGO pode reagir com
monoaminas e gerar radicais livres (HIPKISS, 2017). Também, quando células neuronais foram
expostas a0 MGO, o salsolinol que ¢ uma toxina derivada da DA, apresentou niveis aumentados
(XIE et al., 2014). Sob condig¢des fisiologicas, 0 MGO também pode reagir com a DA e gerar
a neurotoxina 1-acetil-6,7-di-hidroxi-1,2,3,4-tetra-hidroisoquinolina (ADTIQ), um produto
semelhante ao salsolinol. A ADTIQ ¢ encontrada acumulada no SNC de pacientes com doenca
de Parkinson (HIPKISS, 2017; DENG et al., 2012). Além disso, ratos diabéticos apresentaram
niveis elevados tanto de ADTIQ, como de MGO, no encéfalo (SONG et al., 2014). Portanto, o
MGO, presumivelmente, pode ter tido um papel direto na deple¢ao de DA no cortex pré-frontal
dos animais. Além disso, os autorreceptores pré-sinapticos de DA localizados em neurdnios
dopaminérgicos, geralmente fornecem um importante mecanismo de feedback negativo. Estes
autorreceptores podem regular a sintese de DA inibindo a atividade da tirosina hidroxilase (TH),
enzima limitante da sua sintese. Além disso, os autorreceptores dopaminérgicos podem ajustar
a taxa de disparo neuronal e a liberagao de DA em resposta a alteragdes nos niveis extracelulares
de DA (ANZALONE et al., 2012; FORD, 2014). Dessa forma, provaveis efeitos indiretos do
MGO sobre a homeostase da DA e suas implicagdes também ndo devem ser descartados.

Como neste estudo ndo foram realizadas as medi¢des da sintese e degradac¢do de DA (por
exemplo, a expressado e atividade da TH), nem liberacao e formacgdo de metabdlitos da DA (por
exemplo, ADTIQ); 4cido 3,4-di-hidroxifenilacético — DOPAC; acido homovalinico — HVA; 3-
metoxitiramina — 3-MT;; etc.), ndo se pode concluir que 0 MGO perturba a homeostase da DA
no SNC (JUAREZ OLGUIN et al, 2016). No entanto, os resultados estimulam uma
investigagdo mais aprofundada nesse sentido.

Em um estudo recente por Koike et al. (2019), observou-se que os niveis de MGO
podem diferir muito dependendo da estrutura encefalica e que essas diferengas estdo
positivamente correlacionadas com os niveis de Glol de maneira a regular a concentracao de
MGO em cada tecido. Considerando isso, o cortex pré-frontal de camundongos apresenta niveis
de MGO (0,006 = 0,002 pumol/g de proteina) muito baixos, quando comparados a outras
estruturas (KOIKE et al., 2019). Dessa forma, ¢ provavel que do ponto de vista funcional, o
cortex pré-frontal seja mais sensivel a alteragdes nos niveis de MGO endogeno, sejam
decorrentes a um aumento de origem exdgena ou por comprometimento dos seus sistemas de
detoxificagdo celular. De acordo com isso, o presente estudo detectou na mesma dose (50

mg/kg), além de uma diminuicdo significativa de DA, diminui¢des nos niveis de Glol, que
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podem ter contribuido para as demais alteracdes causadas pelo tratamento através de um
aumento relativo nos niveis de MGO no coértex pré-frontal. Refutando essa possibilidade, foi
observado que a atividade da Glo1 se mostrou inalterada no cortex pré-frontal, porém, ¢ sabido
que alteracdes transientes, ou seja, antes do momento da mensuracao da atividade enzimatica
da Glol, podem ter ocorrido de forma a contribuir para um aumento do estresse dicarbonilico.
E essas alteragdes resultantes, subsequentemente refletem em efeitos deletérios duradouros na
fisiologia do tecido afetado, como a geracdo de AGEs e neuroinflamaciao (SOUSA SILVA et
al., 2013; ALLAMAN et al., 2015). Além do mais, ndo foram avaliadas as atividades de outros
sistemas de detoxificagdo do MGO, como as ADHs e AKRs, que também poderiam influenciar
sobre os niveis de MGO corticais (RABBANI et al., 2016; PRATT-HYATT et al., 2013).

A diminuicdo nos niveis de DA encontrados, sugere que os déficits de memoria de curto
e longo prazos observados ap6s o tratamento com MGO pode ser, a0 menos em parte, mediado
por transmissdo dopaminérgica durante a fase de aquisi¢do da memoria. E nesta fase que
processos atencionais no cortex pré-frontal em comunicagdo com outras regides encefalicas
favorecem a formagdo de memoria (COWAN, 2008; GRAY et al., 2017). O prosencéfalo ¢
inervado com neurdnios dopaminérgicos provenientes da substantia nigra pars compacta e pela
area tegmental ventral, que se originam em varios nucleos mesencefalicos e enviam aferentes
para diferentes areas no cortex pré-frontal (BIORKLUND & DUNNETT, 2007) (Fig. 42B).
Além disso, foi demonstrado que a deplecdo de DA no encéfalo de roedores, utilizando 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) pode levar a prejuizos cognitivos extensos € que a interagao entre
as projecdes dopaminérgicas do prosencéfalo e o cortex pré-frontal € critica para a memoria de
objetos (CHAO et al., 2013).

A importancia da DA para a aprendizagem e memoria, especialmente no cortex pré-
frontal, ainda ndo ¢ profundamente compreendida (PUIG et al., 2014). No entanto, esta parece
ser importante para a memoria de trabalho e processos cognitivos dependentes do cortex pré-
frontal. Um exemplo pode ser visto na doenga de Parkinson, que apresenta a perda de neuronios
dopaminérgicos e diminui¢ao dos niveis de DA (KALIA & LANG, 2015). Em um teste de
memoria de trabalho espacial, pacientes com doenca de Parkinson recebendo levodopa
(precursor de DA), apresentaram um melhor desempenho de memoria quando estavam sendo
tratados em comparag¢do com quando nao estavam recebendo levodopa. Esses dados sugerem
que a DA € necessaria para um desempenho adequado da memoria de trabalho espacial
(LANGE et al., 1992). E pacientes com esquizofrenia exibem déficits de aprendizagem e
memoria, com indicios de que a memoria de trabalho ¢ afetada mais severamente do que

simplesmente a aten¢do dos pacientes (KALKSTEIN et al., 2010). E essas condi¢des na
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esquizofrenia sdo acompanhadas por desbalancos na neurotransmissdao dopaminérgica no
cortex pré-frontal (THOMPSON et al., 2014). Além disso, a administragdo de 6-OHDA em
ratos causou uma diminuicdo seletiva da plasticidade sindptica no cortex pré-frontal medial,
acompanhada de deplecdo nos niveis de DA e prejuizos nas memorias espacial e de

reconhecimento, de curto prazo (MATHEUS et al., 2016).
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Figura 42. Dopamina e vias dopaminérgicas. A) Formula estrutural da dopamina (CsHi1NO,) — DA. (Nome
IUPAC: 4-(2-Aminoetil)benzeno-1,2-diol — 153.18 g/mol) (adaptado de www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, 2019);
B) Representagdo das principais vias neuronais dopaminérgicas e suas estruturas envolvidas no sistema nervoso
central humano (adaptado de www.oist.jp — Okinawa Institute of Science and Technology Graduate University,

Okinawa, Japdo, 2019).

No presente estudo, tentou-se aumentar a eficiéncia da neurotransmissao
monoaminérgica, através do bloqueio da recaptagio de DA e NA no cotratamento de
bupropiona e MGO (VAN SCHOUWENBURG et al., 2010). Dessa forma, foi observado que
os animais tratados com bupropiona apresentaram uma protecao parcial contra os déficits sobre
a memoria de trabalho induzidos pelo MGO no labirinto em Y. Esse resultado, assim, corrobora
com a ideia da importancia da DA para as fungdes cognitivas. Além disso, em humanos a
bupropiona foi associada com um melhor desempenho da velocidade de processamento mental,
muito dependente do cortex pré-frontal e memoria de trabalho (FAVA ET AL., 2005; BAUNE
& RENGER, 2014).
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Outras drogas também sdo capazes de aumentar a neurotransmissao dopaminérgica. O
metilfenidato e a anfetamina, utilizados no tratamento terapéutico para o transtorno do déficit
de aten¢do com hiperatividade (TDAH), aumentam a atividade central da DA e NA, o que afeta
a funcdo executiva e atencional. As acdes farmacologicas do metilfenidato incluem inibig¢ao do
DAT e NET, ativagao do receptor de 5-HT do tipo 1A e causar a redistribui¢ao do transportador
de monoamina vesicular 2 (VMAT-2); Ja a anfetamina ¢ capaz de inibir o DAT, NET e VMAT-
2 ¢ inibir a atividade da monoamina oxidase (evitando a degradacio de monoaminas)
(FARAONE, 2018). Foi demonstrado que o tratamento com metilfenidato melhora a memoria
de trabalho, o controle inibitério e a flexibilidade mental de criangas com TDAH (BOLFER et
al., 2017). De forma semelhante ao caso da levodopa (discutido acima), adultos com TDAH
tratados com metilfenidato apresentaram melhora no desempenho da memoria quando
comparados a pacientes nao medicados, mas ainda apresentaram comprometimento quando
comparados a adultos controles saudaveis (FUERMAIER et al, 2017). Além disso,
camundongos tratados com metilfenidato apresentaram uma melhor aquisi¢do e retencao da
memoria espacial de longo prazo (CARMACK et al., 2014). De maneira semelhante, ¢ caso da
D-anfetamina, uma beta-feniletilamina usada no tratamento do TDAH e narcolepsia (HEAL et
al., 2013). Esta droga, quando avaliada em ratos apds sua infusdo na amigdala, foi capaz de
aumentar a aquisicdo da memoria em abordagem discriminativa (HITCHCOTT et al., 1997).
Além disso, em um estudo anterior, a D-anfetamina foi injetada no encéfalo de ratos em uma
sessdo pos-treino e foi observado um aumento da retengdo de aprendizado, tanto em tarefas
espaciais como nao-espaciais em testes de labirinto aquético (PACKARD et al., 1994). Assim,
o sistema dopaminérgico parece ndo modular apenas a memoria de trabalho. A administracao,
tanto oral quanto intramuscular, de D-anfetamina aumentou a retencdo da memoria de
reconhecimento de longo prazo em humanos (SOETENS et al., 1995). Portanto, todos esses
resultados sdo evidéncias da importancia da DA para as fungdes cognitivas, bem como,
contribuem para explicar que a diminuigdo dos seus niveis pode, de fato, estar ligada a
comprometimentos nas memorias de trabalho, de curto e longo prazos.

Além disso, a DA pode agir de forma a regular outros sistemas de neurotransmissio. A
DA, por exemplo, pode regular os imputs de transmissao glutamatérgica, sendo que a liberagao
de DA influencia rapidamente a transmissao sinaptica modulando os receptores do tipo AMPA
e NMDA, os quais estdo envolvidos em processos cognitivos € motores (CHAO et al., 2013;
GARDONI & BELLONE, 2015). Dessa forma, ¢ provavel que a diminui¢ao nos niveis de DA
nos animais do presente estudo, também tenha influenciado através de outros sistemas, nos

déficits de memoria de longo prazo observados. Essas evidéncias corroboram mais uma vez,
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que o sistema dopaminérgico participa como provavel mediador também envolvido nos déficits
cognitivos causados pelo MGO.

Apesar das evidéncias apresentadas e discutidas, ndo pode ser descartada que a deplecao
de DA no cortex pré-frontal, bem como as disfungdes cognitivas observadas nos animais no
presente trabalho possam ser consequéncia de alteragdes em outros sistemas de
neurotransmissdo que ndo foram investigados neste trabalho.

Quanto aos efeitos dos cotratamentos com o MGO, observou-se que 0 MGO reproduziu
seu efeito causando um prejuizo da memoria espacial no teste de realocacdo de objeto,
conforme encontrado inicialmente. Quando em cotratamento com MGO, observou-se que a
bupropiona, a cetamina, a bicuculina e o muscimol apresentaram baixos indices de
discriminacdo do objeto realocado, indicando que estes ndo conseguiram impedir os efeitos
deletérios do MGO sobre a memoria espacial.

A diminuicao na performance da memoria de trabalho causada pelo MGO na dose de
50 mg/kg foi confirmada através de quatro experimentos independentes utilizando o teste de
alternancia espontanea. No entanto, os resultados mostram que os animais que receberam MGO
(50 mg/kg) + bupropiona, cetamina, ou muscimol ndo apresentaram déficit da memoria de
trabalho, com uma performance similar ao controle, no mesmo teste. Entretanto, a taxa de
alternancias também nao diferiu do grupo tratado com MGO, indicando um efeito parcial. De
outra maneira, a taxa de alternancias em cotratamento de MGO com bupropiona, cetamina, ou
muscimol foram intermediérias entre o grupo controle e aquele tratado com MGO.

A partir dos resultados ¢ um tanto dificil determinar os mecanismos de acdo da
bupropiona, cetamina e muscimol sobre a memoria de trabalho. Os efeitos sobre a memoria de
longo prazo parecem ser mais conhecidos. Sobre a cetamina, por exemplo, tratamentos com
poucas doses, ou at¢ mesmo uma dose Unica, ¢ capaz de aumentar os niveis de proteinas
envolvidas na formacdo de sinapses (GluR1, PSD95, e sinapsina 1) e assim favorecer a
consolidagdo da memoria (PRICE & DUMAN, 2019). Contudo, ja foi evidenciado em humanos
uma associacao entre uma melhor performance da memoria de trabalho e niveis aumentados do
fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) (HAKANSSON et al., 2017). Nesse sentido, é
sabido que a cetamina também leva rapidamente a um aumento do nimero e fun¢do de sinapses
no cortex pré-frontal e € capaz de aumentar os niveis de BDNF. Estes dois ultimos efeitos
podem, portanto, influenciar positivamente o desempenho da memoria de trabalho e assim
terem contribuido para a restauragao parcial do déficit encontrado (PRICE & DUMAN, 2019;
HAKANSSON et al., 2017; OTERO, 2017). Assim como, através do tratamento com a

bupropiona, um provavel aumento da eficiéncia da neurotransmissdo monoaminérgica, pode
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também ter contribuido positivamente sobre a memoria de trabalho (VAN SCHOUWENBURG
et al., 2010).

O fato da auséncia de grupos tratados unicamente com bupropiona, cetamina, muscimol
ou bicuculina no protocolo repetido, dificulta estabelecer aqui precisamente a pertinéncia das
mesmas sobre os modelos testados. Em estudos prévios, o bloqueio de GABAAR através do uso
de bicuculina foi capaz de melhorar a memoria aversiva e discriminativa em camundongos
(BRIONI & MCGAUGH, 1988). Além disso a bicuculina restaurou prejuizos na memoria
espacial de roedores (MOUSAVI MAJD et al., 2018). No entanto, os resultados aqui
apresentados mostram que o tratamento com bicuculina ndo foi eficaz em modificar os déficits,
causados pelo MGO, tanto na memoria espacial quanto na memdria de trabalho. Por outro lado,
de uma forma geral, a ativacdo de GABAAR utilizando muscimol se mostrou deletéria para a
cognicdo, principalmente por causar prejuizos na consolidacdo da memoria em modelos
animais (ZARRINDAST et al., 2002; NASEHI et al., 2018). Além disso, foi demonstrado que
microinje¢des locais de muscimol na regido encefalica da habénula lateral, prejudicaram a
memoria de trabalho em ratos (MATHIS et.al. 2017). No entanto, a infusdo de muscimol no
cortex pré-frontal ndo causou nenhum comprometimento da memoria de trabalho, também em
ratos (AUGER & FLORESCO, 2014). No presente trabalho, a injecdo sistémica de muscimol
parece impedir o déficit de memoria de trabalho induzida pelo MGO. Dessa forma, observa-se
que ¢ provavel a existéncia de especificidades do muscimol relativas a tecidos e tratamentos
empregados. Investigacdes mais profundas sdo necessarias para deixar mais claro o papel da
bicuculina e muscimol e sua pertinéncia sobre os efeitos causados pelo MGO e a memoria de
trabalho, através do sistema GABA¢érgico.

Em sintese, os mesmos animais que receberam MGO em cotratamento com bupropiona,
cetamina ou muscimol apresentaram prejuizos da memoria espacial, porém, ndo da memoria de
trabalho. Porém, quanto a memoria de trabalho, os resultados indicam um efeito parcial na
prevencao dos déficits, uma vez que a taxa de alternancias destes grupos foi intermediario entre
os grupos controle e MGO. Uma vez que, para os mesmos animais, o efeito foi observado em
um teste e ndo em outro, isso demonstra que o MGO foi efetivo em causar danos a estes animais,
ao passo que evidencia efeitos protetores da bupropiona, cetamina e muscimol sobre os déficits
da memoria de trabalho causados pelo MGO.

Assim, em conjunto os resultados sugerem que o MGO foi o principal agente
responsavel, mais uma vez, pelos prejuizos de memoria observados quando em cotratamento.
Além do mais, a literatura cientifica ndo denota prejuizos cognitivos detectdveis em modelos

animais das respectivas doses das drogas aqui utilizadas. Outra evidéncia se da pelo teste de
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realocacdo de objeto, por exemplo, no qual observa-se que todos os grupos que receberam
tratamento com MGO (50 mg/kg), independente da natureza do cotratamento, apresentaram
comprometimento da memoria espacial, enquanto que os grupos controle ou tratados
unicamente com ZM1, foram naturalmente capazes da distingdo entre os objetos familiar e
realocado.

Conforme os resultados aqui apresentados, foi observado que o antagonismo de RAGE
como prevengao aos prejuizos cognitivos causados pelo MGO se mostrou promissor. A maioria
dos anticorpos anti-RAGE disponiveis, bloqueiam apenas o RAGE periférico e ndo atravessam
a BHE. Além disso, podem apresentar efeitos toxicos em doses terapéuticas. O ZM1, pelo
contrario, atravessa a BHE com relativa facilidade e sua toxicidade foi avaliada em modelos de
células e em camundongos, até a dose de 500 mg/kg (i. p.), ndo apresentando alteracdes nas
funcdes fisiologicas, nem aumentos na taxa de infec¢do dos roedores (DEANE et al., 2012).
Além disso, usando modelos murinos, estudos de varios grupos de pesquisa diferentes
demonstraram que o bloqueio da sinaliza¢do do RAGE previne o desenvolvimento de respostas
ligadas a numerosas patologias. E destacam o RAGE como um importante alvo terapéutico,
como por exemplo, para varios tipos de cancer, quadros de inflamagao cronica, diabetes e
doenca cardiovascular (TAGUCHI et al., 2000; HUDSON et al., 2008; BRALEY et al., 2016).

O MGO ¢ um dos principais agentes de glicagdo, o que pode levar a formagao de AGEs
(LO et al., 1994, THORNALLEY, 2003; 2005; THORNALLEY & RABBANI, 2011;
BROWNLEE, 2001; BEISSWENGER, 2013) e estes, por sua vez, podem ativar o RAGE (XUE
et al., 2014). Considerando isso, apds evidenciados os prejuizos cognitivos agudos e também
apoés tratamentos repetidos, causados pelo MGO, foi utilizado o antagonista especifico para
RAGE, ZM1, em conjunto com o tratamento com MGO, de maneira a explorar o provavel papel
dos AGEs sobre as alteragdes comportamentais encontradas.

No tratamento de 11 dias com o ZM1, os animais foram testados para as memorias
espacial, discriminativa e aversiva cobrindo o dambito das memorias de trabalho, de curto e de
longo prazo. Os animais foram tratados diariamente com ZM1, 30 min antes da inje¢do com o
MGO. Os testes foram realizados 24 h apods o tratamento com MGO. Os animais tratados
unicamente com o ZM1 ndo exibiram quaisquer alteragdes motoras ou cognitivas. E quando
em cotratamento com o MGO, os resultados revelaram que o ZM1 foi capaz de prevenir os
déficits na memoria de trabalho e na memoria aversiva de curto prazo dos animais. Nesse
sentido, foi demonstrado anteriormente que drogas que diminuem a sinalizagdo de

AGEs/RAGE, como o perindopril (que aumenta a forma soltivel do RAGE) e o alagebrium
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(capaz de romper as ligagdes cruzadas dos AGEs), inibiram o declinio da memoria de trabalho
em ratos diabéticos, conforme avaliado no labirinto em (ZAKARIA et al., 2015).

No entanto, 0 ZM1 nao foi capaz de evitar o prejuizo sobre a memoria espacial de longo
prazo nos animais. Apesar disso, os resultados sugerem a participagao de AGEs na resposta ao
tratamento com MGO, indicando um papel de destaque para a agdo do RAGE sobre os prejuizos
cognitivos observados no presente trabalho.

Além da formagdo de AGEs, estudos tém mostrado que o MGO ¢ capaz de induzir danos
oxidativos, alteracdes sobre vias bioquimicas e apoptose que podem prejudicar a fungdo
neuronal ¢ a memoria (CHOUDHARY et al., 1997; LOH et al., 2006; DASURI et al., 2013;
KALAPOS, 2008a; ALLAMAN et al., 2015; HANSEN et al., 2016). A metodologia do
presente estudo, incluindo os protocolos de tratamento agudo e repetido, pode oferecer uma
explicagdo temporal dos resultados aqui apresentados. Os AGEs recém-gerados pelo tratamento
com MGO, poderiam estar envolvidos nos déficits cognitivos que foram observados. O MGO
pode prontamente gerar adutos de hidroimidozolonas que podem se ligar ao RAGE
(THORNALLEY, 2008; XUE et al., 2014). Como as proteinas modificadas por MGO presentes
no plasma e demais tecidos podem se ligar ao RAGE, isso possibilita a ativacdo da resposta
inflamatéria mediada pela sinalizagdo dependente do receptor, que pode estar associada a
disturbios de memoria (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 expressdo, uma resposta inflamatoria gerada perifericamente pelo MGO, através do
tratamento de 11 dias, poderia amplificar seus efeitos, e dessa forma contribuir para a geracao
de danos cognitivos no SNC (SCHLEICHER & FRIESS, 2007).

Os efeitos do RAGE sao intimamente dependentes do tipo de cé€lula e das condigdes
fisiologicas. A ativagdo do RAGE pode estar envolvida na homeostase tecidual e na
regeneragdo apos lesdes (SORClI et al., 2013). No entanto, ¢ conhecido que a ativacdo do RAGE
pelos AGEs pode levar a dano oxidativo e a expressdao génica alterada (PALANISSAMI &
PAUL, 2018; WAUTIER et al., 2001). E possivel que a ativagio do RAGE possa estar
envolvida na fisiopatologia de doengas neurodegenerativas, uma vez que a expressao
aumentada de RAGE pode ser encontrada na microglia do encéfalo de pacientes com doenca
de Alzheimer, quando comparados com individuos saudaveis de mesma idade (YAN et al.,
2009; FANG et al., 2010). Foi demonstrado também que a sobreexpressao do RAGE provoca
neuroinflamag¢do, aumento do acimulo do peptideo AP e prejuizos cognitivos em um modelo

animal da doenga de Alzheimer (FANG et al., 2010).
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A microglia ¢ critica nas disfungdes neuronais mediadas pelo peptideo AP e importante
na geracdo de respostas inflamatorias no SNC, as quais contribuem para o agravamento de
processos neurodegenerativos (MANDREKAR & LANDRETH, 2010). A sobreexpressao de
RAGE microglial em camundongos transgénicos expressando a proteina precursora amiloide
humana (mAPP) mutante, implicada na patogénese do Alzheimer, aumentou a producao de
mediadores pro-inflamatoérios (interleucina 1 beta - IL-1p e fator de necrose tumoral - TNF-a);
também aumentou a infiltragdo da microglia e astrocitos, o acumulo de AP, e acelerou o
aparecimento de déficits na aprendizagem e memoria espacial dos animais (FANG et al., 2010).
Além disso, em um outro estudo, a aplicagdo de anticorpo contra RAGE reverteu os danos
neuronais agravados por A glicado pelo MGO em cultura primaria de neur6nios hipocampais
(LI et al., 2013). Corroborando com esse raciocinio, em um caso diferente, a subexpressao de
RAGE por B-asarona foi associada a melhora nos déficits de memoria de um modelo de rato
duplo transgénico da doenca de Alzheimer (YANG et al., 2016). Além disso, a subexpressao
de RAGE e NF-«B, pelo extrato de Panax ginseng, foi associada a protecdo da memoria
espacial de longo prazo e da memoria aversiva em um modelo de ratos induzidos por AGEs
(TAN et al., 2015). Esses dados sugerem que, em um ambiente rico em AP, a ativagdo
sustentada da microglia através de uma ativagdo elevada de RAGE causa distirbios da
homeostase, resultando na progressao e exacerbagao de fatores que influenciam a gravidade da
disfungdo neuronal e prejuizos cognitivos (FANG et al., 2010; GONZALEZ-REYES &
RUBIANO, 2018).

No presente trabalho, ndo foi investigado processos neurodegenerativos ou possiveis
danos gerados por AB. No entanto, a preven¢ao completa dos déficits na memoria de trabalho
e na memoaria aversiva de curto prazo dos animais através do ZMI1, sugere uma participagao
importante do RAGE como mediador de disfungdes cognitivas geradas pelo MGO. Além disso,
os resultados sugerem uma investigacdo mais aprofundada na via intracelular descendente do
RAGE, em quadros de disfun¢@o neuronal ou prejuizos cognitivos. De maneira a avaliar, por
exemplo, o papel do NF«B, expressao relativa de RAGE e a producdo de mediadores pro-

inflamatorios desencadeados por eventos de glicacdo (FANG et al., 2010).
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8. CONCLUSAO

e A partir dos resultados, conclui-se que a hipotese do presente trabalho foi
confirmada no que tange o MGO estar associado a alteragdes deletérias in vivo,
tanto a nivel bioquimico quanto comportamental. E estas apresentaram

severidades diferentes quanto ao regime de exposi¢do, sendo agudo ou repetido;

e No entanto, as intervengdes farmacologicas investigadas neste estudo, exploradas
de modo a interromper as cadeias de sinalizagdo intracelular ativadas pelo MGO
ou direta ou indiretamente produzir efeitos compensatdrios sobre possiveis
alteragdes neuroquimicas deletérias causadas pelo mesmo, refletiram apenas no
impedimento parcial dos prejuizos cognitivos gerados pelo MGO, os quais foram

observados através de diferentes testes comportamentais;

¢ Em suma, no presente estudo foi observado que agudamente o MGO foi capaz de
causar hipolocomog¢ao de maneira dose-dependente em camundongos, condizente

com estimulagdo GABA¢érgica;

e Porém, os pardmetros motores, como atividade locomotora espontanea, agilidade
vertical, forca e coordenagdao motora, assim como comportamento tipo-ansioso,

nao foram alterados pelo tratamento repetido com MGO;

e O MGO induziu déficits cognitivos na memoéria de curto e longo prazos,
observando-se comprometimentos conforme a dose empregada, especialmente
nas maiores doses repetidas investigadas (25 e 50 mg/kg). Esses efeitos foram
detectados através de testes de memoria de reconhecimento, memoria espacial,

memoria aversiva € memoria de trabalho;
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A avaliacdo neuroquimica indireta de danos oxidativos através da quantificagao
dos niveis de 4-HNE e MDA nao revelou diferencgas significativas apos tratamento

com MGO;

Nao foram encontradas alteracdes nos niveis de Glo2, NA, 5-HT no hipocampo e
cortex pré-frontal, nem nos niveis de MGO no plasma, ap0ds o tratamento repetido

com MGO;

Entretanto, 0 MGO levou a diminui¢do de Glol principalmente no cortex pré-
frontal dos animais, contribuindo para enfraquecimento da capacidade da sua
detoxificagdo. Isso, portanto, corrobora os perigosos efeitos toxicos do MGO in

vivo,

Foram também detectados niveis de DA reduzidos no cértex pré-frontal dos
animais, apds tratamento repetido com MGO. Isso sugere possiveis novos efeitos
e mecanismos de agdo do MGO no SNC, capaz de agir sobre o sistema
dopaminérgico e a sua influéncia sobre a memoria de trabalho, bem como, sobre

processos cognitivos ligados a inteligéncia fluida em humanos;

Assim, o cortex pré-frontal parece ser uma estrutura vulneravel ao MGO in vivo,
uma vez que o mesmo diminuiu os niveis da principal enzima do seu sistema de

detoxificagdo celular (Glol) e os niveis do neurotransmissor DA;

O cotratamento do MGO com bupropiona, cetamina, muscimol, bicuculina ou
ZM1 ndo evitaram de maneira completa os prejuizos cognitivos causados pelo
MGO. Bupropiona, cetamina, muscimol e ZM1 foram capazes de impedir
parcialmente o déficit sobre o desempenho da memoria de trabalho observada no

teste de alternancia espontanea;
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O ZM1, um antagonista do receptor de AGEs (RAGE), foi capaz de prevenir os
déficits causados pelo MGO sobre a memoria de trabalho € a memoria aversiva de
curto prazo. Entretanto, 0 ZM1 ndo evitou os prejuizos sobre a memdaria espacial

de longo prazo causados pelo MGO nos animais;

Os resultados do cotratamento do ZM1 com o MGO sugerem a participagdo dos
AGEs nos prejuizos cognitivos causados pelo MGO e o bloqueio do RAGE como
um importante alvo terapéutico a ser usado visando a restauracdo de déficits

cognitivos causados pelo estresse dicarbonilico.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Além de um estudo dos efeitos do MGO sobre a homeostase da DA no SNC, outro
ponto interessante a ser melhor investigado ¢ sobre os receptores para DA. Os receptores de
dopamina das classes D1 e D2 sdo altamente distribuidos em neurénios dopaminérgicos € nao
dopaminérgicos, em varias regidoes do SNC de mamiferos (BEAULIEU & GAINETDINOV,
2011; ANZALONE et al., 2012). Os niveis de DA e a expressao de seus receptores, bem como
sua atividade regionalmente dependente, sdo criticos para a plasticidade neuronal e as funcdes
cognitivas (JAY, 2003; DALLEY & EVERITT, 2009).

Uma vez que através deste trabalho os déficits na memoria de trabalho observados
sugerem estar associados a uma deplecdo nos niveis de DA no cértex pré-frontal, e que a
bupropiona, cetamina, muscimol e ZM1 foram capazes de restaurar parcialmente estes déficits,
seria pertinente medir os niveis de monoaminas apos o cotratamento dessas drogas com o MGO.
Para que assim, a importancia do sistema dopaminérgico sobre os efeitos cognitivos causados
pelo MGO seja melhor compreendida. Além disso, apds observado que o antagonismo de
RAGE proporcionou efeitos benéficos, seria de interesse investigar a via de sinalizagdo
intracelular dependente do RAGE, avaliando a ativacdo do NF«B, expressio de RAGE e
mediadores pro-inflamatérios (FANG et al., 2010).

Considerando que em modelo de células HT22 de hipocampo de camundongos, o MGO
diminuiu os niveis de Glo2 que foram mediados por autofagia (DAFRE et al., 2017), seria,
portanto, importante investigar se a autofagia também ¢ induzida pelo MGO em modelos
animais.

Os resultados em parametros de memoria, obtidos através do protocolo experimental de
administracdes repetidas com MGO, também sugerem que o mesmo possa ser utilizado, ndo
somente para estudos futuros em relacdo aos mecanismos de acdo do MGO, mas também
explorado como um possivel modelo animal para o estudo de deméncia ou comprometimento
cognitivo leve (MCI). Além disso, o uso de inibidores da Glol, como estratégia clinica, deve
ser contrabalanceado pelos possiveis efeitos cognitivos negativos causados por um aumento do

MGO no organismo.
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ANEXO 1 — Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA/UFSC)

&

E=: Universidade Federal Comisséo de Etica no
= de Santa Catarina

UFSC

L

)

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Mecanismos de aA§Afo do metilglioxal, uma toxina endA%gena”, protocolada sob o CEUA n?
7245210616, sob a responsabilidade de Alcir Luiz Dafre e equipe; Barbara dos Santos; Gudrian Ricardo Lopes de Almeida; Jozimar
Carlos Szczepanik - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizagcdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté 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 Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reuniao 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 Santos;
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: Bioquimica
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 degradagao do metilglioxal (MGO) e o desenvolvimentos da
doenga neurodegenerativas. O Metilglioxal (MG) é um alfa-cetoaldeido de trés carbonos formado por diferentes rotas metabélicas,
sendo a glicélise a principal delas. O cérebro dos pacientes com a doenga de Alzheimer apresentam elevados niveis de produtos
avangados de glicagdo (AGE), menores niveis de glutationa e estresse oxidativo, os quais sdo estritamente correlacionados como
os 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 doenca autosomal rara da doenca de Parkinson. Além disto, o envelhecimento esta
associado a uma menor expressao da glioxalase 1 (Glo1l) em roedores e humanos. Estes exemplos realcam a relevancia em se
descobrir novos mecanismo de toxicidade do MGO. Por outro lado, em células HT22, 0 MGO modula a via o fator de transcricdo
Nrf2, induzindo a expressdo de defesas antioxidantes. Diversos estudos tem identificado a associacdo entre a expressao da Glol e
fenétipos comportamentais em vérias linhagens de camundongos. As evidéncias de alteragdes na expressao de Glol ou que niveis
de MG estariam associados a modulagdo do comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo em roedores. Sendo assim, propemos
um aprofundamento nos estudos dos mecanismo de agdo do MGO, envolvendo processos autofagicos.

Local do experimento: Departamento de Bioquimica, CCB, UFSC

Floriandpolis, 07 de outubro de 2016
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