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RESUMO

O glutamato é um dos mais importantes neurotransmissores excitatérios presentes no sistema
nervoso central e participa de uma variedade de processos fisiologicos, desempenhando papel
importante na plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria. Seu excesso leva a uma ativacdo
excessiva dos seus receptores, desencadeando excitacdo das células nervosas podendo leva-las
a morte e, essa tem sido apontada como causa de diversas doencas neurodegenerativas. O
glutamato monossadico (MSG) é um realgador de sabor amplamente utilizado na industria de
alimentos e, embora Varios agonistas glutamatérgicos especificos possam imitar os efeitos
toxicos do glutamato, o MSG é possivelmente o agente mais comumente utilizado para
caracterizar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na excitotoxicidade induzida
pelo glutamato. Ainda, diversos estudos tém demonstrado prejuizos de aprendizagem e
memoria em animais expostos a0 MSG. Ja esté estabelecido que o selénio (Se) é eficaz na
prevencdo de uma série de condicBes degenerativas, incluindo doencas inflamatdrias e
neuroldgicas e, estudos tém relatado que os compostos organicos de Se sdo capazes de melhorar
a memoria em roedores. O Selenofuranosideo é um composto organico de Se e sua capacidade
neuroprotetora foi demonstrada recentemente em um modelo de deméncia esporadica em
camundongos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o possivel efeito protetor do
selenofuranosideo frente ao prejuizo a meméria de longa duracéo, atividades das enzimas Na*,
K*-ATPase e AChE e estresse oxidativo em ratos Wistar machos com 5 semanas de idade
expostos a0 MSG. O MSG (2g/kg) e o selenofuranosideo (5 mg/kg) foram administrados por
via oral durante 10 dias. Nos dias 11 e 12, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais (open-field e esquiva inibitdria) e posterior eutanasia. Sangue, figado, rim,
cortex e hipocampo foram removidos para determinacdo dos parametros de estresse oxidativo
e bioquimicos. Ainda, os tecidos cerebrais foram utilizados para determinar a atividade das
enzimas Na*, K*-ATPase e AChE. Os resultados obtidos demonstram que a exposicao ao MSG
levou a uma alteracdo de memoria, observada através da diminuicdo no tempo de laténcia no
teste de esquiva inibitéria, acompanhada da diminuicdo da atividade da Na*, K*™-ATPase no
hipocampo e cortex. O tratamento com selenofuranosideo mostrou-se eficaz em proteger contra
0 prejuizo de memoria associado a exposi¢cdo ao MSG, atraves do aumento na laténcia no teste
de esquiva inibitéria e da atividade da enzima Na*, K*-ATPase no hipocampo. Nao houve
alteracdo nos parametros de estresse oxidativo avaliados e na atividade da AChE. Nossos

resultados sugerem que o tratamento com selenofuranosideo foi efetivo em melhorar a alteracéo



de memoria apresentada pelos animais expostos ao MSG e que esse composto pode ser um
potencial agente terapéutico alternativo para o tratamento de doengas neurodegenerativas.

Palavras-chave: glutamato monossédico, selenofuranosideo, Na*,K*-ATPase, memdria



ABSTRACT

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter present in the central nervous system. It
participates in a variety of physiological processes and plays an important role in synaptic
plasticity, learning and memory. Its excess leads to excessive activation of its receptors,
triggering excitation of nerve cells and may lead them to death, and this has been identified as
the cause of several neurodegenerative diseases. Monosodium glutamate (MSG) is a flavor
enhancer widely used in the food industry and, although several specific glutamatergic agonists
can mimic the toxic effects of glutamate, MSG is possibly the most commonly used agent to
characterize the cellular and molecular mechanisms involved in glutamate-induced
excitotoxicity. Also, several studies have shown learning and memory loss in animals exposed
to MSG. It is already established that the selenium (Se) is effective in preventing a number of
degenerative conditions, including inflammatory and neurological diseases, and studies have
reported that organoselenium compounds are able of enhancing memory function in rodents.
The Selenofuranoside is a new organoselenium compound and their neuroprotective capacity
was recently demonstrated in a sporadic dementia model in mice. The aim of this study was to
evaluate the possible protective effect of selenofuranoside against impairment to long-term
memory, the enzymes Na*, K*-ATPase and AChE activities and oxidative stress in male Wistar
rats at 5 weeks of age exposed to MSG. The MSG (2g/kg) and selenofuranoside (5mg/kg) were
orally administered for 10 days. In the days 11 and 12, the animals were subjected to behavioral
tests (open-field and inhibitory avoidance) and subsequent euthanasia. Blood, liver, kidney
cortex and hippocampus were removed for determination of oxidative stress and biochemical
parameters. Also, the brain tissues were used to determine enzymes Na*, K*-ATPase and AChE
activities. The results showed that exposure to MSG led to memory loss observed by decreasing
the latency time in the inhibitory avoidance test, accompanied by decreased activity of Na*, K*-
ATPase in the hippocampus and cortex. Treatment with selenofuranoside proved effective in
protecting against memory loss associated with exposure to MSG by increasing the latency in
the inhibitory avoidance test and the enzyme activity of Na*, K* -ATPase in the hippocampus.
There was no change in the evaluated parameters of oxidative stress and the AChE activity.
Our results suggest that treatment with selenofuranoside was effective in improving the memory
impairment presented by animals exposed to MSG and that this compound can be a potential

alternative therapeutic for the treatment of neurodegenerative diseases.
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1 INTRODUCAO

H& muitos anos, os aditivos alimentares tém sido utilizados como realcadores de sabor,
corantes, conservantes, dentre outras funcdes (RANGAN; BARCELOUX, 2009). O glutamato
monossodico (MSG) é um dos aditivos alimentares mais utilizado do mundo e esté presente em
grande parte dos alimentos processados como realcador de sabor, pois aumenta sua
palatabilidade (BEYREUTHER et al., 2007; HUSAROVA; OSTATNIKOVA, 2013).

O glutamato (Glu) é um aminoacido ndo essencial encontrado naturalmente em muitos
alimentos nas formas ligada, como componente de proteinas e, na forma livre. Além disso, é 0
mais abundante neurotransmissor excitatorio presente no sistema nervoso central (SNC)
(JINAP; HAJEB, 2010). Ele participa de uma variedade de processos fisiolégicos e desempenha
papel importante na plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria. O excesso de Glu leva a
uma superativacdo dos seus receptores, desencadeando a superexcitacdo das células nervosas
podendo levé-las a morte através de um processo chamado “excitotoxicidade” (MEHTA et al.,
2013). Essa tem sido apontada como a causa de diversas doencas neurodegenerativas, agudas e
crbnicas, como a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica,
isquemia, entre outras (LAU; TYMIANSKI, 2010).

Estudos recentes tém demonstrado prejuizos de aprendizagem e memoria em animais
expostos ao MSG. Efeitos adversos foram observados ap6s repetidas administracdes de MSG,
demonstrados através do prejuizo na memoria de reconhecimento e, também, na meméria de
curto e longo prazo no labirinto aquatico de Morris. Estes resultados foram relacionados a
diminuicdo dos niveis plasmaticos e cerebrais de triptofano (KHALIQ et al., 2015). Também
foi demonstrada a relacdo entre a administracdo de MSG e 0 aumento do acimulo da proteina
B-amildide no hipocampo, que é uma caracteristica fundamental da doenca de Alzheimer,
sindrome neurodegenerativa progressiva caracterizada principalmente pela perda de memoria
e deficiéncia intelectual (DIEF et al., 2014).

Tem sido demonstrado que a Na*, K*-ATPase, uma enzima que utiliza a energia liberada
pela hidrélise de ATP para transportar Na* e K*, desempenha importante papel na plasticidade
neuronal e sinaptica, modulando a aprendizagem e a memoria (BRUNELLI et al., 1997; WYSE
et al., 2004; SCURI et al., 2007), além de regular a captacdo de Glu (ZHANG et al., 2015). A
enzima acetilcolinesterase (AChE), por sua vez, tem sido alvo de estudo como estratégia

terapéutica emergente para o tratamento de distdrbios cognitivos, como a doenga de Alzheimer
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(AD). Esta enzima é responsavel por regular os niveis de acetilcolina (ACh), um
neurotransmissor notavelmente envolvido nos processos de aprendizagem, memoria e atencao,
e gue participa da codificacdo de novas informaces, na fenda sinaptica (ROBINSON et al.,
2011). Ainda cabe salientar, que alguns estudos tém relacionado a excitotoxicidade do MSG
com o estresse oxidativo (RAMANATHAN et al., 2007; SHIVASHARAN et al., 2013;
SWAMY et al., 2013). Desta maneira, compostos com propriedades antioxidantes poderiam ser

uma alternativa na protecdo ou tratamento do dano oxidativo induzido por esse composto.

Ja esté estabelecido que o selénio (Se) € eficaz na prevencdo de uma série de condicGes
degenerativas, incluindo doencas inflamatdrias e neurolégicas, como a doenca de Alzheimer
(DA) (XIONG et al., 2007; LOEF et al., 2011). Os compostos organicos de selénio vém
ganhando espaco nas pesquisas como forma de tratamento das doencas neurodegenerativas,
melhorando a funcdo da memoria em roedores, sem induzir neurotoxicidade (ROSA et al.,
2003; STANGHERLIN et al., 2008; PINTON et al., 2010; SOUZA et al., 2010). Estudo prévio
demonstrou a capacidade neuroprotetora do selenofuranosideo, um novo composto organico de
selénio, constituido por uma molécula simples de carboidrato contendo uma molécula de Se,
em um modelo de deméncia esporadica do tipo-Alzheimer induzido pela injecéo
intracerebroventricular de AP2s.3s em camundongos (SPIAZZI et al., 2015). Desta forma, o
presente trabalho avaliou o efeito da exposi¢cdo ao MSG sobre a memdria, bem como o papel
protetor do selenofuranosideo frente aos danos induzidos pelo MSG em ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Memobria

A memoria é definida como a capacidade de armazenar informacgdes que possam ser
recuperadas e utilizadas posteriormente. Ela pode ser classificada de acordo com diferentes
critérios, por exemplo, de acordo com o tempo que duram e com o seu conteddo. De acordo
com o critério temporal, a memoria de curta duragdo (MCD) € definida como aquela que sé
pode ser evocada por um curto periodo de tempo, geralmente horas, ap6s a sua formagdo. A
memoria de longa duracdo (MLD) por sua vez, pode ser definida como aquela que pode ser
evocada dias, semanas ou anos apos a aquisicdo (IZQUIERDO et al., 1998). Ja de acordo com
0 seu conteudo, a memoria pode ser dividida em: memorias declarativas, como eventos, fatos,
conhecimentos. A memoria aversiva, por exemplo, é considerada um subtipo de memoria
declarativa. E, memodrias de procedimentos ou hébitos, que sdo aquelas que adquirimos e
evocamos de maneira mais ou menos automatica, como por exemplo andar de bicicleta
(IZQUIERDO et al., 2013).

A memodria resulta de, pelo menos, trés tipos de processamento diferentes, mas relacionados
entre si: aquisicdo, consolidacdo e evocacao. A aquisicdo representa a aprendizagem, refere-se
aos processos pelos quais novas informacgdes aprendidas sdo tratadas e processadas quando
encontradas pela primeira vez. A fixacdo e armazenamento de uma informacao recém adquirida
ou aprendida é chamada de consolidacdo. A evocacao é a recordacao, a lembranca daquilo que
foi aprendido previamente (IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000; DUDALI, 2004; SQUIRE, 2004).

Em modelos animais sdo utilizados diversos testes, baseados no aprendizado de tarefas
comportamentais, com o objetivo de elucidar os mecanismos envolvidos nos processos de
memoria. Um dos testes mais utilizados € a esquiva inibitoria. Este teste consiste em um
aparelho com a parte frontal confeccionada em acrilico transparente, o assoalho é formado por
uma grade de barras de bronze paralelas, separadas entre si por 1 cm. Na parte esquerda, sobre
a grade, ha uma plataforma com 2,5 cm de altura. O rato é colocado sobre a plataforma, com o
assoalho conectado a um estimulador elétrico. Na sessdo de treino, quando o animal desce da
plataforma e toca as grades com as quatro patas, recebe um choque elétrico de 0.5 mA. Para

avaliacdo da MLD, 24 horas depois da sesséo de treino, 0s animais sdo submetidos ao teste.
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Para avaliar o quanto o animal aprendeu durante a reexposi¢ao ao aparato, mede-se 0 tempo
que o animal leva para descer da plataforma (laténcia de descida). Quanto mais tempo o animal
permanece na plataforma, maior sera a laténcia de descida, significando que ele reteve a

memaria aversiva formada durante o treino.

Nessa tarefa, o0 animal aprende a associar o contexto do aparato, inicialmente ndo aversivo,
ao recebimento de choque elétrico. Este teste produz aprendizado a partir de uma Unica
tentativa, tornando-o ideal para o estudo de processos envolvidos na aprendizagem e memoria
(IZQUIERDO; MEDINA, 1997), envolvendo a represséo especifica da tendéncia natural dos
ratos para explorar o ambiente além da plataforma. Na tarefa de esquiva inibitoria, a formacédo
da memoria aversiva no rato estd associada a ativacao de receptores glutamatérgicos, aumento
nos niveis intracelulares de Ca?* e ativagdo de vias de sinalizacio que resultam em sintese de
novas proteinas (IZQUIERDO et al., 2006).

Diferentes tipos de aprendizagem envolvem estruturas cerebrais distintas para o
condicionamento inibitorio, tais como hipocampo e cortex entorrinal. A consolidacdo das
tarefas aversivas requer também a participacdo paralela do ndcleo basolateral da amidala
(IZQUIERDO et al., 2006; CAMMAROTA et al., 2008). O hipocampo ¢ a estrutura central da
formacdo de memorias declarativas de curta e longa duracdo. Ele € um importante centro de
plasticidade sindptica e sua atividade é amplamente modulada por outras areas como a amigdala
e o cortex entorrinal (IZQUIERDO et al., 2013). Essa estrutura € capaz de armazenar a memoria
de longo prazo durante horas ou dias e transferi-la gradativamente para regides especificas do
cortex. Quando ha um dano parcial no hipocampo, sdo produzidos varios graus de amnésia e,
quando esta estrutura é totalmente destruida, nada mais € consolidado e pouco pode ser
recordado (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; IZQUIERDO et al., 1998).

2.2 Glutamato

O glutamato é o mais abundante neurotransmissor excitatorio presente no SNC. Além de
neurotransmissor, o glutamato é um aminoacido ndo essencial encontrado naturalmente em
muitos alimentos nas formas ligada, como componente de proteinas e, na forma livre (JINAP;
HAJEB, 2010). Ele participa de uma variedade de processos fisiologicos e desempenha papel

importante na plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria; atuando também como
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mediador de informacdes sensoriais, coordenacdo motora e emocgdes (MEHTA et al., 2013). O
excesso de Glu leva a uma ativagdo excessiva dos seus receptores, desencadeando uma
superexcitacdo das células nervosas podendo leva-las a morte atraves de um processo referido
como “excitotoxicidade”. Esta tem sido apontada como causa de diversas doencas
neurodegenerativas, agudas e crénicas, como a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson,
esclerose lateral amiotrofica, isquemia, entre outras (LAU; TYMIANSKI, 2010).

Os receptores de glutamato incluem trés familias de receptores ionotropicos (iGIuR), que
sdo canais ibnicos cuja abertura € favorecida quando o glutamato liga-se ao receptor, séo elas:
N-metil-D-aspartato  (NMDA), éacido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propidnico
(AMPA) e Cainato (KA). E, trés grupos de receptores metabotrépicos (mGIuR), os quais sao
receptores acoplados a proteina G e participam dos mecanismos de resposta intracelular através
da ativacdo de segundos mensageiros. Atualmente, sdo conhecidos oito mGIuR diferentes
(mGIuR1-8). Eles estao dispersos por todo o sistema nervoso central, incluindo a amigdala, o
hipocampo e o hipotdlamo, onde regulam muitas fungdes metabolicas vitais (LAU;
TYMIANSKI, 2010).

Também cabe ressaltar a presenca dos transportadores de aminoacidos excitatorios
(EEATS), dentre os quais podemos destacar: GLAST (transportador de glutamato/aspartato,
também conhecido como EEAT1) e GLT-1 (transportador de glutamato, também conhecido
como EEAT?2). Estes sdo os dois mais importantes transportadores de Glu presentes no cérebro
e sua funcdo é remové-lo do espaco extracelular prevenindo sua alta concentracdo a valores
neurotoxicos. GLAST e GLT-1 sdo transportadores de glutamato sddio-dependentes (GIuTs)
que dependem dos gradientes de sodio e potassio gerados principalmente pela Na*, K*-ATPase
para gerar os gradientes ibnicos que levam a captacdo de Glu, ou seja, ha uma interacdo entre a
Na*, K*-ATPase e 0s GluTs para modular a captacdo de Glu (ZHANG et al., 2015).

O Glu é um dos principais neurotransmissores envolvidos na formacdo da memaria. Por
meio da ligagdo com seus receptores ocorrem alteragdes neuronais e ativagao de canais ibnicos
e mecanismos intracelulares, que resultam na sintese de proteinas e aumento da efetividade da
transmissao de informacdes. Este processo é chamado de plasticidade sinéptica, que parece ser
0 mecanismo pelo qual ha a formacéo da memoria (LAU; TYMIANSKI, 2010; MEHTA et al.,
2013).

A Figura 1 mostra como ocorre a neurotransmissao glutamatérgica. O Glu é liberado na
fenda sinéptica através da fuséo das vesiculas com a membrana pré-sinaptica. Apds a sua agdo

sobre 0s iGIUR (NMDA, AMPA e KA) ou mGIuR na membrana pds-sinaptica, o Glu pode ser



19

removido a partir da fenda sinaptica através de dois processos: recaptacao aos terminais pré-
sinapticos neuronais e captagdo pelas células gliais. Baixas concentragdes de Glu sdo captadas
pelas células gliais através dos EAATSs. Nos astrocitos, o Glu captado pelas células gliais é
convertido em glutamina (GIn) pela enzima glutamina sintase. Essa GlIn é captada pelos
neurbnios pré-sindpticos e convertida novamente a Glu pela agdo da glutaminase. No
citoplasma, o Glu é entdo empacotado em vesiculas sinapticas pelo transportador vesicular de
glutamato (vGLUT).
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Fonte: PINTO; RESENDE, 2014.
FIGURA 1 - Neurotransmissao glutamatérgica

2.3 Glutamato Monossédico

O glutamato monossédico (MSG) (Figura 2) é um dos aditivos alimentares mais utilizado
do mundo e esta presente em grande parte dos alimentos processados como real¢ador de sabor,
pois aumenta sua palatabilidade (BEYREUTHER et al., 2007; HUSAROVA,
OSTATNIKOVA, 2013). Sais de acido glutdmico foram descobertos pela primeira vez em
1908, quando o professor Kikunae lkeda, um cientista japonés, identificou o gosto Unico do

umami, que significa “delicioso” em japonés, atribuido ao acido glutamico. Ele o extraiu e
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identificou a partir do caldo preparado com algas marinhas kombu (IKEDA, 1909; JINAP;
HAJEB, 2010).

O O o) O
HO OH HO O Na*
NH,
NH,
Acido glutamico Glutamato monossodico

FIGURA 2 - Estruturas moleculares do acido glutdmico e do glutamato monossodico

Diversos estudos tém evidenciado os efeitos toxicos do MSG, o que tem levantado interesse
no seu crescente consumo como intensificador de sabor. Efeitos neurotoxicos, obesidade e
defeitos metabolicos, "sindrome do restaurante chinés" e efeitos prejudiciais aos 6rgaos sexuais
sdo 0s mais discutidos na literatura devido a sua ingestdo (HUSAROVA; OSTATNIKOVA,
2013). Ja foi demonstrado que em roedores, a administracdo de altas doses de MSG durante 0s
estagios iniciais do desenvolvimento do cérebro induz a destruicdo de sitios no hipotalamo,
resultando em anormalidades neuroenddécrinas (OLNEY, 1969; QUINES et al., 2014; ROSA et
al., 2015). Em animais jovens (4-6 semanas) foram observadas alteracGes
neurocomportamentais e acimulo de B-amildide no hipocampo ap6s a administracdo de MSG
(NARAYANAN et al., 2010; DIEF et al., 2014).

Embora vérios agonistas glutamatérgicos especificos possam imitar os efeitos toxicos do
Glu, 0 MSG ¢ possivelmente o0 agente mais comum que tem sido utilizado para caracterizar 0s
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na excitotoxicidade pelo Glu (MEHTA et al.,
2013; ZHOU; DANBOLT, 2014). Ele atua através da ativacdo dos iGIuRs e mGIuRs,
encontrados no SNC. A superativacdo desses receptores tem sido relacionada com a
excitotoxicidade e morte neuronal (LAU; TYMIANSKI, 2010; MEHTA et al., 2013). Em
muitos paises, ndo existem limitagcdes sobre a quantidade de MSG que pode ser adicionado ao
alimento. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece o limite
guantum satis, ou seja, o limite maximo de uso é baseado na quantidade suficiente para obter o
efeito tecnoldgico desejado, desde que ndo altere a identidade e a genuinidade do alimento

(BRASIL, 2010). Estima-se que em paises industrializados, o consumo médio diario de MSG
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por pessoa seja de 0,3 a 1,0 g, porém, essa quantidade depende do conteudo de MSG nos
alimentos e também das preferéncias individuais (GEHA et al., 2000).

2.4 Glutamato e o Sistema Nervoso Central

Em adultos, na maioria das regides do cérebro, a captacdo plasmatica de glutamato e outros
aminoacidos excitatorios é limitada pela barreira hematoencefalica (BHE). O transporte de Glu
através da BHE tem sido estudado através de ensaios de captacdo de células in vitro e métodos
de perfusdo in vivo. Os resultados demonstram que, em concentracdes fisioldgicas, o fluxo de
glutamato a partir do plasma no cérebro € mediado por um sistema de transporte de alta
afinidade na BHE. As concentracfes plasmaticas de Glu flutuam durante o dia, como resultado
de mudancas na dieta, metabolismo e turnover de proteina. Para atravessar a barreira, a maioria
dos solutos deve ou se dissolver e difundir através das membranas celulares da barreira, ou ser
transportados através de transportadores especificos na BHE. Para compensar a troca passiva
limitada, as células da BHE contém sistemas de transporte especificos que regulam o fluxo de
solutos chave do sangue para o fluido intersticial cerebral e liquor e vice-versa. Acredita-se que,
com uma grande dosagem sistémica, alguma absorcdo de Glu ocorra no cérebro (SMITH,
2000).

Concentragdes excessivas de Glu na fenda sinaptica geram um grande influxo de Ca?*
através dos receptores NMDA. O aumento da concentragdo de Ca?* intracelular gera acimulo
na mitocodndria, ativando os mecanismos intracelulares de excitotoxicidade que culminam em
apoptose celular (Figura 3) (MEHTA et al., 2013). Também, o excesso de Ca?* intracelular
pode causar edema, lise celular e, consequentemente, maior liberacdo de Glu. A liberacdo
exacerbada de Glu, por sua vez, gera a morte de outras células dando sequéncia a um ciclo de
degeneracdo no tecido e, como resultado de tal desregulacdo, ha prejuizo das funcbes de
aprendizagem e memoria (SZYDLOWSKA; TYMIANSKI, 2010; NYAKAS et al., 2011).
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FIGURA 3 - Excitoxicidade em neurdnios glutamatérgicos

2.4.1 Glutamato Monossodico e Memoria

Estudos recentes tém demonstrado prejuizos de aprendizagem e memaoria em animais
expostos a0 MSG. NARAYANAN et al. (2010) demonstraram em seu estudo que a
administracdo de MSG levou a alteragfes neurocomportamentais em ratos jovens, com 4 a 6
semanas de idade. Os autores observaram que os animais que receberam MSG apresentaram a
memoria de curta e longa duracao prejudicas através da diminuicdo da laténcia de entrada no
compartimento escuro. A administracdo concomitante de acido ascorbico protegeu contra essas

alteracdes.

DIEF et al. (2014) avaliaram o efeito do MSG no SNC de ratos com 5 semanas de idade
através de duas vias de administracdo: oral e subcutanea. Foi observado que as duas vias
induziram efeitos prejudiciais semelhantes ao SNC dos animais testados, como acumulo da
proteina B-amiloide no hipocampo, além da reducdo de AMPK e aumento dos niveis de Fas-

ligante, um mediador de apoptose. Sabe-se que o acimulo de B-amil6ide é uma caracteristica
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fundamental da doenca de Alzheimer, sindrome neurodegenerativa progressiva caracterizada
principalmente pela perda de memdria e deficiéncia intelectual (YAO et al., 2005; DIEF et al.,
2014).

Outro estudo também avaliou os efeitos adversos de repetidas administracdes de MSG na
memoria de ratos adultos. Seus resultados demonstraram que a exposi¢édo ao MSG prejudicou
significativamente a memoria de reconhecimento dos animais e, também, a memoria de curto
e longo prazo no labirinto aquéatico de Morris. Estes resultados foram acompanhados de uma

diminuicao dos niveis plasmaticos e cerebrais de triptofano (KHALIQ et al., 2015).

2.5 Na*, K*-ATPase

A Na*, K*™-ATPase é um complexo proteico associado a membrana plasmatica encontrado
em células animais, que utiliza a energia liberada pela hidrélise de ATP para transportar Na* e
K*. Essa enzima converte a energia quimica resultante da hidrélise do ATP em ADP + fosfato,
em trabalho mecéanico para transportar trés ions de Na* para o meio extracelular e dois ions de
K" para 0 meio intracelular através da membrana plasmatica (ZHANG et al., 2015) e, ela
mantém o gradiente idnico necessario para a excitabilidade neuronal (GAMARO et al., 2003).
No SNC, a Na*, K*-ATPase contribui de forma significativa para a manutencéo do gradiente
eletroquimico através da membrana plasmatica, potenciais de acdo, bem como a modulacéo da
liberacdo de neurotransmissores e sua captacdo. Consequentemente, uma diminui¢do na
atividade da Na*, K'-ATPase afeta diretamente a sinalizacdo de neurotransmissores, a atividade
neuronal e, também o comportamento. Foi demonstrada uma correlagdo significativa entre a
inibicdo da Na®, K*-ATPase e os déficits cognitivos em diversos modelos de doencas

neurodegenerativas como doencga de Alzheimer e Parkinson (LIMA et al., 2009).

Estudos demonstram que a Na*, K*-ATPase pode conduzir a captacdo de Glu nos astrécitos,
acdo que seria dependente da sua interagdo com os GluTs (ROSE et al., 2009; GENDA et al.,
2011). Alguns autores sugerem que, in vivo, a Na*, K'-ATPase e 0 GLAST ou GLT-1 formam
um complexo macromolecular e operam como uma unidade funcional para regular as sinapses
glutamatérgicas (Figura 4) (CHOLET et al., 2002; ROSE et al., 2009). Os GluTs dependem
criticamente do metabolismo energético e, em particular, da atividade da Na™ K*-ATPase,

assim, mudancas na atividade enzimatica podem regular a captacao de Glu via GluTs. Portanto,
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a concentracao extracelular de Glu é controlada através da sua captacdo pelos GIuTs nos
astrocitos, e é dependente dos gradientes de Na* e K* através da membrana plasmatica. A
eficaciada Na*, K* -ATPase na regulacdo da captacdo de Glu pelos astrécitos tem sido sugerida
através da sua interacdo com os GluTs, dessa forma a Na*, K* -ATPase torna-se um importante
modulador da captagdo de Glu via GluTs, mostrando-se um alvo potencial para a protecéo
contra a neurotoxicidade Glu-induzida (ZHANG et al., 2015).
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FIGURA 4 — Ciclo Glu-GlIn entre neurdnios e astrécitos

2.6 Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por regular os niveis de acetilcolina
(ACh) na fenda sinaptica. A ACh é um neurotransmissor notavelmente envolvido nos processos
de aprendizagem, memoria e atencdo, participando na codificagdo de novas informacoes
(ROBINSON et al., 2011). A enzima AChE responde a varios insultos, incluindo o estresse
oxidativo, evento que tem sido relacionado com a patogénese e progressao de uma variedade
de doengas do SNC (OZKUL et al., 2007). Alteragdes no sistema colinérgico foram

documentadas em pacientes com doengas neurodegenerativas, como a DA e, algumas
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evidéncias demonstram uma correlacdo positiva entre a intensidade dos sintomas clinicos de
deméncia e a reducdo dos marcadores corticais de atividade colinérgica, como os niveis de ACh
(GSELL et al., 2004).

Estudos tém demonstrado um aumento na atividade dessa enzima em regides proximas as
placas amildides em todos estagios da DA, incluindo nos estagios iniciais da doenga e, ainda,
tem sido observado que animais tradados com MSG tém apresentado aumento significativo nos
niveis da AChE (MADHAVADAS et al., 2014). Deste modo, esta enzima tem sido alvo para
as estratégias terapéuticas emergentes no tratamento de disturbios cognitivos, através da

inibicdo da sua atividade, por exemplo (SHEN et al., 2011).

2.7 Estresse Oxidativo

Evidéncias tém demonstrado que a excitotoxicidade esta relacionada com a geracdo de
radicais livres produzidos como consequéncia da ativacdo de enzimas dependentes do célcio,
como fosfolipase Az, 6xido nitrico sintase e xantina oxidase e, pela disfuncdo oxidativa
mitocondrial (METHA et al., 2013). O SNC ¢ especialmente vulneravel aos danos oxidativos,
como resultado da elevada taxa de consumo de oxigénio pelo cérebro, seu grande conteido
lipidico, elevados niveis de ferro e cobre, e a relativa escassez de enzimas antioxidantes em
comparacdo a outros tecidos (HALLIWELL, 2006). O estresse oxidativo (EO) é uma
caracteristica fundamental e precoce em doencas neurodegenerativas. Durante o0 metabolismo
basal ocorre a producdo constante de espécies reativas (ER), que sdo geradas, principalmente,
durante a respiracdo celular mitocondrial. A geracdo de ER é acompanhada da sua continua
inativacdo pela acdo de antioxidantes, visando manter a integridade estrutural e funcional das
biomoléculas. Quando ha um desequilibrio entre a formacgdo de ERs e as defesas antioxidantes
celulares, ocorre 0 EO. Essa condigdo pode acontecer devido um aumento da producdo de ER
ou por uma diminuicdo das defesas antioxidantes, ou ambos (HALLIWELL, 2011).

As ER sdo intermediarios com grande poder de oxidacdo provenientes do metabolismo
fisioldgico do oxigénio e nitrogénio, produzidas por alguma disfuncao bioldgica. Espécies que
contenham um ou mais elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia sdo chamadas de
radicais livres e sdo altamente reativas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Todavia, 0
termo radical livre ndo é o mais adequado para designar todos 0s agentes reativos, pois alguns

destes ndo possuem elétrons desemparelhados, como € o caso do peroxido de hidrogénio
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(H202). As EROs mais estudadas sdo o radical &nion superdéxido (O2™), radical hidroxila (OH")
e 0 peréxido de hidrogénio (H20.), mas h& também aquelas provenientes de moléculas
orgénicas como os radicais peroxila (RO") e alcoxila (RO"), e peroxidos organicos (ROOH)
(SIES, 1991).

Os agentes responsaveis pela inibi¢do e reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres
nas células sdo os antioxidantes. Estes agentes que protegem as células contra os efeitos dos
radicais livres podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou nao-enzimaticos
(BIANCHI; ANTUNES, 1999). Dentre as principais enzimas responsaveis pela defesa
antioxidante endégena podemos destacas a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx). J& entre as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas destaca-se a
glutationa (GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina) e
acido diidrolipdico. Ha, ainda, os antioxidantes exdgenos, que podem ser fornecidos através da
dieta, como o acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), o B-caroteno (pro-
vitamina A), minerais antioxidantes (selénio e zinco) e os flavonoides (BIANCHI; ANTUNES,
1999; HALLIWELL, 2000; 2006). A estimulacdo excessiva dos receptores de glutamato parece
ser o principal mediador para o EO intracelular (KUMAR et al.,2011). Assim, estudos tém
demonstrado que a administracdo de MSG leva a um aumento dos niveis de ER nos animais
expostos (RAMANATHAN et al., 2007; SHIVASHARAN et al., 2013; SWAMY et al., 2013).

2.8 Compostos organicos de selénio

O Selénio (Se) foi descoberto em 1817 e por muito tempo foi considerado toxico para
humanos e animais. Porém, estudos posteriores demonstraram que este elemento apresenta um
grande nimero de funcbes bioldgicas, sendo a mais importante o seu potencial antioxidante.
Esta atividade benéfica pode ser atribuida a sua presenca no sitio ativo de enzimas que possuem

atividade antioxidante, como a GPx e a tiorredoxina redutase (PAPP et al., 2007).

O Se é um elemento traco essencial na dieta, sendo encontrado em alimentos como a
castanha-do-para, alho, cebola, brocolis, cogumelos, cereais, pescados, ovos e carnes
(DUMONT et al., 2006). A recomendacéo de ingestdo diaria de Se varia entre 20-55 ug, de

acordo com a faixa etaria (IOM, 2006). Foi estabelecido que esse elemento € eficaz na
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prevencdo de uma serie de condi¢Ges degenerativas, incluindo doencas inflamatdrias e
neuroldgicas, como a DA (XIONG et al., 2007; LOEF et al., 2011).

Nas Gltimas décadas tém aumentado o interesse pelo estudo dos compostos organicos de
Se, uma vez que estes demonstraram ter atividades biologicas e promissoras propriedades
farmacoldgicas, como alta capacidade antioxidante, por exemplo. Estudos tém relatado que os
compostos orgénicos de Se melhoram a funcdo da memoria em roedores, sem induzir
neurotoxicidade (ROSA et al., 2003; STANGHERLIN et al., 2008; SOUZA et al., 2010). Entre
esses compostos podemos citar: o disseleneto de difenila [(PhSe).], o ebselen e o disseleneto de
p-metoxi fenila [(MeOPhSe).]. Além da propriedade antioxidante, esses compostos exibem
acao antinociceptiva (SAVEGNAGO et al., 2007), neuroprotetora (GHISLENI et al., 2003;
PINTON et al., 2011), hepatoprotetora (BORGES et al., 2008) e anticarcinogénica (DE
VARGAS BARBOSA et al., 2008).

O Ebselen, demonstrou efeito neuroprotetor em diferentes modelos experimentais. Foi
demonstrado que ele reduz a citotoxicidade induzida pelo Glu em cultura priméria de neurénios
através da inibicdo da ativacao dos receptores glutamatérgicos NMDAR (PORCIUNCULA et
al., 2001). Ja o (PhSe). demonstrou efeito preventivo contra o prejuizo de memoria induzido
pela escopalamina em camundongos (SOUZA et al., 2010) e, ainda, melhorou o desempenho
cognitivo de ratos no labirinto aquatico de Morris (STANGHERLIN et al., 2008) e a memoria
de longa duragéo no teste de reconhecimento de objetos (ROSA et al., 2003). O (MeOPhSe)
por sua vez, demonstrou efeitos neuroprotetores revertendo os prejuizos de aprendizagem e
memoria em um modelo de deméncia esporadica do tipo-Alzheimer induzida pela
estreptozotocina em camundongos (PINTON et al., 2010; PINTON et al., 2011; PINTON et al.,
2013).

2.8.1 Selenofuranosideo

O Selenofuranosideo (Figura 5) € um composto organico de Se, constituido por uma
molécula simples de carboidrato contendo uma molécula de Se. Estudo realizado por Spiazzi,
Soares et al. (2015) demonstrou a capacidade neuroprotetora do selenofuranosideo em um
modelo de deméncia esporadica do tipo-Alzheimer induzido pela injecéo

intracerebroventricular de Af2s3s em camundongos. J& Vargas, Soares et al. (2013),
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demonstraram que o selenofuranosideo foi capaz de restaurar a atividade da enzima 3-ALA-D
de ovario, em camundongos Swiss (fémeas adultas), apos exposic¢ao aguda ao Cd. Entretanto,
novos estudos sdo necessarios para compreender os mecanismos envolvidos nas acfes

terapéuticas deste composto.
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FIGURA 5 - Estrutura do selenofuranosideo
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor do selenofuranosideo sobre o prejuizo a memdria induzido pela

administracdo aguda de MSG em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito do MSG sobre a memadria em ratos tratados ou ndo com o selenofuranosideo

através dos testes comportamentais: open-field e esquiva inibitoria;

- Avaliar a atividade das enzimas Na*, K*-ATPase e AChE no hipocampo e cértex, apds a

administracdo de MSG e selenofuranosideo;

- Avaliar os parametros de estresse oxidativo no hipocampo e cértex, ap6s a administracao de

MSG e selenofuranosideo;

- Avaliar os parametros de no estresse oxidativo nos tecidos periféricos (figado e rim), apés a

administracdo de MSG e selenofuranosideo;

- Avaliar os parametros bioquimicos sanguineos, apés a administracdo de MSG e

selenofuranosideo .
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4 MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
manuscrito. As secOes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e
Referéncias encontram-se no proprio manuscrito. O mesmo esta apresentado na forma que sera

submetido ao periddico Physiology and Behavior.
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5 CONCLUSOES

Baseado nos resultados apresentados nesta dissertagdo pode-se concluir que:

e O prejuizo a memoria longa duracdo induzido pela administracdo aguda de MSG envolve

reducdo na atividade da enzima Na*, K*™-ATPase no hipocampo de ratos;

e A administracdo de selenofuranosideo protegeu contra o prejuizo na memaria de longa

duracdo induzido pelo MSG, bem como a reducdo na atividade da enzima Na*, K*-ATPase;

e O prejuizo na memoria de longa duracdo observado no presente estudo nao envolveu o

estresse oxidativo, nem a enzima AChE;

e A administracdo aguda de MSG e selenofuranosideo ndo causou toxicidade periférica,
demonstrado por meio da auséncia de alteracfes nos marcadores de dano hepatico e de estresse

oxidativo no figado e rins.

Assim sendo, este trabalho demonstra que o selenofuranosideo é uma alternativa promissora
para o estudo de drogas no tratamento de desordens de memdria. Entretanto, mais estudos sao
necessarios para elucidar quais os possiveis mecanismos de acdo do selenofuranosideo, e sobre

quais outros parametros em nivel de sistema nervoso central ele pode estar atuando.
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