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“If nothing we do matters,
then all that matters is what
we do.”

Angel, “Epiphany”
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RESUMO
Hiperglicinemia n&o cetdtica (HNC) é um erro inato do catabolismo da glicina
caracterizado por convulsdes, disgenesia do corpo caloso e atrofia cortical, porém o papel
da glicina, um co-agonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), nos mecanismos
desses achados clinicos ainda ndo esta claro. Assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar possiveis alteracbes bioquimicas e celulares causadas pela glicina.
Inicialmente, avaliamos os efeitos ex vivo de uma inje¢ao intracerebroventricular de glicina
sobre parametros de defesas antioxidantes e dano oxidativo em estriado, hipocampo e
cortex cerebral de ratos de 30 dias de vida eutanasiados 30 min apds a administragéo. A
glicina aumentou a atividade da superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e glicose-6-fosfato desidrogenase em estriado, sem
provocar dano oxidativo. Em experimentos in vitro, observaram-se aumento de niveis de
malondialdeido e diminui¢cdo nas concentra¢cfes de glutationa reduzida (GSH) em estriado
em um curto periodo de incubacao, implicando que o aumento das defesas antioxidantes
enzimaticas ex vivo ocorre em resposta a um dano oxidativo rapido. Em hipocampo,
houve diminuicdo nas concentracdes de GSH, no contetdo total de glutationa e na razéo
GSH/GSSG. Niao houve modificagdes em cortex cerebral. E possivel que a
heterogeneidade nos resultados seja devido a diferengcas na composicédo de subunidades
do receptor NMDA nas regides cerebrais, conferindo-as susceptibilidade diferencial ao
dano. Também se testou o efeito do bezafibrato, o qual atenuou o aumento da atividade
da GPx e preveniu os aumentos de SOD e GR, sugerindo que a inducdo de biogénese
mitocondrial causada pelo bezafibrato preveniu a producdo de espécies reativas em
primeiro lugar, e, assim, ndo houve a regulacdo positiva das enzimas antioxidantes.
Estudamos também os efeitos da injecdo de glicina sobre parametros celulares e
teciduais em animais neonatos eutanasiados 14 dias ap0s a administracdo. Houve
diminuicAo na marcacdo da proteina basica da mielina (MBP) e da glicoproteina
associada a mielina (MAG), envolvidas na estrutura da mielina, em estriado e corpo
caloso. Esse efeito foi possivelmente causado por reducdo do numero de
oligodendrdcitos, ja que observamos diminuicdo de NG2 em estriado, marcador de
precursores de oligodendrdcitos. A glicina também diminuiu o contetdo de NeuN e
aumentou a da proteina &cida fibrilar glial (GFAP) no estriado, sem alteracbes em cértex
cerebral. Por outro lado, o conteddo de NR1, a subunidade com sitio de ligacdo para
glicina no receptor NMDA, estava diminuida em ambas as estruturas cerebrais,
provavelmente por causa de feedback negativo da glicina. A gliose estriatal foi
acompanhada por aumento no conteudo do transportador de glutamato e aspartato
GLAST, porém ndo observamos alteracdo na captacdo de [3H]glutamato nos tecidos,
indicando que o aumento de proteinas astrocitarias ndo foi acompanhado de melhora de
funcdo dessa célula. Além disso, avaliamos a translocacédo do fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2) e do co-ativador de receptor ativado por proliferadores de
peroxissomos alfa (PGC1a) e o conteudo do fator de transcrigdo mitocondrial A (TFAM) 5
dias apos a injecdo de glicina em ratos neonatos. A glicina diminuiu o conteudo citosolico
do Nrf2 em cértex cerebral e o contetdo nuclear de Nrf2 em estriado, indicando dano a
resposta antioxidante dos tecidos. Ainda encontramos aumento da translocacdo do
PGC1a em cortex cerebral e diminuicdo do conteudo citosolico de TFAM. No estriado néo
houve alteragcdes nos conteudos de PGC1a e TFAM. Nossos resultados mostram
prejuizos em vias de sinalizagdo importantes para homeostase energética e redox celular,
representando possiveis mecanismos envolvidos no dano cerebral da HNC.



ABSTRACT

Non ketotic hyperglycinemia (NKH) is an inborn error of glycine catabolism characterized
by seizures, disgenesis of the corpus callosum and cortical atrophy, but the involvement of
glycine, an N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor co-agonist, in the mechanisms of these
clinical findings is not completely understood yet. Therefore, the aim of this work was to
investigate potential biochemical and cellular alterations caused by glycine. We initially
investigated the ex vivo effects of an intracerebroventricular injection of glycine on
parameters of antioxidant defenses and oxidative damage in striatum, hippocampus and
cerebral cortex of 30-day-old rats euthanized 30 min after glycine administration. Glycine
increased the activities of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR), and glucose-6-phosphate dehydrogenase in striatum, without
causing oxidative damage. We also performed in vitro experiments where we observed
increased levels of malondialdehyde and decreased concentrations of reduced glutathione
(GSH) in striatum after a short incubation, implying that the increase in antioxidant
defenses ex vivo occurs in response to early oxidative damage. In hippocampus, there
was a decrease in GSH concentrations, total glutathione content and in the GSH/GSSG
ratio. No alterations were found in cerebral cortex. It is possible that the heterogeneity of
our results is due to distinct compositions in NMDA receptor subunit in the brain regions,
conferring them differential susceptibility to damage. In this model, we also tested the
effects of bezafibrate, which attenuated the increase in GPx activity and prevented the
increase in SOD and GR activities, suggesting that the induction of mitochondrial
biogenesis caused by bezafibrate prevented the production of reactive species in the first
place, thus the upregulation of antioxidant enzymes did not occur. We also studied the
effects of glycine on cellular and tissue parameters in neonatal rats euthanized 14 days
after administration. There was a decrease in myelin basic protein (MBP) and myelin
associated glycoprotein (MAG) staining, involved in myelin structure, in striatum and
corpus callosum. This effect was likely caused by reduction in the number of
oligodendrocytes, once we observed a decrease of NG2 in striatum, a marker of
oligodendrocyte precursor. Glycine also decreased NeuN content and increased glial
fibrillary acidic protein (GFAP) content in striatum, with no alterations in cerebral cortex.
On the other hand, the immunocontent of NR1, the subunit that contains the glycine
binding site in NMDAr, was decreased in both brain structures, probably due to negative
feedback by glycine. The gliosis seen in striatum was accompanied by increased
glutamate aspartate transporter GLAST content, but [3H]glutamate uptake was not
modified by glycine in the tissues, indicating that the increase in astrocytic proteins was
not followed by ameliorated cell function. Additionally, we evaluated the translocation of
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator l-alpha (PGCla) and the content of mitochondrial
transcription factor A (TFAM) 5 days after a neonatal injection of glycine. We verified that
glycine reduced Nrf2 cytosolic content in cerebral cortex and the nuclear content in
striatum, indicating impairment in antioxidant response. Moreover, an increased
translocation of PGCla was found in cerebral cortex, where glycine decreased the
cytosolic content of TFAM in cerebral cortex. There were no changes in the striatal content
of PGCla and TFAM. Our results demonstrate impairment in important cell redox and
energy homeostasis pathways, which may represent possible mechanisms involved in the
neurological damage of NKH.
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.1 INTRODUCAO

[.1.1 Metabolismo da Glicina

A glicina € um aminoé&cido ndo-essencial, que pode ser obtido a partir da
serina pela acédo da enzima serina hidroximetiltransferase, com uso de piridoxal
fosfato como cofator, ou reacao reversa do sistema de clivagem da glicina
(SCG). A reacado reversivel da SCG também realiza a degradagcdo deste
aminoacido (Hamosh e Johnston 2001). Esse sistema é composto por trés
enzimas e uma proteina, fracamente associadas a membrana mitocondrial
interna: proteina P (glicina descarboxilase dependente de piridoxal fosfato),
proteina H (proteina carreadora contendo &cido lipoico), proteina T
(aminometiltransferase) e proteina L (dihidrolipoamida desidrogenase) (Kikuchi
et al. 2008). A funcéo orquestrada desse sistema ocorre como se fosse uma
reacdo em trés passos, ilustrados na figura 1. Alternativamente, a glicina
também pode ser interconvertida a serina pela reacdo reversa da serina
hidroximetiltransferase, ou, em menor proporcdo, oxidada a glioxalato pela
glicina oxidase. O SCG, no entanto, ainda € a principal via de degradacao da
glicina conhecida.

A glicina possui diversas funcdes, atuando como constituinte de
proteinas, substrato para vias biossintéticas e neurotransmissor. Por conter
apenas um hidrogénio na sua cadeia lateral, a interferéncia estérica da glicina €
minima, sendo, portanto, comumente encontrada nas regifes de alfa-hélice de
proteinas, tais como colageno e elastina (Hamosh e Johnston 2001). Além
disso, compbe o tripeptideo glutationa (GSH), e seu metabolismo esta

relacionado a sintese de purinas, creatina, porfirinas e folato para o



metabolismo de um carbono (Hamosh e Johnston 2001; Narisawa et al. 2012).
No cérebro, atua como neurotransmissor excitatorio, sendo um co-agonista de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA); ja no tronco encefélico, a glicina tem

acao inibitoria, ligando-se em receptores glicina (GlyR) (Dutertre et al. 2012).

GLICINA

co,

5,10-CH,HFOLATO  HFOLATO %,

Figura 1. Representagdo ilustrativa da reacdo do sistema de clivagem da glicina. Proteina P
(glicina descarboxilase dependente de piridoxal fosfato) em laranja, a direita; proteina H (proteina
carreadora contendo acido lipoico) em roxo, ao centro; proteina T (aminometiltransferase) em azul,
embaixo; proteina L (dihidrolipoamida desidrogenase) em verde, a esquerda. Reagdo em sentido horario:
a glicina é descarboxilada com concomitante reducdo de tiol no lipoato da proteina H, subsequente
transferéncia de grupamento metileno para o tetrahidrofolato (H4sFOLATO) e liberagdo de NHs; (ndo
ilustrado). Por fim, a proteina L reoxida grupamentos tiol do lipoato com a reducdo de NAD". Adaptado de

Kikuchi et al., 2008.

[.1.2 Erros Inatos do Metabolismo
O termo erro inato do metabolismo (EIM) foi usado pela primeira vez por

Sir Archibald Garrod, em 1908, para descrever a alcaptonuria, um defeito do
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catabolismo dos aminoacidos tirosina e fenilalanina, levando a elevada
excrecdo urinaria de &cido homogentisico na urina dos pacientes afetados.
Como um grupo, essas doencas sdo causadas por mutacBes genéticas, que
levam a sintese de proteinas disfuncionais (geralmente enzimas), causando um
blogueio na rota em que essa proteina é integrante. Ha, portanto, uma
diminuicdo do produto dessa via e um acumulo do seu substrato, o qual pode
ser desviado para rotas alternativas, produzindo metabdlitos secundarios
(Scriver 2001). Ja foram descritos mais de 1.000 EIM, os quais podem ser
divididos em defeitos em sintese, degradacéo, transporte ou armazenamento
de moléculas. Individualmente, essas doencas sdo bastante raras, mas como

um grupo, tém frequéncia estimada de 1:800 recém nascidos (Mak et al. 2013).

[.1.3 Hiperglicinemia néo cetotica

A hiperglicinemia n&do cetética (HNC), também chamada de
encefalopatia por glicina, € um erro inato do catabolismo da glicina causado por
mutacdes nos genes que codificam as proteinas do SCG, prejudicando sua
atividade. Aproximadamente 80% dos casos sdo atribuidos a mutagbes no
gene GLDC, que codifica a proteina P, 20% no gene AMT, que codifica a
proteina T, e apenas alguns casos reportados de pacientes com proteina H
defeituosa (gene GCSH) (Coughlin et al. 2017). H4, ainda, uma pequena
parcela de pacientes acometidos por HNC atipica, cuja mutacdo genética nao
ocorre nos genes que codificam proteinas do SCG em si, mas prejudicam a
sua atividade (Baker et al. 2014).

Apesar de a maioria dos pacientes serem deficientes para proteina P,

nao parece haver uma relagcdo entre mutacdo ou proteina deficiente com o
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fendtipo observado. A prevaléncia mundial da doenca € desconhecida, porém
um estudo multicéntrico estimou em 1:76.000 nascidos vivos (Coughlin et al.
2017). Por outro lado, acredita-se que a frequéncia da HNC seja subestimada
devido a dificuldades de diagnostico em regides carentes, diagnosticos
incorretos ou pacientes que falecem prematuramente sem diagnostico definitivo
(Zahid et al. 2019).

O fendtipo da HNC, similarmente a véarios outros EIM, é bastante
heterogéneo. Os pacientes geralmente séo classificados conforme a idade de
aparecimento dos sintomas, havendo as formas neonatal, infantil, tardia,
episbdica e transitoria. A sua apresentacdo mais comum € a forma classica ou
neonatal (85% dos casos), em que a sintomatologia se manifesta jA& nos
primeiros dias ou semanas de vida. Os sintomas mais marcantes s&o
convulsdes, frequentemente refratérias ao tratamento (Genc Sel et al. 2018), e
dificuldades respiratérias, como soluco e apneia (Panayiotou et al. 2017),
acompanhados de letargia, dificuldade de se alimentar e hipotonia, podendo
levar ao coma e a morte (aproximadamente 30% dos casos) (Hoover-Fong et
al. 2004). Dados da literatura sugerem que a gravidade da doenca esta
relacionada a precocidade do inicio dos sintomas (Swanson et al. 2015). Além
disso, observacfes clinicas sugerem que meninas parecem ter fenétipo pior
que meninos diagnosticados com HNC (Hoover-Fong et al. 2004; Swanson et
al. 2015).

Exames de imagem evidenciam atrofia cortical e cerebelar,
hipomielinizacdo (Genc Sel et al. 2018), vacuolizagéo difusa da mielina (Lim et
al. 2019), alargamento dos ventriculos e/ou da cisterna magna (Butler et al.

2017) e disgenesia do corpo caloso, sendo essa a malformagdo mais comum

9



em pacientes com HNC grave (Stence et al. 2019). Estudos post mortem
demonstram ainda degeneracdo da substancia branca e graus diversos de
gliose em pacientes com até 3 anos de idade (Shuman et al. 1978). Também
existem evidéncias de dano neuroldgico in utero (Paupe et al. 2002), o que é
sustentado pelo fato de que o corpo caloso se desenvolve no periodo
gestacional e que malformacdes nessa estrutura cerebral séo bastante comuns

(Goldstein et al. 2019; Weinstein et al. 2003).

1.1.3.1 Diagndstico

Considerando-se a inespecificidade dos achados clinicos observados na
HNC, o diagnostico depende da quantificacdo da glicina no liquido
cerebrospinal e no plasma, sendo uma razédo liquido cerebrospinal/plasma
maior do que 0,08 definitiva para diagnéstico (valor de referéncia < 0,02)
(Hamosh e Johnston 2001). Valores normais de glicina no plasma e no liquido
cerebrospinal variam de 104-254 uM e 3,0-7,0 UM, respectivamente, enquanto
um trabalho recente mostrou que pacientes com HNC neonatal apresentavam
até 2 mM de glicina no plasma e 510 uM no liquido cerebrospinal (Swanson et
al. 2015). Valores similares jA& haviam sido previamente demonstrados
(Tekinalp et al. 1995). Estudos com espectroscopia por ressonancia magnética
de prétons evidenciaram, em momentos de descompensacdo metabdlica, picos
de glicina no cérebro de pacientes de até 7,3 mM (Hamosh e Johnston 2001).
A pesquisa de acidos organicos na urina por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas é usada para diagnostico diferencial de acidemias
organicas com hiperglicinemia cetdtica, como as acidemias propibnica,

isovalérica e metilmalbnica. A analise mutacional e medida da atividade do
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SCG também séo utilizadas para a confirmacdo do diagndstico e em casos de
HNC tardia, pois esses pacientes apresentam pouca ou nenhuma alteracao
nas concentracdes de glicina (Applegarth e Toone 2001; Hamosh e Johnston

2001; Swanson et al. 2015).

[.1.3.2 Tratamento

O tratamento consiste no controle das convulsbes e diminuicdo das
concentracfes de glicina. Para isso, sdo usados dieta cetogénica (Kava et al.
2019; Shbarou et al. 2019) e/ou administracdo de anticonvulsivantes,
geralmente mais de um tipo em casos graves, com a ressalva de que deve ser
evitado o uso de valproato por causar aumento nos niveis de glicina nos
pacientes. A diminuicdo das concentracdes de glicina é feita pelo controle da
ingestao de glicina e serina na dieta e administracdo de benzoato de sddio, que
se conjuga com a glicina e favorece a sua excrecédo urinaria na forma de acido
hipurico (Bjoraker et al. 2016). Além disso, alguns pacientes séo tratados com
antagonistas de NMDAr, tais como dextrometorfano e cetamina, uma vez que
se acredita que as convulsfes apresentadas pelos pacientes se devem, ao
menos em parte, a ativacdo exacerbada desses receptores excitatorios, dos
quais a glicina € um co-agonista. Como a HNC é bastante heterogénea e
mesmo pacientes com fenotipos similares respondem diferentemente aos
tratamentos, é necessaria a analise de cada caso para determinar a estratégia

terapéutica mais adequada (Bjoraker et al. 2016; Van Hove et al. 1993).

1.1.3.3 Fisiopatologia
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Os exatos mecanismos responsaveis pelo aparecimento e progressao
do dano neurolégico caracteristico da HNC neonatal ainda nao estdo
totalmente esclarecidos. Nos EIM, é bem aceito que o0s metabdlitos
acumulados das rotas truncadas s&o potencialmente toxicos e podem ter
importante papel no mecanismo dos danos observados nessas doencas.
Nesse sentido, dados da literatura sugerem fortemente que a glicina esteja
diretamente relacionada aos sintomas e achados clinicos na HNC. Estudos in
vitro ja demonstraram que a glicina induz disfuncdo bioenergética e estresse
oxidativo em cértex cerebral e cerebelo de ratos jovens (Busanello et al. 2010;
Leipnitz et al. 2009; Moura et al. 2014). Trabalhos anteriores também
verificaram, em modelos ex vivo, que o aminoacido modifica parametros de
metabolismo energético e equilibrio redox em diferentes estruturas cerebrais de
ratos (Moura et al. 2013; Seminotti et al. 2011), e altera vias de sinalizacao
importantes para sobrevivéncia celular, como a via das proteinas cinases
ativadas por mitbgenos (MAPKSs) (Moura et al. 2018). Da mesma forma, em um
estudo com animais neonatos, foi observado que a glicina parece ser
particularmente prejudicial para o cérebro em desenvolvimento, ja que, além de
alteracdes nos mesmos parametros supracitados, também foram encontradas
alteracées celulares, como aumento de proteina B de ligacdo ao Ca** S100
(S100B) e proteina acida fibrilar glial (GFAP) cinco dias ap0s a exposi¢cao ao
aminoacido (Moura et al. 2016). Em modelos de HNC quimicamente induzida
em que foram administrados MK-801, um antagonista competitivo NMDAr, ou
melatonina, um antioxidante, foi observada a prevencao de alguns dos efeitos

causados pela glicina (Moura et al. 2018; Moura et al. 2016). Isso sugere que
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excitotoxicidade e estresse oxidativo estdo, ao menos parcialmente, envolvidos

no dano neuroldgico presente na HNC.

Também ha relatos de modelos da HNC em camundongos e zebrafish
geneticamente modificados no gene analogo ao humano GLDC (Pai et al.
2015; Riche et al. 2018; Santos et al. 2019). Estes trabalhos mostraram que os
animais knockout desenvolvem um fendétipo similar ao da HNC, com acumulo
de glicina, sendo que o0s camundongos ainda apresentam achados
neurolégicos similares (Pai et al. 2015; Santos et al. 2019), e os peixes,
hipotonia, a qual é possivelmente causada pela superativacdo tanto de NMDAr
como de GlyR. Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que a modulacédo da
concentracdo de glicina sinaptica recuperou a funcdo motora dos peixes,
reforcando a hipotese de que o acumulo de glicina estd mediando os achados
da HNC (Riche et al. 2018). Por outro lado, os camundongos desenvolvem
hidrocefalia (discutida a seguir) e malformacges encefalicas, mostrando-se um

modelo fidedigno de HNC (Pai et al. 2015; Santos et al. 2019).

1.1.4 Bezafibrato

Bezafibrato € um composto do grupo dos fibratos, amplamente usado no
tratamento de dislipidemias (Wang et al. 2015). Assim como 0S outros
farmacos desse grupo, o bezafibrato € um agonista de receptores ativados por
proliferador de peroxissomo (PPAR), ativando vias de sinalizacao e fatores de
transcricdo promotores de proliferacdo celular e biogénese mitocondrial (Wenz
et al. 2008). Além do seu uso classico, no tratamento de doencas
cardiovasculares (Goldenberg et al. 2008), o bezafibrato tem sido sugerido

como adjuvante terapéutico para doencas neuroldgicas (Corona e Duchen
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2015), e seu beneficio também ja foi demonstrado em modelos animais para
outros erros inatos do metabolismo (da Rosa-Junior et al. 2019; Grings et al.

2017).

1.1.5 Defeitos do tubo neural, hidrocefalia e o metabolismo de um
carbono

Espinha bifida e anencefalia sdo exemplos de defeitos do tubo neural
(DTN) que ocorrem por uma falha no dobramento embrionario do tubo neural
(Greene e Copp 2009). A hidrocefalia também é uma anomalia congénita que
leva ao alargamento dos ventriculos e subsequente patologia (Rekate 2009).
Embora sejam relativamente comuns, com prevaléncia de aproximadamente
1:1.000 nascimentos vivos, a exata causa dessas condi¢cdes ndo é conhecida
(Dewan et al. 2018). E bem aceito que envolva tanto fatores genéticos como
ambientais. Destes, o envolvimento do metabolismo de um carbono € um forte
candidato, ja que a deficiéncia materna de folato predispde ao aparecimento de
DTN, ao passo que a suplementacdo materna com &cido félico pode reduzir a
ocorréncia dessa condi¢cédo (Beaudin e Stover 2009).

A reacao do SCG produz 5,10-metilenotetrahidrofolato, um intermediario
do metabolismo de um carbono (Kikuchi et al. 2008). Sendo assim, é possivel
que deficiéncias no SCG também estejam envolvidas no aparecimento de DTN
(Narisawa et al. 2012). Além disso, deve ser considerado que a hidrocefalia
um achado caracteristico de aproximadamente 8% dos pacientes com HNC
(Hennermann et al. 2012; Hoover-Fong et al. 2004). Nesse sentido, alguns
dados ja demonstraram que existe uma relacdo entre os genes que codificam

as proteinas do SCG e DTN tanto em animais como em humanos (Narisawa et
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al. 2012). Em um modelo de camundongo knockout para o gene Gldc, o
analogo murino do gene GLDC humano, foi visto que esses animais
apresentam um fenoétipo condizente com HNC e ainda tém maior tendéncia a
terem DTN e hidrocefalia, os quais sdo totalmente prevenidos quando as
genitoras sao suplementadas com acido férmico, um doador de um carbono.
No entanto, outros aspectos caracteristicos da HNC nao séo alterados pelo
acido férmico, como a presenca de altas concentracdes de glicina (Leung et al.
2017; Pai et al. 2015). Nos estudos com este modelo, os animais que
sobreviviam ap6s 5 semanas tiveram uma frequéncia de hidrocefalia de 20-
25% entre os homozigotos mutantes (Pai et al. 2015).

Considerando-se essa relacdo entre o metabolismo de um carbono,
defeitos congénitos e o0 SCG e seus genes correspondentes, 0s quais ja sdo
expressos no neuroepitélio no dia embrionario E9,5 (Pai et al. 2015), fica clara

a importancia da atividade desse sistema ja no periodo gestacional.

1.1.6 Equilibrio redox

1.1.6.1 Espécies reativas e radicais livres

Os elétrons de uma molécula geralmente orbitam em pares. As
chamadas espécies reativas sdo moléculas instaveis e com alta reatividade,
portanto, sendo capazes de reagir rapidamente com outras moléculas. Essas
espécies reativas podem apresentar tanto elétrons pareados (em pares) quanto
desemparelhados. Contudo, no caso de espécies reativas com um ou mais
elétrons desemparelhados, ou seja, que estdo “sozinhos” em um determinado
orbital, essas sdo chamadas de radicais livres. Apesar de os radicais livres

serem instaveis, eles possuem diferentes niveis de reatividade; no entanto,
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devido ao elétron desemparelhado, todos os radicais livres interagem
facilmente com moléculas nao-radicais, podendo gerar novos radicais,
causando assim a perpetuacdo dessa reagdo (reacdo em cadeia) (Halliwell
1994). Um destes radicais livres é o hidroxil, que potencialmente reage com
quaisquer moléculas biologicas, tendo meia vida curta e assim oxidando
quaisquer moléculas préximas do seu sitio de formacdo, como &cidos
nucleicos, lipidios, carboidratos ou proteinas (Pastor et al. 2000).

Os radicais livres sao produzidos em diferentes processos fisioldgicos e,
portanto, possuem uma funcdo biologica. Nesse sentido, o 6xido nitrico € um
importante vasodilatador, ao passo que 0 anion superdxido, gerado pela
reducdo parcial de oxigénio molecular, € produzido por células do sistema
imune que visam eliminar agentes infecciosos (Halliwell e Gutteridge 1984).
Sabe-se também que o anion superéxido é produzido em quantidades
relevantes pela cadeia transportadora de elétrons. Os radicais ainda podem
reagir entre si, como o 0xido nitrico e o superéxido que, ao reagirem, produzem
peroxinitrito, um composto nao radical, porém toxico (Halliwell 1994). Por outro
lado, dentre as espécies reativas nao radicais, o perdxido de hidrogénio é o
mais abundante, sendo uma importante molécula sinalizadora de processos
celulares e que tem funcdo fundamental em peroxissomos, onde favorece a

degradacdo de outras moléculas.

1.1.6.2 Defesas antioxidantes
Considerando-se a velocidade de reacdo das espécies reativas com
moléculas biologicas, os organismos desenvolveram mecanismos de reparo e

prevencdo de dano oxidativo. Dentre esses mecanismos, as enzimas
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antioxidantes estdo entre os mais importantes, uma vez que podem otimizar o
clearance de espécies reativas, como a conversdo de anion superoxido, um
radical livre, em peréxido de hidrogénio, um ndo radical, a qual é catalisada
pela enzima superoxido dismutase (SOD). As células expressam diferentes
isoformas dessa enzima dependendo do compartimento, incluindo
mitocondrias, onde o vazamento de elétrons da cadeia transportadora €
considerado a mais importante fonte geradora de radicais livres das células
(Halliwell 1994). Tanto o peroxido de hidrogénio resultante da reducdo de
superoxido como aquele produzido fisiologicamente nos peroxissomos deve ter
sua concentracao finamente controlada. Para isso, as peroxirredoxinas sao as
enzimas mais importantes envolvidas na eliminacdo de peréxido de hidrogénio,
contribuindo para a regulacdo das concentracdes fisiologicas dessa molécula
para funcdes de sinalizacdo celular (Halliwell 2012). Além disso, enquanto 0s
peroxissomos expressam a enzima catalase (CAT), que finaliza a reducao do
peroxido de hidrogénio & agua, em outros compartimentos encontra-se a
enzima glutationa peroxidase (GPx), uma selenoproteina que, além de
detoxificar o peréxido de hidrogénio, também interage com perdxidos organicos
numa reacdo de oxirreducdo dependente da oxidacdo de GSH (Gutteridge
2007; Halliwell 1994). A GSH também ¢é utilizada pela enzima glutationa S-
transferase (GST), que a conjuga com Xxenobidticos, reduzindo a toxicidade
desses compostos. Para a manutencédo do pool de GSH, a enzima glutationa
redutase (GR) reduz novamente a glutationa oxidada (GSSG) com a oxidagao
simultanea de um NADPH. Por sua vez, € necessario também manter a razéo

NADPH/NADP® normal, o que é feito pela glicose-6-fosfato desidrogenase
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(G6PDH), enzima do ciclo das pentoses fosfato cuja reagcéo reduz o cofator
NADP*a NADPH e assim contribui para a reciclagem de GSSG em GSH.

A GSH é um tripeptideo composto por residuos de glutamato, glicina e
cisteina, sendo o grupamento tiol deste aminoacido o responséavel pelo seu
poder redutor. Além de funcionar como substrato de enzimas antioxidantes,
com sua funcéo redutora, também pode sequestrar diretamente moléculas pro-
oxidantes. A sintese de GSH ¢é limitada pela velocidade da enzima glutamato
cisteina ligase (GCL), seguida pela GSH sintetase, que adiciona o residuo de
glicina. Visto que a GSH é o antioxidante mais abundante em células de
mamiferos, muitas patologias estdo ligadas a desregulacdo da sua sintese.
Nesse contexto, ja estd bem descrito que os fatores de transcri¢do fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e fator nuclear kappa B (NFkB) podem
influenciar a sintese da GSH (Lu 2013).

Além dos antioxidantes enddgenos, 0s organismos também dispdem de
antioxidantes provenientes da dieta, como as vitaminas E e C, carotenoides e
flavonoides. Contudo, ha trabalhos sugerindo que antioxidantes sintetizados
pelas células sdo mais importantes, desde que ndo haja uma deficiéncia na
aquisicdo dos antioxidantes exdgenos que sdo essenciais para a sintese de

determinadas biomoléculas (Halliwell 2011).

1.1.6.3 Estresse oxidativo

Quando ha disturbios na remocéo de espécies reativas, um aumento da
sua producao, ou ambos, pode ocorrer 0 que se chama de estresse oxidativo,
em que as especies de oxigénio e nitrogénio interagem e oxidam biomoléculas.

Isso pode ocorrer em pequena escala, e as defesas antioxidantes devem ser
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capazes de conter e reparar o dano oxidativo. No entanto, havendo disfuncéo
nessas defesas ou produgédo exacerbada de radicais livres e ndo radicais, a
oxidacdo pode levar a modificagdes estruturais e consequente perda de
funcdo, como a modificacdo de grupamentos tidis em proteinas, peroxidagao
de lipidios de membrana, levando & sua desorganizacdo, entre outras
alteracOes, caracterizando o quadro de estresse oxidativo (Gutteridge 2007;

Halliwell 1994).

1.1.7 Sistema glutamatérgico

O glutamato € o principal e mais abundante neurotransmissor excitatorio
do sistema nervoso central, utilizado em cerca de 50-70% das sinapses
corticais (Kalivas 2009; Reis et al. 2009). Ele pode ser mobilizado pela
desaminacao da glutamina catalisada pela enzima glutaminase em neurdnios,
ou sintetizado de novo em astrdcitos por reacdes que utilizam o a-cetoglutarato

(Schousboe 2019).

1.1.7.1 Receptores glutamatérgicos

O glutamato age através de diversos tipos de receptores, 0s quais
podem ser divididos em duas categorias: receptores ionotrépicos e
metabotropicos. Os receptores ionotropicos, como 0 home sugere, Sd0 canais
ibnicos que, quando abertos pela ligacdo de um agonista, permitem a entrada
de determinados cations que desencadeiam diferentes agbes no meio
intracelular. Estes sdo os receptores cainato, acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazolpropionico (AMPA), & e o ja mencionado NMDAr (Cull-Candy et al.

2001; Traynelis et al. 2010).
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O NMDAr é um heterotetramero, necessariamente formado por pelo
menos duas subunidades 1 (NR1), onde se encontra o sitio de ligacdo da
glicina, e outras duas subunidades, sendo pelo menos uma delas é do tipo 2
(NR2), onde se encontra o sitio de ligacdo para o glutamato (Mayer 2016). Ja
foram descritas diversas combinacdes dessas subunidades entre si, incluindo
os diferentes tipos de NR2 e uma terceira (NR3) (Mayer 2016; Pinky et al.
2018), sendo que diferentes conformacgfes ja foram encontradas em regifes
cerebrais (Cull-Candy e Leszkiewicz 2004) e subpopulagbes neuronais e
conferem propriedades distintas ao receptor, além de serem diferentemente
expressas durante o desenvolvimento (Cull-Candy et al. 2001; Pinky et al.
2018). O funcionamento do receptor é dependente da ligacdo tanto do
glutamato, o agonista deste receptor, como da glicina, seu co-agonista. A
glicina se liga na subunidade NR1 e modula a amplitude e a duragao de
abertura do canal, permitindo o influxo de Ca* (Cummings e Popescu 2015;
Zhou e Danbolt 2014).

As sinapses via NMDAr estdo relacionadas, entre outros, com
plasticidade neural, e a disfuncdo desses receptores ja foi implicada em muitas
doencas, como acidentes vasculares cerebrais, esclerose multipla e doenca de
Parkinson (Lau e Tymianski 2010). O acumulo de glutamato na fenda sinptica
pode levar a excitotoxicidade, quadro caracterizado pela hiperativacdo dos
NMDAY, provocando um excesso de Ca?* intracelular. O tamponamento celular
desse cation é feito, primariamente, pelo reticulo endoplasmatico, porém ja foi
relatado que as mitocondrias também tém importante papel nesse processo.
Se o influxo de Ca®" persistir além da capacidade de tamponamento, a célula

fica suscetivel a disfungcbes da cadeia transportadora de elétrons e
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superproducdo de espécies reativas, o que pode levar a morte celular (Vishnoi

et al. 2016).

1.1.7.2 Transportadores de glutamato

Para evitar a excitotoxicidade, a concentracdo de glutamato na fenda
sinptica deve ser finamente controlada. I1sso é realizado pelos transportadores
de glutamato. J& foram descritos cinco destes, os chamados transportadores
de aminoacidos excitatérios (EAAT 1-5). O EAAT1, mais conhecido como
GLAST (transportador de glutamato e aspartato), € o Unico transportador
exclusivamente expresso na glia e representa a maior parte dos
transportadores em cerebelo, apesar de ser expresso por todo o encéfalo
(Danbolt et al. 2016). O GLT-1 (transportador de glutamato 1, EAAT2) foi o
primeiro transportador a ser descrito, provavelmente pela sua abundéancia, uma
vez que representa até 1% de todo o conteudo proteico no cérebro (Lehre e
Danbolt 1998). Estima-se que 95% de toda a captacdo de glutamato seja
mediada por GLT-1, que € majoritariamente expresso em astrécitos, porém
também estd presente em pequena proporcdo em terminais axonais (Danbolt
et al. 2016). O EAAT3 (carreador de aminoacidos excitatorios 1, EAAC1), por
sua vez, é exclusivamente encontrado em dendritos e soma de neurbnios, e
expresso em virtualmente todos os neurdnios através do sistema nervoso
central (Danbolt et al. 2016; Holmseth et al. 2012). Os EAAT4 e 5 sao
transportadores lentos e de alta condutividade a cloreto e, diferentemente dos

outros, tém menor importancia para o sistema nervoso central (Danbolt et al.

2016; Gameiro et al. 2011; Mim et al. 2005).

21



7

Uma vez que o glutamato é internalizado nos astrdcitos, a enzima
glutamina sintetase condensa uma molécula de aménia a esse aminoacido,
convertendo-o em glutamina, a qual ndo tem atividade sinaptica e pode ser
liberada com seguranca para captacao por neurdnios. Nessas células ocorre a
desaming¢ao de volta a glutamato pela glutaminase, fechando o chamado ciclo
glutamato-glutamina (Olsen e Sonnewald 2015). E bem aceito que astrdcitos
sdo os grandes responsaveis pela manutencdo da homeostase glutamatérgica

(Mahmoud et al. 2019).

[.1.8 Mielina

Os oligodendrécitos projetam longas extensées de sua membrana
plasmatica em camadas concéntricas em torno de axbnios (processos
mielinizantes), formando a bainha de mielina, uma estrutura formada por uma
membrana lipidica rica em glicofosfolipideos e colesterol. A mielina, ao
contrario do que se pensava anteriormente, ndo € uma estrutura passiva que
apenas facilita a condutividade axonal, mas também é importante para o
fornecimento de suporte metabdlico e trofico para o axdnio que envolve
(Kondiles e Horner 2018; Saab e Nave 2017). E importante ressaltar que o
proprio processo de mielinizacdo depende tanto de sinais intrinsecos do
oligodendrécito como vindos de outras células, tais como neurdnios (Monje
2018).

Ao contrario do sistema nervoso periférico em que a proporgéo € de um
axénio por célula de Schwann, muitos axdnios no sistema nervoso central
podem ser mielinizados por um unico oligodendrécito. A populacdo dessas

s

células €& mantida por seus precursores, as ceélulas precursoras de
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oligodendrdcitos (OPCs), células unipotentes que podem diretamente maturar a
oligodendrdcitos, ou fazer mitoses simétricas ou assimétricas, a ultima gerando
uma OPC e um oligodendrdcito, sendo as células mais proliferativas no cérebro
adulto. As OPCs estdo presentes desde o desenvolvimento pré-natal e
persistem até a idade adulta, formando novos oligodendrécitos (Monje 2018).
Essas células também sdo chamadas de glia NG2 devido a expressao de
antigeno proteoglicano condroitina sulfato neurénio/glia 2 (NG2), e representam
5-10% de toda a populacgéo celular no cérebro, distribuida igualmente em todas
as regides (Eugenin-von Bernhardi e Dimou 2016).

No sistema nervoso central, aproximadamente 30% do conteudo de
proteina da mielina correspondem a proteina bésica da mielina (MBP),
responsavel pela adesao das superficies citosélicas das camadas da mielina. A
MBP ¢é considerada a Unica proteina indispensavel para a formacédo da mielina,
e sua deficiéncia estd implicada em doencas com leucodistrofia como a
esclerose multipla (Boggs 2006; Han et al. 2013). A MBP interage amplamente
com lipidios da membrana e também com outras moléculas proteicas, como
actina, tubulina e especialmente calmodulina, cuja interagdo com a MBP
diminui a sua ligacdo com superficies lipidicas. Por sua vez, a glicoproteina
associada a mielina (MAG), assim chamada pela grande quantidade de
modificagdes poés-traducionais na sua estrutura, estd localizada na camada
mais profunda da mielina, na porcdo ndo compactada, e interage com
gangliosidios. Visto que animais deficientes para a MAG apresentam
neurodegeneracado, é possivel que a sinalizacdo a partir dessa proteina entre
oligodendrdcito e axdnio seja necessaria para a manutencédo dessas estruturas

(Han et al. 2013; Schmitt et al. 2015).
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[.2. OBJETIVOS

[.2.1 Objetivo geral

Considerando-se que 0s mecanismos neurotdxicos desencadeados pela
glicina que possam estar envolvidos no aparecimento e progressao dos
sintomas e achados neuropatoloégicos na HNC ainda ndo estdo totalmente
estabelecidos, o objetivo deste trabalho foi avaliar parametros bioquimicos e

celulares em cérebro de ratos apds a administracao intracerebral de glicina.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da glicina sobre:

a) Parametros de estresse oxidativo em diferentes estruturas cerebrais
de ratos de 30 dias de vida e o potencial protetor do bezafibrato sobre as

possiveis alteracoes;

b) Marcadores de neurdnios, glia e mielina em diferentes estruturas
cerebrais 14 dias ap0s a administracdo da glicina em animais de 1 dia de vida

(neonatos);

c) Parametros de homeostase glutamatérgica em cortex cerebral e
estriado 14 dias ap6s a injecdo do aminoacido em animais de 1 dia de vida

(neonatos);

d) Vias de sinalizacdo importantes para homeostase celular e
marcadores de dano celular 5 dias ap0s a injegdo do aminoacido em animais

de 1 dia de vida (neonatos).
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1.1 DISCUSSAO

A HNC é uma doenca genética de heranca autossdmica recessiva
causada por defeitos no SCG, levando ao acumulo de glicina nos liquidos
biolégicos e tecidos dos pacientes afetados. Os principais sintomas da doenca
sdo hipotonia, dificuldade de se alimentar, convulsGes e dificuldades
respiratorias que podem levar a oObito. A precocidade no inicio dos sintomas
geralmente esta relacionada a um pior prognéstico e, portanto, pacientes
acometidos pela forma classica neonatal da doenca geralmente apresentam
sequelas neuroldgicas mais graves (Swanson et al. 2015; Van Hove et al.
1993). Exames de imagem mostram atrofia cortical e cerebelar,
hipomieliniza¢éo, hidrocefalia e disgenesia do corpo caloso, um achado comum
da HNC que pode ser evidenciado ja no periodo gestacional (Butler et al. 2017;

Hamosh e Johnston 2001Hamosh e Johnston 2001; Pai et al. 2015).

Apesar de os mecanismos do dano cerebral caracteristico da HNC ainda
nao estarem totalmente elucidados, € bem aceito na literatura que o acumulo
de glicina, especialmente no sistema nervoso central, esta fortemente
relacionado com fendtipo (Hamosh e Johnston 2001; Hoover-Fong et al. 2004;
Swanson et al. 2015). A excitotoxicidade via NMDAr é frequentemente
implicada na HNC, mecanismo que pode provocar disfuncdo redox e
energética nas células, sendo que ambos efeitos ja foram observados tanto in
vitro como ex vivo em estruturas cerebrais expostas a glicina (Busanello et al.
2010; Leipnitz et al. 2009; Moura et al. 2013; Moura et al. 2014; Seminotti et al.
2011). Com relacdo ao cérebro em desenvolvimento, estudos realizados em

roedores nos periodos pré- e neonatal, utilizados como modelos para a HNC,
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evidenciaram alteragdes estruturais e celulares no cérebro desses animais
(Moura et al. 2016; Pai et al. 2015). Também foi demonstrado que
antioxidantes e moduladores do NMDAr alteram ou previnem os efeitos
deletérios da glicina, sugerindo fortemente o envolvimento de estresse
oxidativo e excitotoxicidade na patologia da HNC (Moura et al. 2013; Moura et
al. 2018; Moura et al. 2016). Ainda assim, pouco se sabe sobre vias de
sinalizacdo especificas potencialmente afetadas pela glicina, além de né&o
haver estudos abordando a neurotransmissdo glutamatérgica e a

hipomielinizacdo, esta um achado classico da HNC.

No primeiro capitulo desta tese, foram estudados os efeitos da glicina
em animais de 30 dias de vida sobre parametros de estresse oxidativo. Os
animais foram eutanasiados 30 min apdés a injecdo intracerebral do amino&cido
e tiveram estriado, hipocampo e cértex cerebral dissecados. Foi observado,
com relacdo a defesas antioxidantes, que a glicina induziu um aumento na
atividade das enzimas SOD, GPx, GR e G6PDH em estriado. Em contraste,
guando investigamos o0s parametros niveis de malondialdeido (MDA),
concentracbes de GSH, oxidagcdao de 2',7’-diclorofluoresceina (DCFH),
conteudo de grupamentos sulfidrila e formacéo de carbonilas, ndo observamos
modificacdes significativas em estriado. Em conjunto, esses achados sugerem
gue a glicina potencialmente inicia uma resposta pro-oxidante, a qual induz um
aumento na atividade dessas enzimas, removendo as espécies reativas
formadas e mantendo o conteddo de GSH normal, o que preveniu o dano
oxidativo. Em concordancia com essa hipotese, verificamos que a exposi¢ao in

vitro de sobrenadantes de estriado a glicina durante 20 min (curto periodo de
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tempo) ja foi suficiente para causar a diminuicdo das concentracfes de GSH e
o aumento dos niveis de MDA. De forma interessante, um estudo ja
demonstrou que um acumulo transitério de glicina por bloqueio do seu
transportador GlyT1 induz protecdo, a curto prazo, contra morte celular
mediada por excitotoxicidade (Pinto et al. 2015). Assim, pode ser especulado
que a exposicao direta a glicina seja capaz de induzir disfuncdo na homeostase
redox (abordagem in vitro), porém, quando administrada em um sistema
complexo (por exemplo, na abordagem ex vivo através da injecéo
intracerebral), € possivel que a ativacdo de determinadas vias de sinalizacao
provoque uma resposta protetora a esses efeitos toxicos causados pela glicina,
0 que incluiria uma upregulation de enzimas antioxidantes. Além disso, néo
podemos descartar a hipétese de que a concentracdo de glicina atingida pela
injecdo intracerebral tenha sido capaz de induzir adaptacdo, ao passo que a
concentracdo in vitro foi suficientemente elevada para causar dano

pronunciado.

Por outro lado, um trabalho anterior de nosso grupo evidenciou que a
administracdo intraestriatal de glicina (4 pmol) em ratos induz dano oxidativo
lipidico e proteico (Seminotti et al. 2011). Apesar de a dose utilizada nesse
estudo ser menor que a do presente trabalho (5 pmol), deve ser considerado
gue a injecdo no estriado possivelmente causa dano por ser uma aplicacao
direta nessa estrutura cerebral, o que seria similar ao experimento in vitro
realizado em sobrenadantes de estriado, em comparagdo a injegao
intracerebroventricular da glicina, a qual permite a difusdo do metabdlito por

todo o cérebro e ndo apenas numa estrutura cerebral isolada.
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Com relagao ao hipocampo, a glicina diminuiu a concentracédo de GSH e
o conteudo total de glutationa (reduzida e oxidada), além de ter diminuido a
razdo GSH/GSSG nessa estrutura, porém ndo alterou a atividade da enzima
GCL, o passo limitante da sintese desse tripeptideo. Sendo assim, outros
mecanismos nao investigados neste estudo devem estar envolvidos nesses
efeitos. E necessario ressaltar aqui que ndo apenas encontramos um aumento
na oxidacdo de GSH (formacdo de GSSG), mas também uma diminuicdo do
seu pool total, sugerindo menor sintese ou maior degradacao dessa molécula.
Ainda que a atividade da GCL ndo tenha sido alterada, € possivel que a
formacao de GSH tenha sido prejudicada no passo seguinte, reacdo catalisada
pela glutationa sintetase, cuja deficiéncia ja foi associada com anormalidades
psiquiatricas e cognitivas (Njalsson et al. 2005), ou ao nivel de fornecimento de
substrato, j& que estudos verificaram diminuicdo na sintese de GSH por
blogueio no transportador de cisteina XCT em outras condicbes patologicas

(Kritis et al. 2015).

Curiosamente, ndo foram observadas modificacbes em nenhum dos
parametros analisados em cortex cerebral. Outros trabalhos demonstraram que
nao apenas as estruturas cerebrais podem responder de maneira distinta a um
mesmo estimulo, sendo ele pré-oxidante (Piloni et al. 2017) ou antioxidante
(Franco-Enzastiga et al. 2017), mas mesmo as diferentes regifes corticais
podem apresentar respostas diferenciadas (Al-Amin et al. 2015). Isso pode
estar relacionado tanto a fisiologia das subdivisdes corticais bem como as suas
caracteristicas bioguimicas, visto que diferem até mesmo na capacidade de

captacdo de glutamato (Romanos et al. 2019). Portanto, pode ser especulado
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que a glicina provoque alteracdes redox em determinadas regifes corticais,
porém esse efeito ndo foi verificado em nosso estudo porque utilizamos todo o
cortex cerebral para a avaliacdo dos parametros, sem dissecar as diferentes
regides dessa estrutura. Além disso, ja foi descrito que o estriado e o
hipocampo reagem a insultos de maneira mais semelhante entre si,
comparativamente ao cortex cerebral (Franco-Enzastiga et al. 2017; Piloni et al.

2017).

Ha uma heterogeneidade em nossos resultados demonstrados no
capitulo I, que pode ter explicacdo nas diferentes caracteristicas bioguimicas e
metabdlicas das estruturas cerebrais estudadas. A propria expressdo do SCG
deve ser considerada, uma vez que nao trabalhamos com animais deficientes
para as proteinas constituintes desse sistema, sendo que hipocampo, cerebelo
e bulbo olfatério tém maior expressdo do SCG do que outras regibes cerebrais
(Sakata et al. 2001), provavelmente conferindo ao hipocampo uma maior
capacidade de metabolizar a glicina comparativamente as outras estruturas. O
hipocampo também €& mais eficiente no clearance de glutamato, tanto pela
difusdo pds-sinaptica mais rapida como pelo fato de seus transportadores de
glutamato terem maior tolerancia a saturacdo do que os do estriado. Enquanto
essas diferencas fisiologicas sdo importantes para que cada uma dessas
estruturas execute suas funcdes corretamente, é possivel que o clearance de
glutamato mais lento no estriado o torne mais susceptivel ao dano via NMDAr,
como por exemplo ocorre na doenca de Huntington (Pinky et al. 2018). Além
disso, as diferencas na composi¢cdo do NMDAr entre as estruturas encefalicas

também podem contribuir para a variacdo nos efeitos induzidos pela glicina que
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foram observados, visto que as diferentes subunidades conferem uma
afinidade diferenciada para esse aminoacido (Goebel e Poosch 1999). Nesse
contexto, receptores com subunidade NR2A sdo chamados sinapticos, tém
maior afinidade por D-serina e transduzem preferencialmente sinalizagédo de
sobrevivéncia, enquanto receptores contendo subunidade NR2B sé&o
extrasinapticos, tém maior afinidade por glicina e desencadeiam sinalizagédo
qgue induz excitotoxicidade e morte celular (Zhang e Luo 2013). Com isso em
mente, uma maior susceptibilidade do estriado ao dano parece ser plausivel
considerando que essa regidao expressa, proporcionalmente, maior quantidade
de NR2B do que NR2A, diferentemente do cortex cerebral e do hipocampo
(Cowan e Raymond 2006). Ha também diferenca na capacidade mitocondrial
de retencdo de Ca**, sendo que as mitocdndrias neuronais e astrocitarias no
estriado tém capacidade menor do que as corticais (Oliveira e Goncalves
2009), podendo levar ao extravasamento desse ion e inducdo de dano. Ainda
foi constatado em um estudo que o &cido quinolinico, um agonista NMDAr,
causa efeitos distintos em diferentes regides cerebrais com relagdo a dano
oxidativo (Vandresen-Filho et al. 2015), e em outro trabalho, foi observado que
a propria glicina provoca alteragdes bioenergéticas diferentes em cortex

cerebral e estriado (Moura et al. 2013).

Também estudamos os efeitos do bezafibrato sobre as alteracdes
provocadas pela glicina. O bezafibrato € um pan-agonista de receptores
ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR), e a ativacéo dessa via de
sinalizacdo promove a expressao de genes envolvidos no metabolismo de

lipidios e energético, defesas antioxidantes e biogénese mitocondrial, dentre
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outros processos (Corona e Duchen 2015). Esse composto € comumente
utilizado no tratamento de dislipidemias, porém estudos com modelos animais
de doencas neurodegenerativas como a doenca Huntington vém mostrando

seu potencial neuroprotetor (Johri et al. 2012).

Dentre as enzimas antioxidantes que tiveram sua atividade aumentada
pela glicina em estriado, o pré-tratamento com bezafibrato preveniu o aumento
na atividade da SOD e da GR, atenuou 0 aumento da GPx, porém néo teve
efeito sobre a atividade aumentada da G6PDH, nem sobre a diminui¢do nas
concentracbes de GSH hipocampal. Considerando-se que o bezafibrato
geralmente leva ao aumento na expressao de enzimas antioxidantes
(Chaturvedi e Beal 2013), nossos resultados sdo aparentemente contraditorios.
No entanto, pode ser sugerido que, pela inducdo de biogénese mitocondrial e
consequente aumento na expresséo de subunidades dos complexos da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (Valero 2014), a suposta
superproducao inicial de espécies reativas provocada pela glicina foi prevenida,
removendo a necessidade de promover a expressao génica de mais defesas
antioxidantes em primeiro lugar. Essa suposicao €é reforcada pelo fato de que
prejuizos na bioenergética e homeostase mitocondrial provocados por glicina
foram, de fato, encontrados anteriormente em outros modelos em periodos
relativamente curtos ap0s a administracdo de glicina (Busanello et al. 2010;

Moura et al. 2013; Moura et al. 2016).

Em conjunto, os achados do capitulo | demonstram uma maior
susceptibilidade do estriado aos efeitos toxicos da glicina, provavelmente

iniciados por um prejuizo na funcdo mitocondrial, que levaria a um desequilibrio
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redox e consequente dano celular. Além disso, vimos que o bezafibrato poderia
ser utilizado como adjuvante no tratamento da HNC, uma vez que demonstrou
efeitos benéficos no nosso e em outros modelos de EIM (da Rosa-Junior et al.

2019; Grings et al. 2017).

No segundo capitulo, utilizamos um modelo de injecéo intracerebral de
glicina (0,2 pmol) em animais neonatos, de modo a melhor mimetizar a forma
cldssica da HNC e estudar o impacto da glicina no cérebro em
desenvolvimento. Para isso, iniciamos com a andlise por fluorescéncia de MBP,
MAG e FluoroMyelin™, marcadores de mielina, em corpo caloso, cortex
cerebral e estriado de animais eutanasiados com 15 dias de vida. Nossos
resultados mostraram uma diminui¢cdo acentuada na fluorescéncia de MBP em
corpo caloso e estriado, e uma tendéncia a diminuicdo em cortex cerebral dos
animais do grupo glicina. Da mesma forma, a marcacdo de MAG foi
significativamente diminuida no corpo caloso, com tendéncia a reducédo no
estriado e sem alteracdo no cortex cerebral. A modificacdo na marcacao
dessas proteinas, esses experimentos, em conjunto com a marcacao com a
sonda lipofilica FluoroMyelin™, sugerem um prejuizo na organizacdo e
compactacao da mielina, mais evidente no estriado, onde os feixes axonais se
mostram mais difusos e menos compactados.

Alteracdes na MBP e MAG ja foram descritas em doencas
desmielinizantes (Boggs 2006), porém a ordem dos eventos néo é clara, isto €,
se a falta dessas proteinas leva a perda de mielina, ou se estdo diminuidas

porque ha menos areas mielinizadas. Nossos achados mostrando que o0s

feixes axonais estdo mais difusos devido a glicina sdo condizentes com o fato
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de MBP ser responséavel pela compactagcdo das camadas lamelares da mielina.
Além disso, a MBP e a MAG também interagem amplamente com lipidios das
membranas, e alteragbes nessa organizagdo podem modificar a conformacao
de outras proteinas associadas a membrana, além dos proprios lipidios,
potencialmente prejudicando a sinalizagdo. E importante lembrar também que a
MBP possui dois sitios de ligacdo para calmodulina, uma proteina responsiva
ao Ca**, podendo ter sua funcdo alterada por esse cation, assim como por
MAPKs (Boggs 2006), as quais ja foram demonstradas estar alteradas em um
modelo de HNC (Moura et al. 2018).

Contemplando a hip6tese de que a diminuicdo da MBP e MAG é
causada por alteracbes na propria mielinizacdo, deve-se pensar na
possibilidade de estar ocorrendo uma disfuncdo em oligodendrécitos, as
células mielinizantes no sistema nervoso central. Nesse contexto, um modelo
da doenca de Parkinson mostrou, por exemplo, que a deposi¢cao de a-
sinucleina diminui os niveis de MBP e leva a uma menor maturacdo de
oligodendrocitos em estriado, causando problemas de mielinizacdo nessa
estrutura ao longo do tempo (Grigoletto et al. 2017). Ainda deve ser
considerado que o0s oligodendrécitos expressam NMDAr responsivos a
glutamato, os quais sdo necessarios para controlar a liberacdo de lactato das
células gliais, majoritariamente dos oligodendrdcitos, a fim de suprir a demanda
energética axonal no corpo caloso (Meyer et al. 2018; Saab e Nave 2017). A
composicao desse receptor na mielina difere daqueles em neurdnios por conter
alta expressao subunidades NR2C/D e/ou NR3A (Paoletti e Neyton 2007), e

pode mediar dano & mielina por aumento do influxo de Ca®*, como comentado

anteriormente (Doyle et al. 2018; Rinholm et al. 2016), especialmente porque
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receptores que co-expressam subunidades NR1 e NR3 podem ser ativados
exclusivamente por agonistas do sitio de ligacdo da glicina, dispensando
glutamato para sua atividade (Pina-Crespo et al. 2010). Ainda tendo em vista
que o0s receptores estdo presentes nos processos mielinizantes dos
oligodendrécitos, é possivel que haja uma concentracéo relativa maior de Ca**
nesse local em resposta ao agonista (Karadottir et al. 2005). Nesse contexto, &
importante frisar que, apesar de culturas de astrocitos do corpo caloso
expressarem toda a maquinaria necessaria para o metabolismo do glutamato
(Goursaud et al. 2009), lesdes no corpo caloso induzidas por glutamato ja
foram documentadas in vivo (Starkey et al. 2017) e in vitro, esta
comprovadamente mediada por NMDAr (Zhang et al. 2013). Sendo assim, é
possivel que o NMDAr esteja mediando excitotoxicidade que leva ao dano a
mielina (Benarroch 2011).

O corpo caloso foi dramaticamente afetado no nosso modelo, em
concordancia com os achados clinicos da HNC (Swanson et al. 2015).
Diferentemente de outras malformacdes apresentadas pelos pacientes, como
hidrocefalia, que é principalmente relacionado ao metabolismo de um carbono
(Pai et al. 2015), a disgenesia do corpo caloso, apesar de ja ser visualizada em
estagio pré-natal (Paupe et al. 2002), parece estar ligada ao acumulo de
glicina, o que é reforcado pelo relato de um paciente afetado por HNC causada
por deficiéncia do transportador de glicina GLYT1, que também apresentava
malformacéo do corpo caloso (Alfallaj e Alfadhel 2019). Outras patologias do
sistema nervoso central, tipicamente associadas a mielina ou ndo, mostram
alteracdes no corpo caloso, como esclerose multipla (Beckmann et al. 2018),

doenca de Huntington (Pepin et al. 2016) e depressao (Coloigner et al. 2019),
87



porém os mecanismos do dano a substancia branca variam. Quanto a diferente
magnitude de efeito nas estruturas estudadas, dados da literatura sugerem que
0 corpo caloso é mais sensivel a dano do que outras regides. Isso ja foi
observado em estudos com modelos da doenca de Huntington caracterizada
por atrofia estriatal, mostrando comprometimento da mielina especialmente em
corpo caloso (Pepin et al. 2016), antecedente ao dano neuronal em estriado e
ligado aos oligodendrécitos (Teo et al. 2016).

A partir desses dados, surgiu-nos a seguinte questdo: o dano a mielina
causado pela glicina é devido a falta de OPCs (também chamadas de glia
NG2) e, portanto, de oligodendrécitos? Para tentar responder essa pergunta,
fizemos uma marcacdo por imunofluorescéncia de NG2, um marcador de
OPCs, e verificamos uma reducao na fluorescéncia total causada pela glicina
no estriado de animais de 15 dias de vida. A proteina NG2 nas OPCs esta
relacionada a vias de migracdo e sobrevivéncia, funcdo neuromodulatéria via
receptores AMPA e adeséo celular (Sakry e Trotter 2016). Além disso, 0 NG2
também é expresso em algumas populages de pericitos, células do sistema
vascular que compdem a barreira hematoencefélica, porém é sugerido que nao
tenha a mesma funcao nos dois tipos celulares, uma vez que glutamato induz
modificacdes estruturais em NG2 das OPCs que néo sado visualizadas em
pericitos (Eugenin-von Bernhardi e Dimou 2016). Dessa forma, o menor
conteudo de NG2 pode representar uma menor quantidade de OPCs, células
altamente mitoticas que mantém o numero de oligodendrdcitos, responsaveis
pela mielinizagcdo. Além disso, a diminuicdo na fluorescéncia dessa proteina
pode representar tanto uma perda de fungdo como uma diminuicdo no proprio

pool de glia NG2 (Sakry e Trotter 2016). Analisando em conjunto, NosSsos
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dados sobre mielinizagdo indicam que o comprometimento da mielina
verificado nos animais injetados com glicina pode ser por hipomielinizacao e/ou
desmielinizagéo.

Uma vez que nossos resultados indicam que as OPCs foram alteradas
pela glicina, decidimos determinar, por western blotting, o conteudo de
marcadores celulares de neurdnios e astrécitos em coOrtex cerebral e estriado
de animais de 15 dias, células que também podem ter sido afetadas pela
glicina e estarem envolvidas no dano a mielina. Verificamos que o
imunocontetdo de NeuN foi reduzido em estriado, sem alteracdo em cortex
cerebral. A marcacdo com a proteina NeuN é amplamente aceita e utilizada
como um marcador neuronal que nao faz distincdo entre os tipos de neurdnios,
e sua diminuicdo €, geralmente, relacionada a perda neuronal. Ressalte-se
que, apesar de o pico de expressdo de NeuN ser similar em cortex cerebral e
estriado, os neurdnios de cada estrutura maturam em momentos diferentes
(Duan et al. 2016), e a maturacdo modifica a expressdo de subunidades
NMDAr em cada regido, sendo que no estriado hd uma manutencdo de alto
conteddo de receptores contendo a subunidade NR2B (Cowan e Raymond
2006). Isso € fundamental para entender a maior vulnerabilidade do estriado a
dano excitotoxico, porque a expressao de NR2B aumenta a afinidade do
receptor a glicina (ao invés de D-serina) e a ativacdo exacerbada dos NMDAr
pode entdo estar ligada a toxicidade e morte celular, em contraste com
receptores com NR2A, cuja sinalizacdo geralmente promove sobrevivéncia
(Zhang e Luo 2013).

Nos ultimos anos, alguns estudos vém apontando a necessidade de se

interpretar com mais cuidado alteragcdes em NeuN, visto que este marcador €
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uma proteina que pode ter sua expressdo alterada em determinados
tratamentos ou periodos da vida (Duan et al. 2016). De fato, j& foi visto que a
delecdo dessa proteina causa aumento de sinapses excitatorias (Lin et al.
2016), o que é de especial importancia para o estriado, jA& que esta regido
recebe um grande input de sinapses glutamatérgicas (Reig e Silberberg 2016),
podendo entdo aumentar a susceptibilidade de células estriatais a
excitotoxicidade. Ainda, num trabalho anterior do nosso grupo, neste mesmo
modelo animal, foi observado que ndo h& alteracdo na marcacdo
imunofluorescente de NeuN em cortex cerebral ou estriado 5 dias ou 2
semanas apos a injecdo neonatal de glicina (Moura et al. 2016). Visto que
naquele estudo foi usada imunofluorescéncia, uma técnica que propicia uma
quantificacdo menos sensivel que a de western blotting, e que nao foi feita a
contagem de células, acreditamos que nossos achados ndo estdo em conflito
com os dados anteriores, e sim acrescentam a essa discussdo. Desse modo,
apesar de a diminuicdo de NeuN ndo significar, necessariamente, perda de
neurénios, é fortemente sugestivo de, pelo menos, prejuizos na funcao dessas
células. Além disso, danos a substancia branca estdo presentes mesmo em
doencgas neuroldgicas tipicamente “neuronais”, indicando uma relacdo entre
disfuncdo neuronal e desmielinizagéo (Saab e Nave 2017).

Quanto a GFAP, marcador de astrocitos, houve aumento no
imunoconteudo no estriado de animais de 15 dias apés a injecdo neonatal de
glicina. A GFAP é o principal filamento intermediario de astrocitos, logo é
amplamente utilizado para a identificacdo dessas células, mas também como
marcador de reatividade glial, principalmente pela relagcdo entre o aumento

dessa proteina com dano cerebral e neurodegeneracdo (Middeldorp e Hol
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2011). Sendo assim, como os marcadores anteriormente discutidos, um
aumento no imunoconteudo de GFAP pode ser interpretado como um aumento
no numero de astrocitos ou como um efeito direto na expressédo da proteina.
Dentre as fun¢des atribuidas a GFAP, pode-se citar o suporte a mielinizacao, a
formacgéo da barreira hemato-encefalica, o isolamento de tecido danificado e a
supressdao de proliferagdo neuronal, evidenciando a sua ébvia importancia ndo
sé para os astrocitos propriamente ditos, mas para todo o sistema nervoso
central (Brenner 2014). O aumento de GFAP tem sido claramente relacionado
a problemas na mielina, jA que uma das primeiras descricbes da proteina foi
em placas do cérebro de pacientes com esclerose mdultipla, compostas por
axonios desmielinizados e astrécitos (Middeldorp e Hol 2011). Nesse contexto,
a doenca de Alexander, uma doenca genética que provoca 0 aumento de
GFAP, é classicamente caracterizada por leucodistrofia. De forma interessante,
a morte neuronal ndo € comum na doenca de Alexander, mas quando ocorre,
parece ser correlacionada com areas de maior input glutamatérgico, inclusive
encontrando-se perda de neurdnios no estriado (Sosunov et al. 2018).
Similarmente a alteracdo na marcacdo de NeuN, a alteracdo em GFAP
também foi encontrada apenas em estriado, e ndo no cértex cerebral. Essa
diferenca pode ser explicada por diversos fatores, tais como a existéncia de
uma identidade molecular e morfolégica especifica em astrécitos dependendo
da regido em que se encontram (Chai et al. 2017) e pelo fato de que as
estruturas tém niveis constitutivos de GFAP distintos (Zhang et al. 2019) e,
desse modo, a sua resposta a lesbes & metabolicamente e temporalmente
diferente (Cragnolini et al. 2018; Pierozan et al. 2014). Finalmente, neurdnios e

astrocitos estriatais tém menor capacidade de retencdo de Ca?* do que os
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corticais, diferenca essa encontrada especificamente nas mitocondrias dessas
células, mas nao no reticulo endoplasmatico. E importante ressaltar aqui que o
Ca?" tem implicacbes diretas sobre a homeostase e sobrevivéncia celulares
(Oliveira e Goncalves 2009). Acrescente-se ainda que, em um modelo de
doenca de Parkinson, as lesfes estriatais afetaram areas distintas do cortex
cerebral (Becker et al. 2018), demonstrando mais uma vez a heterogeneidade
dessa estrutura e, retomando a discussdao do capitulo |, sugerindo a
possibilidade de dano em regides especificas do cortex cerebral, o que nao foi
avaliado no presente trabalho. Nesse contexto, o trabalho anterior do nosso
grupo com o mesmo modelo de injecdo neonatal de glicina demonstrou, por
imunofluorescéncia, aumento de GFAP em corpo caloso e de S100B em cortex
cerebral e estriado 5 dias apos a injecdo de glicina em ratos de 1 dia de vida
(Moura et al. 2016). Dessa forma, é possivel especular que, devido a essa
maior susceptibilidade a dano no estriado, essa regido se mantenha com
alteracBes astrocitarias aos 15 dias de vida do animal, enquanto o coértex
cerebral se recupera desse dano.

O passo seguinte foi o de investigar se ha alteracdes em proteinas
tipicamente relacionadas as fun¢des de neurbnios e astrocitos jA que foram
verificadas modificacdes em NeuN e GFAP. Para isso, realizamos a medida do
imunoconteudo proteico de NR1, a subunidade do NMDAr em que se encontra
o sitio de ligacéo para glicina, do receptor canabinoide 1 (CB1) e de GLAST,
transportador de glutamato exclusivamente expresso na glia.

A administracdo de glicina diminuiu o conteudo de NR1 nas duas
estruturas cerebrais estudadas. O mecanismo envolvido nesse achado parece

ser direto, ou seja, ja que essa subunidade tem o sitio de ligacao para a glicina,
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os resultados sugerem um feedback negativo pelo excesso de glicina apds a
injecdo desse aminoacido. De fato, j& foi visto que o contetdo proteico de NR1
tem uma downregulation em neurdnios apds a ativacdo excessiva de NMDAr,
numa sinalizacéo dependente de NR2B (Gascon et al. 2005), subunidade que,
como j& comentado, estid envolvida na inducdo de excitotoxicidade mediada
por glutamato (Zhang e Luo 2013). Outro aspecto importante é que a NR1 é
expressa ubiqguamente por todo o cérebro, sendo que a montagem do NMDAr é
necessariamente iniciada pela formacdo de heterodimeros de NR1. O
funcionamento adequado do NMDAr depende, portanto, da presenca de NR1,
cuja diminuicdo ja mostrou alterar comportamento em modelos animais (Finlay
et al. 2015) e modificar a regulacdo temporal do desenvolvimento do corpo
caloso (Elberger e Deng 2003), que também foi uma area bastante afetada em
nosso modelo. E relevante mencionar ainda que essa subunidade esta sujeita
a regulacdo redox através da oxidacdo de residuos de cisteina na sua
estrutura, o que diminui a sua atividade e culmina em uma menor expressao do
fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) (lbi et al. 2017), e que estudos
anteriores (assim como resultados do capitulo 1) ja mostraram que a glicina
altera a homeostase redox (Leipnitz et al. 2009; Moura et al. 2016; Seminotti et
al. 2011). Esses achados em conjunto sugerem potenciais alteracdes que néo
foram investigadas neste trabalho, tais como os niveis de BDNF. Por sua vez, o
imunocontetdo de CB1 né&o foi alterado em nenhuma das estruturas avaliadas,
o que reforca que a diminuicdo em NR1 seja de fato uma resposta regulatoria,
e nao simplesmente um reflexo de uma reducdo no nimero de neurdnios, ja
gque o CB1 é expresso em neurdnios e esta funcionalmente e fisicamente ligado

ao NMDAr (Sanchez-Blazquez et al. 2014).
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De acordo com os resultados anteriores em astrocitos, observamos um
aumento no imunocontetdo de GLAST em estriado apos injecdo de glicina,
sem efeitos sobre esse transportador em cortex cerebral. Comparativamente, o
GLT1 é mais expresso (Lehre e Danbolt 1998) e tem maior taxa de transporte
de glutamato do que o GLAST, porém este tem maior afinidade pelo substrato
(Rose et al. 2018). Por outro lado, tem sido sugerido que a importancia do
GLAST vem sendo, talvez, subestimada, j& que blogueio de GLT1 nao diminui
a captacao de glutamato na proporcao esperada, mesmo em condi¢cdes basais
(Pinky et al. 2018). O aumento de GLAST pode ser facilmente explicado pelo
aumento de GFAP, jA& que essas proteinas ndo sO estdo fisicamente
associadas, como também a GFAP é fundamental para a manutencdo de
GLAST nas membranas (Sullivan et al. 2007). Além disso, o aumento de
glutamato extracelular induz aumento no conteddo de GLAST (Munir et al.
2000), provavelmente num mecanismo compensatoério, o que estaria de acordo
com 0s nossos resultados e com achados em outros EIM (Lagranha et al.
2014).

Para averiguar se 0 aumento no conteddo de GLAST é acompanhado de
um aumento no transporte de glutamato, realizamos experimentos de medida
de captacdo de [*H]glutamato em cértex cerebral e estriado de animais de 15
dias. Nossos dados mostram que ndo houve diferenca na captacdo desse
neurotransmissor em nenhum dos tecidos avaliados. Ainda que tal resultado
fosse o esperado em cortex cerebral, foi relativamente surpreendente em
estriado, onde encontramos um aumento de GLAST. Deve ser considerado
que, apesar de exercerem a mesma funcéo, a expressédo de GLAST e GLT-1 é

diferentemente regulada, n&o se descartando um efeito sobre este
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transportador (Jimenez et al. 2014). Por isso, a nossa hipétese é que, embora
0s astricitos parecam estar respondendo ao insulto causado pela glicina, como
evidenciado pelo aumento de GFAP e GLAST, essa reacao nao culmina em
um melhor funcionamento dessas células. As alteracdes do imunocontetudo

proteico em estriado estao ilustradas na figura 2.
a) b)

NR1

SLAST; GLAST

GFAP GFAP

Figura 2. llustragcdo da localizacédo das alteracdes de imunocontetdo proteico encontradas em estriado,
comparando controle (a) e glicina (b). Astrocitos em amarelo/laranja, mostrando aumento de proteina glial
fibrilar &cida (GFAP) e transportador de aspartato e glutamato (GLAST); neurdnios em azul, mostrando a
diminui¢cdo de nucleo neuronal (NeuN) e de subunidade NR1 do receptor NMDA (NR1); oligodendrdcitos

em roxo, demonstrando a diminui¢do na glicoproteina associada a mielina (MAG).

Para melhor entender o passo seguinte de nosso estudo, algumas
consideracdes sdo importantes: 1) ha uma disfuncdo neuronal e glial
generalizada, especialmente em estriado; 2) astrdcitos, que sdo 0s principais
reguladores de homeostase redox e glutamatérgica, se mostraram
estruturalmente e funcionalmente alterados; 3) os efeitos causados pela glicina
parecem estar ligados com excitotoxicidade; e 4) estudos jA mostraram que a
glicina altera a homeostase redox, inclusive no mesmo modelo deste trabalho
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(Moura et al. 2016). Por esses motivos, decidimos avaliar parametros de
producdo de espécies reativas e dano oxidativo em cortex cerebral e estriado
de animais 14 dias apés injecdo neonatal de glicina. Foi verificado que a
oxidacdo de DCFH, concentracbes de GSH e niveis de MDA nédo foram
modificados pela glicina em cértex cerebral e estriado, o que foi surpreendente
tanto pela quantidade de altera¢gBes teciduais ja encontradas nesse modelo,
COmo por esses mesmos parametros ja terem se mostrado alterados
anteriormente. Em detalhe, Moura e colaboradores (2016) reportaram dano
oxidativo e modificacdo na atividade de enzimas antioxidantes em cortex
cerebral no modelo de injecdo neonatal de glicina. Nesse estudo, o0s
experimentos foram realizados 1, 5 e 10 dias ap6s a administracdo do
aminoacido, e foi observada uma maior magnitude de alteracdes em 5 dias,
como uma curva em sino. Com isso, hipotetizamos que os efeitos bioquimicos
da glicina estariam precedendo e, potencialmente, causando os efeitos
celulares e teciduais que observamos em 15 dias. Para avaliar isso, nos
propusemos a investigar a ativacdo de importantes fatores de transcricdo 5
dias ap6s a injecdo neonatal de glicina, partindo do pressuposto que as
alteragcbes nos parametros bioquimicos estariam sinalizando respostas
celulares que causariam uma compensacdo, tornando indetectaveis as
modificacdes nesses parametros no cérebro dos animais em uma idade maior.

A investigacdo dos fatores de transcricao foi feita pela medida de seus
imunoconteudos em fragcéo citosolica e fragdo enriquecida em nucleo de uma
mesma amostra de cortex cerebral ou estriado em animais de 6 dias de vida.
Iniciamos pela avaliagdo de Nrf2, um importante sensor de estresse oxidativo

nas ceélulas. Nossos resultados mostram que a glicina diminuiu o conteudo
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citosolico de Nrf2 em coértex cerebral, com consequente diminuicdo da razao
citosol/nucleo desse fator de transcricdo. Essa diminuicdo na razao, no entanto,
ndo parece refletir a uma maior translocacdo ativa do Nrf2, ja que em um
trabalho anterior ndo foi vista uma inducdo de enzimas antioxidantes nessa ou
em idades subsequentes (Moura et al. 2016). Por outro lado, pelo fato de que o
contetdo nuclear de Nrf2 ndo foi modificado, especulamos que esteja
ocorrendo uma disfungcdo na atividade de GSK3B, que € responsavel pela
exportacao desse fator de transcricdo apds sua ag¢do no nucleo (Liddell 2017).
Nesse sentido, ja foi visto que essa enzima pode ser inibida por estresse
oxidativo (Lavu et al. 2019), e que mesmo a ativacdo constitutiva de Nrf2
também pode causar aumento de espécies reativas (Kovac et al. 2015).

Ja no estriado, o conteudo nuclear de Nrf2 foi diminuido pela glicina,
com tendéncia em aumentar a razao citosol/nucleo. O controle do Nrf2 é feito
pela proteina tipo-Kelch associada a ECH 1 (Keapl), que mantém o Nrf2 no
citosol até que, havendo aumento de espécies reativas, a oxidacdo de tidis na
sua estrutura permite a liberacdo e translocacdo de Nrf2 para o nacleo, onde
exerce a sua atividade ligando-se a elementos de resposta antioxidante (ARE)
na regido promotora de genes de regulacdo redox e metabdlica e de
regeneracao de NADPH (Tonelli et al. 2018). Considerando que este ndo € um
efeito agudo da glicina, € possivel, como visto antes, que 0 aumento de
espécies reativas estimule maior expressdao de Nrf2, mas esse contetudo
elevado fica retido no citosol (Verma et al. 2018). Nesse contexto, iniciamos a
investigacdo de Keapl citosolico, mas a quantificacdo das densidades das

bandas do western blot ndo foi possivel devido ao intenso background (dados
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nao mostrados). Assim, sugerimos algumas alternativas para tentar explicar
nossos resultados.

Ha uma via ndo-canénica de regulacdo de Nrf2 que envolve diversas
cinases, incluindo a cinase extracelular regulada por sinal 1/2 (ERK 1/2) cuja
atividade é necessaria para a translocacéo nuclear de Nrf2 (Bruna et al. 2018;
Liddell 2017). Nesse sentido, um trabalho do nosso grupo evidenciou que a
glicina induz diminuicdo na fosforilagdo de ERK1/2 em cortex cerebral e
estriado de ratos neonatos (Moura et al. 2018). Foi visto ainda que a
melatonina é capaz de prevenir efeitos toxicos da glicina na mesma idade de 6
dias (Moura et al. 2016), e, nesse contexto, € bem evidenciado que esse
antioxidante é capaz de ativar a via do Nrf2 (Shah et al. 2017). Tais
observacdes sugerem que a glicina altera a translocacao do Nrf2 em estriado,
e que isso pode ser devido a danos na via da ERK. Dessa forma, concluimos
gue os resultados aqui verificados estdo alinhados com achados anteriores do
NOSSO grupo em ratos neonatos. Além disso, como a indugdo de Nrf2 parece
ser mais expressiva em astrocitos do que em neurbnios (Liddell 2017), é
possivel especular que nossos dados provavelmente reflitam, ao menos em
parte, um prejuizo na sinalizacdo por Nrf2 em astrécitos, que, por sua vez, sao
responsaveis pela manutencdo da homeostase redox em neurbnios,
novamente mostrando a integracdo das alteracbes celulares nos tecidos.
Também é importante considerar que a desestabilizacdo de Nrf2 ocorre de
maneira distinta em cada estrutura cerebral; portanto, € possivel que genes
diferentes sejam afetados em cortex cerebral e estriado (Ehrnhoefer et al.
2018), o que explicaria porque efeitos inicialmente similares em 6 dias tém

desfecho diferenciado em 15 dias de vida.
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Considerando-se que a sinalizagdo de Nrf2 também esta relacionada
com o processo de biogénese mitocondrial, a qual é classicamente controlada
pela cascata do coativador de PPAR 1a (PGC1a), e que os resultados do
capitulo | mostram que o bezafibrato, um indutor de biogénese mitocondrial,
afeta os efeitos provocados pela glicina, investigamos a ativagado de PGC1a e o
contetido citosolico do fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM) no nosso
modelo neonatal. Desta vez, tivemos resultados mais pronunciados no cortex
cerebral, onde encontramos aumento nos conteudos citosélico e nuclear e
diminuicdo da razao citosol/nucleo de PGC1aq, indicando maior translocagéo
desse fator de transcricdo, com concomitante diminuicdo de TFAM. Esses
dados estdo em aparente desacordo porgue tanto a translocacao de Nrf2 e a
expressao de TFAM séo promovidas por PGC1a (Gureev et al. 2019). Embora
TFAM seja um alvo downstream classico de PGC1a (Li et al. 2017), dados da
literatura evidenciam que suas expressdes nao estdo obrigatoriamente
correlacionadas (Remels et al. 2014; Rice et al. 2014). Nesse sentido, é
possivel que alteracdes no fator respiratério nuclear 1 (NRF1) estejam
envolvidas nos nossos achados, jA que este fator intermedeia a acdo de
PGC1a sobre TFAM (Li et al. 2017). Por sua vez, a glicina néo alterou o
conteudo estriatal de PGC1a ou de TFAM.

Apesar de os mecanismos que desencadearam esses efeitos sobre o
conteudo de PGC1a nao estarem claros, eles estdo de acordo com os efeitos
observados em 15 dias de vida, ou seja, de danos mais pronunciados em
estriado do que em cortex cerebral. Como ja mencionado, as mitocondrias
astrocitarias e neuronais do estriado sdo menos resistentes do que as corticais

(Oliveira e Goncalves 2009), e dados da literatura sugerem que isto pode ser,
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ao menos em parte, por diferencgas intrinsecas na sinalizacédo via PGCla em
resposta a insulto (Crescenzo et al. 2019), e a ativacao desta via poderia ter
efeito protetor no coértex cerebral. Um modelo knockout para PGCla em
camundongos mostra lesées espongiformes mais abundantes e pronunciadas
em estriado do que outras regides, inclusive o cortex cerebral (Lin et al. 2004),
0 que estd de acordo com o0 nosso modelo. A expressdo de PGC1a também
pode ser aumentada por estresse oxidativo (St-Pierre et al. 2006), o0 que esta
de acordo com nossos presentes resultados e um trabalho anterior de nosso
grupo demonstrando que a glicina induz estresse oxidativo em cortex cerebral
de ratos 5 dias ap0s a injecdo do aminoacido (Moura et al. 2016).

Os resultados apresentados no capitulo Il indicam que ha efeitos
bioguimicos sendo desencadeados pela glicina, os quais provocam mudancas
iniciais em vias de sinalizacdo importantes para homeostase metabdlica e
sobrevivéncia celular. Por sua vez, essas modificagcdes parecem ter efeitos
duradouros a médio prazo, pois tanto cOrtex cerebral como estriado tém
alteracdo na composicdo do NMDAr (diminuicdo do contetdo de NR1). Efeitos
importantes também sao vistos sobre a mielina, especialmente em corpo
caloso, a regido mais mielinizada de todo o cérebro. Além disso, também foram
observadas alteragbes em astrocitos, dando indicios de prejuizos no
metabolismo glutamatérgico e possivel inducdo de excitotoxicidade que, por
sua vez, explicaria a perda neuronal. Pelo que temos conhecimento, esses
efeitos da glicina ndo haviam sido reportados na literatura e apresentam
importantes correlacdes entre o acumulo de glicina e metabolismo energético e

redox. Nossos dados também relacionam o papel dos astrocitos sobre o
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sistema glutamatérgico e a mielinizacdo, indicando potenciais participantes do
dano neurolégico caracteristico da HNC.

Em conjunto, os dados apresentados nos capitulos | e Il reforcam a
nocao que o acumulo de glicina promove estresse oxidativo, evidenciado pelo
aumento da atividade de enzimas antioxidantes, diminuicdo de GSH e prejuizo
da sinalizacdo de Nrf2. O tratamento com bezafibrato, um pan-agonista de
receptores PPAR que leva a ativagdo do PGC1a utilizado no capitulo I, atenuou
ou preveniu as alteragOes provocadas pela glicina em estriado (Gureev et al.
2019). Além disso, o fato de a injecdo neonatal de glicina aumentar a
translocacdo desse coativador de transcricdo para o nucleo em cértex cerebral
esta de acordo com a auséncia de modifica¢cdes redox mostrada no capitulo |,
sugerindo que esta ocorrendo uma resposta adaptativa desse tecido em reacao
a glicina (Oliveira e Goncalves 2009). E possivel ainda que essas
caracteristicas intrinsecas do coOrtex cerebral possam ser refor¢cadas pelo pré-
tratamento com bezafibrato. Com isso, temos a perspectiva de que o
bezafibrato poderia beneficiar pacientes afetados pela HNC.

Especificamente com relacdo ao estriado, essa estrutura se mostrou
particularmente susceptivel aos danos causados pela glicina, o que ja foi
evidenciado, por exemplo, na doenca de Huntington. Nossa hip6tese de
trabalho é que a maior proporcao de NMDAr expressando a subunidade NR2B
nessa regiao contribua para esse fendmeno (Cowan e Raymond 2006), ja que
essa caracteristica geralmente confere uma maior susceptibilidade a inducéo
de excitotoxicidade mediada por glutamato (Zhang e Luo 2013), acrescido da ja
mencionada menor resisténcia das mitocondrias estriatais a dano (Oliveira e

Goncalves 2009).
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Nossos achados ainda sugerem que 0s astricitos sejam os pivos do
dano neurolégico na HNC, ja que indicam que a glicina induz uma gliose
“disfuncional”’, ou seja, que ndo €& acompanhada por melhora da funcéo
astrocitaria, como demonstrado pela medida da captacdo de [*H]glutamato,
potencialmente permitindo acumulo extracelular de glutamato e morte
excitotoxica de neurdnios. Considerando que o glutamato pode induzir lesdes a
mielina, inclusive no corpo caloso que € a area cerebral mais mielinizada
(Zhang et al. 2013), que a glicina per se ja pode causar hiperativacao de
NMDAr em oligodendrdcitos (Pina-Crespo et al. 2010), e que houve diminuicédo
tanto de proteinas estruturais da mielina como de NG2, marcador de OPCs, é
possivel que o dano a mielina causado pela glicina ocorra tanto por
hipomielinizagdo quanto por desmielinizagcdo com envolvimento do sistema

glutamateérgico.
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[11.2 Conclusdes

A glicina, metabdlito acumulado na HNC, induz alterag6es em neur6nios,
astrocitos e em glia NG2, além de prejudicar a homeostase redox em cérebro
de ratos. Observamos também importantes alteragbes na estrutura e
composicdo da mielina, em especial no corpo caloso, estrutura
caracteristicamente comprometida na HNC. N&o surpreendentemente, todos
esses efeitos parecem estar interligados, e nossos dados reforcam que isso
seja mediado pela glicina, via NMDAr, provocando alteragbes bioquimicas a
curto prazo, como nas vias de sinalizacdo do Nrf2 e do PGC1a, que
culminariam no dano cerebral observado a médio prazo no nosso modelo.
Além disso, a alteracdo em PGC1a, somada aos efeitos do bezafibrato sobre
os efeitos causados pela glicina, sugere esse composto como um potencial

adjuvante no tratamento para HNC.
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[11.3 Perspectivas

a)

b)

Avaliar, no modelo de HNC neonatal: o conteudo citosélico de Keapl
em cortex cerebral e estriado 5 dias ap0ds a injecdo de glicina; a co-
localizagdo da imunomarcagcdo de GFAP e NG2 com bromo-
deoxiuridina (BrdU), um marcador de proliferacdo, em cortex
cerebral, estriado e corpo caloso; o imunoconteudo de glutamina
sintetase em coértex cerebral e estriado e a imunomarcacéo para
GFAP e 04 (marcador de oligodendrécito) em cortex cerebral,
estriado e corpo caloso 14 dias ap0s a injecdo de glicina.

Estudar os efeitos da glicina sobre parametros de estresse oxidativo
e metabolismo energético e sobre vias de sinalizacdo (Nrf2 e PGC1a)
em culturas celulares de astrocitos e oligodendrdcitos.

Investigar o potencial efeito protetor do Infeprodil, um inibidor de
NR2B, sobre os efeitos da glicina em mielina, astrocitos e neurdnios

14 dias apds a injecdo neonatal de glicina.
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BBA Molecular Basis of Disease addresses the biochemistry and molecular genetics of disease
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development submissions may be declined without full review.

Given the complex regulation of gene expression by a vast network of miRNA's, manuscripts describing
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GUIDE FOR AUTHORS

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may choose to
submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing process. Only when
your paper is at the revision stage, will you be requested to put your paper in to a 'correct format'
for acceptance and provide the items required for the publication of your article.

To find out more, please visit the Preparation section below.

INTRODUCTION

BBA Molecular Basis of Disease addresses the biochemistry and molecular genetics of disease
processes and their models with a specific focus on human disease.

The section covers metabolic, membrane, receptor and immunological disorders, and includes the
biochemistry of differentiation disorders, tissue damage and aging. Manuscripts should emphasize the
underlying mechanisms of disease pathways and provide novel contributions to the understanding
and treatment of these processes. Highly descriptive and method development submissions may be
declined without full review.

Full-length research articles (Regular paper), brief reports (BBA Research Letters), review articles
and mini-reviews

Reviews and mini-reviews are typically commissioned by the Editors. All Review Articles
should be authoritative, state-of-the-art accounts of the selected research field, be of high interest,
balanced and accurate. Beyond summaries of important scientific developments and ideas, authors
are encouraged to identify and discuss how the field may be impacted or develop in the future,
including insights that may be of significance to the scientific community. All BBA Review Articles
undergo rigorous and full peer review, in the same way as regular research papers, and publication
cannot be guaranteed. The number of co-authors of review articles is limited to five and each author
is expected to make a substantial contribution to the writing of the manuscript.

Unsolicited reviews will be considered only in exceptional cases and should be preceded by a letter
of enquiry from the prospective author, who should be a recognized expert in the field of the proposed
article. Presubmission enquires may be sent to the Editorial Office (bbareviews@elsevier.com).
Specifically, authors must provide the following in their review proposal: 1) Title of the review; 2)
both your own and any co-author(s) affiliation and full contact details; 3) an explanation of the
current interest and significance to the broad readership of the journal, that is, compelling reasons
why the review should be considered; 4) a 500-600 word summary which clearly outlines what will
be discussed in the article, plus up to 20 key references that indicate the intended breadth of the
proposed article (please note that references should include work published in the past 2-4 years);
5) A list of the author(s)' most recent publication contributions (up to 5) which are relevant to the
field of the proposed review. Only proposals that include this information will be considered. Please
be sure to specify which one of the BBA journals you request to consider your proposal.

Reviews (full-length) should provide a comprehensive analysis on topics of broad interest to the
journal's readership. Reviews should be thorough, sufficiently critical and accommodate different
points of view. They should stand out from other recently published reviews on the same theme.
Although Reviews are not of any fixed length, they are usually 6,000 to 10,000 words in length
(excluding references and figure legends), include an abstract that is no more than 150 words, up to
100 references (should include titles), and a minimum of three figures/illustrations.

Mini-reviews are succinct, focused updates of the literature related to a question of current interest
in the scientific community (typically from the last 2-3 years). Subjects covered in Mini-reviews are
generally narrower, either in scope or depth, than those covered in full-length Reviews. They should
highlight/analyze/discuss recent and important findings and include the author's viewpoint on how
the subject relates to the current state of the field. Mini-reviews are usually 2000 to 4000 words in
length (excluding references and figure legends), include an abstract that is no more than 100 words,
up to 50 references (should include titles), and one to three figures/illustrations.

BBA Research Letters
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BBA Research Letters briefly report on original scientific observations that are either limited in scope
or preliminary in nature. The findings should be timely and of high significance for the relevant field
of research. With a focus on simple and succinct communication, BBA Research Letters do not include
headings or extensive introduction, nor do they include an abstract. They are limited to 1,500 words
(not including figure legends or references) and no more than 1 key figure or table; the reference list
should not exceed 15 entries. Up to 3 additional figures or tables may be included as supplemental
materials. The author name(s) and affiliation(s) should be placed at the end of the text.

BBA Research Letters are subject to review and must adhere to the quality standards and ethical
guidelines outlined in the general Guide for Authors.

Papers should bé éubmitted using the BBA Molecular Basis of Disease online submission system
http://ees.elsevier.com/bbadis. For questions on the submission and reviewing process, please
contact the Editorial Office at bbadis@elsevier.com.

BEFORE YOU BEGIN
Pleééé see our infbi'i'h.afion pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described
has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript should be in line with the
Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals and aim for the inclusion of representative human populations (sex, age and ethnicity) as
per those recommendations. The terms sex and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in
accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed. The sex of animals must
be indicated, and where appropriate, the influence (or association) of sex on the results of the study.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/
registrations, and grants or other funding. Authors should complete the declaration of interest
statement using this template and upload to the submission system at the Attach/Upload Files step.
If there are no interests to declare, please choose: 'Declarations of interest: none' in the template.
This statement will be published within the article if accepted. More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see '"Multiple, redundant or concurrent
publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information).
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Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader, should contain nothing which might imply that one individual is superior
to another on the grounds of race, sex, culture or any other characteristic, and should use inclusive
language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias, for instance by using 'he
or she', 'his/her' instead of 'he' or 'his', and by making use of job titles that are free of stereotyping
(e.q. 'chairperson' instead of 'chairman' and 'flight attendant’ instead of 'stewardess').

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the version to
be submitted.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access
articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.
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You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Elsevier journals comply with current NIH public access policy

Please visit our Open Access page from the Journal Homepage for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's Author Services.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Please submit the names, addresses, and e-mail addresses of 4 potential referees, as well as a
brief description of their expertise relevant to your manuscript. Suggested reviewers should be
individuals qualified to evaluate the work you have submitted. Editorial Board members who do not
have relevant expertise on the topic of your article should not be suggested. Please note that the
reviewers suggested may not be current, recent or extensive collaborators of yours, and cannot have
been involved in the preparation of the manuscript.

Please note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers
are used. Failure to provide appropriate reviewer suggestions as noted above may result in your
manuscript being returned to you without review.

Authors may request exclusion of certain referees if conflicts of interest are anticipated. However, no
more than 3 such names should be given. Entire groups, institutions or countries cannot be specified
for exclusion.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.
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References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing
data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Please ensure your paper includes page numbers - this is an essential peer review requirement.

Figures and tables embedded in text

Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption should
be placed directly below the figure or table.

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared
in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Key resources table

To enable reproducibility of the research, we encourage authors to submit a Key Resources Table,
which helps make the resources clear to readers. The Key Resources Table highlights the genetically
modified organisms and strains, cell lines, reagents and other resources essential to reproduce the
results presented in a paper. More information is available here https://www.elsevier.com/authors/
author-resources/key-resources-table
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Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via
search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of
your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look
at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use 'Highlights' in the file hame and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

A Regular paper should have a Summary of 100-250 words.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.
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Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of theirimages
and in accordance with all technical requirements.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaal.

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Standards for Reporting Enzymology Data (STRENDA)

This journal follows the recommendations of the STRENDA (Standards for Reporting Enzymology
Data) Commission of the Beilstein-Institut for the reporting of kinetic and equilibrium binding data.
Detailed guidelines can be found at (http://www.strenda.org/documents.html) or in this pdf file.

All reports of kinetic and binding data must include a description of the identity of the catalytic or
binding entity (enzyme, protein, nucleic acid or other molecule). This information should include
the origin or source of the molecule, its purity, composition, and other characteristics such as
post-translational modifications, mutations, and any modifications made to facilitate expression
or purification. The assay methods and exact experimental conditions of the assay must be fully
described if it is a new assay or provided as a reference to previously published work, with or without
modifications. The temperature, pH and pressure (if other than atmospheric) of the assay must
always be included, even if previously published. In instances where catalytic activity or binding
cannot be detected, an estimate of the limit of detection based on the sensitivity and error analysis
of the assay should be provided. Ambiguous terms such as "not detectable" should be avoided. A
description of the software used for data analysis should be included along with calculated errors for
all parameters.

First-order and second-order rate constants: see pdf for full instructions.

Electrophoretic gels and blots

Manuscripts reporting results from blots (including Western blots) and electrophoretic gels should
adhere to the following guidelines: In accordance with our policy on image manipulation, the image
should not be adjusted in any way that affects the scientific interpretation displayed, e.g. by strong
modification of the background or contrast. Authors should be able to provide original uncropped
and unadjusted blots and gels, including molecular size markers, upon request by the editor or any
of the reviewers. Similarly, in case the authors use multiple blots for protein quantitation (or draw
quantitative conclusions from the blots), the authors should be able to provide upon request pictures
of all full blots that have contributed to this quantitation for review purposes. Quantitation should
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only be performed using a minimum of 3 blots/gels, each obtained from separate experimental trials.
Cropped blots in the body of the paper should retain sufficient space above and below the band (about
six band widths). Any non-specific band should be labelled as such and an attempt should be made
to explain its nature The image should include all relevant controls, and controls should be run on the
same blot or gel as the samples. The image should also display the position of the molecular weight
markers. A figure panel may not include composite images of bands originating from different blots or
gels. If the figure shows non-adjacent bands from the same blot or gel, this should be clearly denoted
by vertical black lines and the figure legend should provide details of how the figure was prepared.
The submission of high-contrast gels and blots is discouraged, as overexposure may mask additional
bands. Authors should strive for exposures with gray backgrounds. Multiple exposures should be
presented in supplementary information if high contrast is unavoidable.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the
end of the article.

Image manipulation

While it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation for
purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly.
For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific feature within an image
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast,
or color balance are acceptable as long as they are applied to the entire image and do not obscure
or eliminate any information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma
settings) must be disclosed in the figure legend.

Digital images in manuscripts nearing acceptance for publication may be scrutinized for any indication
of improper manipulation. BBA Molecular Basis of Disease reserves the right to ask for original data
or images and, if these are not satisfactory, we may decide not to accept the manuscript.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

e For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

e Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:
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e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
e Supply files that are too low in resolution.
e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF) or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color reproduction in print. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication and a copy of the title page of the relevant article must be submitted.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/bba-molecular-basis-of-disease
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When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/
book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article
number or pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by
the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references
yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references (hnumbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.]. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢c.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] J. van der Geer, ].A.J. Hanraads, R.A. Lupton, 2018. The art of writing a scientific article. Heliyon.
19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z.
Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.
Reference to a website:

[5] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] [6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015. https://doi.org/10.17632/
Xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage
more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data
visualization options and how to include them with your article.
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Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your data. Data articles
ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly
available to all upon publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open
access fee of 600 USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data
in Brief website. Please use this template to write your Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple MethodsX
articles, a new kind of article that describes the details of customized research methods. Many
researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit their specific needs or
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setting, but often without getting credit for this part of their work. MethodsX, an open access journal,
now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible.
Authors are encouraged to submit their MethodsX article as an additional item directly alongside the
revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article will
automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an
open access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

e Full postal address

e Telephone

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

e All figure captions

e All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
For any further information please visit our customer support site at https://service.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.
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AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

© Copyright 2018 Elsevier | https://www.elsevier.com
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