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RESUMO

Diversas evidéncias sugerem que a inflamacdo tem papel critico na patogénese de
diversas doencas neurodegenerativas. Com o0 objetivo de avaliar o possivel
envolvimento de uma disfuncdo energética na neuroinflamacdo, no presente estudo
investigamos os efeitos da injecdo intracerebroventricular de lipolissacarideo (LPS) (50
pg) sobre a viabilidade mitocondrial, as atividades dos complexos da cadeia de
transporte de elétrons e de enzimas do ciclo do &cido citrico, bem como das enzimas
creatina quinase e Na*,K*-ATPase em cortex cerebral de ratos Wistar jovens 24 h apds a
administracdo do composto. A injecdo de LPS reduziu o potencial redox mitocondrial
(33 %), determinada pela reducdo da resazurina, bem como diminuiu a atividade da
enzima a-cetoglutarato desidrogenase (22 %), sem alterar as atividades das enzimas
citrato sintase, sucinato desidrogenase e dos complexos II, II-11l e IV da cadeia de
transporte de elétrons. Além disso, o LPS reduziu as atividades das enzimas creatina
quinase e Na* K*-ATPase (20 %). Esses resultados indicam que o LPS compromete a
funcdo mitocondrial e reduz as atividades de importantes enzimas envolvidas na
bioenergética e neurotransmissdo em cortex cerebral. Nossos achados sugerem que a
disfuncdo mitocondrial pode ser um dos mecanismos envolvidos no dano cerebral
apresentado por pacientes acometidos por doengas neurodegenerativas caracterizadas

por neuroinflamacao.

Palavras-Chave: Neuroinflamacdo, lipopolissacarideo, metabolismo energético

cerebral, creatina quinase, Na*,K*-ATPase



Destaques da Pesquisa

* Inflamacdo esta associada com diversas doencas neurodegenerativas.

* A injecdo intracerebroventricular (icv) de lipopolissacarideo (LPS) induz

neuroinflamacao.

* O LPS reduz a funcdo mitocondrial e as atividades de importantes enzimas do

metabolismo energético em cérebro de ratos.

* O comprometimento no metabolismo energético pode estar associado a patogénese de

doencas neurodegenerativas com envolvimento de neuroinflamacéo.



1. INTRODUCAO

A neuroinflamac&o é considerada um mecanismo de protecdo que isola a regido
do tecido cerebral danificada da area nao lesionada, reparando a matriz extracelular e
levando as células afetadas a morte (Correale e Villa, 2004). Por esse motivo, durante
décadas o cérebro foi considerado um 6rgdo “imunologicamente privilegiado” (Zipp e
Aktas, 2006). Além disso, uma serie de estudos bioquimicos recentes in vitro e in vivo
tém revelado que a inflamacdo no sistema nervoso central constitui a principal defesa do

cérebro contra danos e infeccGes em diversas condic@es fisiologicas ou patologicas.

A resposta inflamatoria do sistema nervoso central ocorre com a invasao
massiva de leucdcitos, o que leva ao recrutamento e ativacdo de células imunoldgicas
residentes. Todas as células neurais, incluindo a microglia, astrocitos, neurdnios e
oligodentrdcitos participam da resposta inflamatdria, sendo a microglia a mais
importante mediadora desse processo. Ativada da mesma forma que os mondcitos nos
tecidos periféricos, elas constituem a primeira linha de defesa contra patégenos e outras
lesbes ao tecido cerebral, liberando uma extensa variedade de mediadores pro e
antiinflamatdrios, tais como citocinas, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Ainda
que os mediadores antiinflamatorios possam contribuir para a neuroprotecdo, 0s
mediadores pro-inflamatdrios parecem participar ativamente na degeneracdo e morte de
neurdnios e estar envolvidos em diversos distlrbios neuroldgicos (Kerschensteiner et

al., 2009; Rothwell e Strijbos, 1995).

Conhecido pelo seu papel na ativagdo da resposta imune adaptativa, o
lipopolissacarideo (LPS) é o constituinte predominante da membrana externa das
bactérias gram-negativas. O LPS tem sido utilizado experimentalmente para estimular

respostas inflamatorias, inclusive no sistema nervoso central (Hauss-Wegrzyniak et al.,



1998). Essa resposta e primeiramente mediada pela microglia, mas diversas evidéncias
também sugerem uma importancia crucial também dos astrocitos (Farina et al., 2007).
Tanto a microglia quanto os astrocitos expressam o receptor toll-like tipo 4 (TLR4), que
faz parte da familia de TLRs e que reconhece especificamente o LPS (Carpentier et al.,
2008). Em um primeiro momento, o LPS se associa com a proteina de ligagdo ao LPS e
entdo com o0 CD14 presente na parte externa da membrana plasmatica das células. Esse
complexo LPS-CD14 promove a ativagdo do TLR4, levando a producdo de mediadores
pré-inflamatérios, como o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1), além
de ativar a transcricdo de diversas enzimas geradoras de espécies reativas (Cohen,
2002). Estas citocinas pro-inflamatérias atuam como moduladores tanto na transmissdo

neuronal normal quanto anormal no cérebro (Merrill, 1992).

Pacientes portadores de diversas doengas neurodegenerativas, incluindo
esclerose multipla, doenga de Alzheimer (DA), doenca de Parkinson (DP), doenca de
Huntington e esclerose lateral amiotrofica, apresentam elevacdo nos niveis de citocinas
e, portanto, estdo associadas com neuroinflamacédo crénica. Estudos neuropatoldgicos e
neuroradioldgicos sugerem que a resposta inflamatdria poderia ser o evento inicial na
perda neuronal responsavel pela progressdo dessas doencas (Nagatsu e Sawada., 2006).
A neuroinflamacdo cronica também estd associada a um aumento na producdo de
espécies reativas causado pela microglia ativada, levando ao estresse oxidativo (Tanaka
et al., 2006). Dessa forma, a liberacdo sustentada de mediadores inflamatorios resulta na
perpetuacdo do ciclo inflamatorio, caracterizado por ativacdo adicional de microglia,

proliferacdo dessas celulas e liberagdo de mediadores inflamatdrios.

Tecidos com alta demanda energética, como o cérebro, sdo mais susceptiveis a
dano em situacOes de redugdo do metabolismo oxidativo (Heales et al., 1999). Neste

contexto, a redugdo do metabolismo energético causado por disfun¢cdo mitocondrial



parece estar envolvida na patogénese de diversas condi¢des neuroldgicas onde também
ha envolvimento de neuroinflamagdo, incluindo deméncia, isquemia cerebral, DA e DP
(Blass, 2001; Brennan et al., 1985; Chinta e Andersen, 2006; Onyango e Khan, 2006;
Schurr, 2002). Aléem disso, diversas evidéncias sugerem que inflamacdo de curta
duracdo durante periodos criticos do desenvolvimento podem resultar em aumento na

vulnerabilidade cerebral e periférica tardia (Hagberg e Mallard, 2005).

Considerando que o processo inflamatorio e alteragbes no metabolismo
energético parecem estar envolvidos na patogénese de doencas neurodegenerativas, 0
presente trabalho investigou os efeitos da injecdo intracerebroventricular (icv) do LPS,
que representa um modelo de neuroinflamagdo, sobre importantes parametros de
metabolismo energético em cortex cerebral de ratos jovens. Os parametros avaliados
foram fungdo mitocondrial, atividades de enzimas do ciclo do acido citrico (CAC), dos
complexos da cadeia de transporte de elétrons (CTE), da creatina quinase (CK) e da

Na’ K*-ATPase em cortex cerebral de ratos jovens.

2. Material e Métodos

2.1.Animais e Reagentes

Foram utilizados ratos Wistar de 30 dias de vida obtidos do Biotério do
Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS. Os ratos tiveram livre acesso a agua e
ragcdo comercial padrdo e foram mantidos em ciclo de 12:12 h de claro/escuro em sala
de temperatura controlada (22+1°C). Todos os experimentos foram realizados de acordo

com ‘“Principles of Laboratory Animal Care” (publicacdo da NIH 85-23, revisada em



1996). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Todos os reagentes foram obtidos da

Sigma Chemical Co., Sdo Paulo, Brasil.

2.2. Administracdo intracerebroventricular (icv) de lipopolissacarideo (LPS)

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (75 e 10 mg/kg, i.p.,
respectivamente) e colocados em um aparelho estereotédxico. Dois pequenos orificios
foram feitos no créanio para a microinjecdo. Uma dose Unica de 50 pg de LPS (2 pL de
uma solucdo 25 mg/mL preparada em solugdo salina) foi lentamente injetada
bilateralmente durante 4 min nos ventriculos laterais utilizando-se agulhas conectadas
por um tubo de polietileno a uma seringa Hamilton de 10 pL. O grupo controle recebeu
injecdo de solucdo salina no mesmo volume. As agulhas (uma em cada ventriculo)
foram mantidas por mais 1 min e entdo suavemente removidas. As coordenadas para
injecdo foram as seguintes: 0,6 mm posterior ao bregma, 1,0 mm lateral & linha média e
3,2 mm ventral a partir da dura-mater (Paxinos e Watson, 1986). A posicao correta da
agulha foi testada em experimentos anteriores através da injecdo de 0,5 pL de solugédo

de azul de metileno (4% em solucdo salina) e posterior analise histoldgica.

Os animais que receberam administracdo icv de LPS ou salina foram
sacrificados 24 h apo6s a injecdo. O cortex cerebral foi entdo dissecado, homogeneizado

e utilizado nas determinagdes bioquimicas.
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2.3. Preparacao dos sinaptossomas

A fracdo de sinaptossomas representa uma preparagdo in vitro adequada para
avaliacdo de pardmetros de metabolismo energético em células neurais, uma vez que 0s
mesmos funcionam como mini células contendo mitocondrias. Os sinaptossomas foram
obtidos de cortex cerebral de ratos, seguindo a técnica previamente descrita por
Springer e colaboradores (1998). Primeiramente, os animais foram sacrificados por
decapitacdo sem anestesia e o cdrtex cerebral foi dissecado e homogeneizado em 15 mL
de solucéo tampé&o contendo sacarose 0,32 M, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM e Hepes 20
mM, pH 7,2. O homogeneizado foi centrifugado a 450 x g por 10 min a 4°C e o
sobrenadante transferido para um novo tubo. O sedimento restante foi ressuspendido em
15 mL de tampdo e centrifugado conforme descrito anteriormente. As duas fracGes de
sobrenadantes foram combinadas e centrifugadas a 20.000 x g por 10 min a 4°C e a
fragdo bruta contendo sinaptossomas foi ressuspendida em tampdo Locke (NaCl 154
mM, KCI 5,6 mM, CaCl, 2,3 mM, MgCl;, 1,0 mM, NaHCO3; 3,6 mM, glicose 5 mM,
Hepes 5 mM, pH 7,2). Apo6s a verificagdo da integridade das preparacGes
sinaptossomais, medida pela liberacdo de lactato desidrogenase, foi avaliada a fungéo

mitocondrial (reducdo da resazurina) e a atividade da Na*,K*-ATPase nessas amostras.

2.4. Preparacdo do homogeneizado de cortex cerebral

Para a determinacéo das atividades de enzimas do CAC, dos complexos da CTE
e da CK, o cortex cerebral de ratos administrados ou ndo com LPS foi homogeneizado
(2:20, p/v) em tampdo SETH, pH 7,4 (sacarose 250 mM, EDTA 2,0 mM, Trizma Base
10 mM e heparina Ul . mL™). Os homogeneizados foram centrifugados a 800 x g
durante 10 min e os sobrenadantes armazenados a -70°C até sua utilizagdo para

determinacéo das atividades enzimaticas.
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2.5. Determinagéo da integridade sinaptossomal

A integridade da membrana plasmatica sinaptossomal foi analisada pela
determinacdo da atividade da enzima citoplasmatica LDH no meio de incubagédo
extracelular. A atividade da enzima foi medida espectrofotometricamente de acordo
com o método de Bergmeyer e Brent (1974), seguindo a velocidade de converséo de
NADH para NAD" a 340 nm. A liberagdo de LDH foi expressa como porcentagem de
LDH total liberada, comparando com uma amostra com 100% de liberacdo obtida

através da adicdo de Triton X-100 0,1 % ao meio de incubacéo.

2.6. Estimativa da funcdo mitocondrial pela reducéo da resazurina

A determinacdo da reducdo da resazurina em preparacdes sinaptossomais foi
realizada de acordo com Springer e colaboradores (1998). A preparacdo sinaptossomal
(50 ng) foi pipetada em placas de 96 pogos na presenca de 10 uL de resazurina 0,1% e a
fluorescéncia foi medida 60 min apds a incubacdo, utilizando comprimento de onda de
excitacdo de 530 nm e de emissdo de 590 nm. Os resultados foram calculados como
unidades arbitrarias de fluorescéncia / mg de proteina e expressos como porcentagem do

controle.

2.7. Determinagdo das atividades dos complexos da cadeia de transporte de
elétrons (CTE)

As atividades da sucinato-2,6-diclorofenolindofenol (DCIP)-oxidoredutase
(complexo 1) e succinato:citocromo c¢ oxidoredutase (complexo II-Il1l) foram
determinadas em homogeneizados de cortex cerebral de acordo com Fischer e

colaboradores (1985). A atividade da citocromo c oxidase (complexo 1V) foi
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determinada de acordo com Rustin e colaboradores (1994). Os métodos utilizados para
a avaliacdo dessas atividades foram modificados de acordo com da Silva e
colaboradores (2002). As atividades dos complexos da CTE foram calculadas como

nmol / min / mg de proteina.

2.8. Determinacdo das atividades de enzimas do ciclo do &cido citrico (CAC)

As atividades das enzimas do CAC foram determinadas em homogeneizados de
cortex cerebral de ratos submetidos ou ndo a administracdo icv de LPS. A atividade da
citrato sintase (CS) foi medida de acordo com Shepherd e Garland (1969) através da
reducdo do DTNB a A= 412 nm. A atividade da a-cetoglutarato desidrogenase (KGDH)
foi avaliada de acordo com o método de Lai e Cooper (1986) e Tretter e Adam-Vizi
(2004), com algumas modificacdes. A reducio do NAD"* foi realizada em
espectrofluorimetro nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 340 e 466
nm, respectivamente. A atividade da succinato desidrogenase (SDH) foi determinada
como descrito por Fischer e colaboradores (1985) através da reducdo do DCIP. As

atividades das enzimas do CAC serdo calculadas como nmol / min. mg proteina.

2.9. Atividade da Creatina Quinase (CK)

A atividade da CK foi medida em homogeneizado de cortex cerebral de acordo
com Hughes (1962) com algumas modificacbes (Schuck et al., 2002). A mistura
reacional foi composta de tampdo Tris-HClI 50 mM, pH 7,5, MgCl, 7,5 mM,
fosfocreatina 7 mM, lauril maltosideo 0,625 mM e aproximadamente 0,4-1,2 ug de

proteina em um volume final de 100 pL. A rea¢do foi iniciada com a adi¢cdo de ADP (4
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mM) e parada ap6s 10 min com a adi¢do de 0,02 mL de &cido p-hidroximercuribenzéico
(50 mM). A creatina formada na reacdo foi quantificada com um método colorimétrico
a partir da adicéo de 0,1 mL de a-naftol 20 % e 0,1 mL de diacetil 20 % em um volume
final de 1 mL, seguida de incubacdo por 20 min em banho-maria a 37°C. A coloracéo
rosea foi lida espectrofotometricamente a 540 nm. Os resultados foram expressos como

pmol de creatina / min . mg de proteina.

2.10. Atividade da enzima Na*, K" -ATPase

A determinacéo da atividade da Na*, K*-ATPase em preparacdes sinaptossomais
foi realizada de acordo com Ribeiro e colaboradores (Ribeiro et al., 2011). A mistura
reacional continha MgCl, 5 mM, NaCl 80 mM, KCI 20 mM, tampao Tris-HCI 400 mM,
pH 7,4, e as preparacOes sinaptossomais (aproximadamente 5 ug de proteina). O ensaio
enzimatico foi iniciado pela adicdo de ATP em uma concentracdo final de 3 mM. A
reacéo foi parada pela adicdo de 100 uL de 4cido tricloroacético. A atividade da Mg*'-
ATPase (ouabaina-ndo sensivel) foi determinada sob as mesmas condi¢des com a
adicdo de ouabaina 1 mM. A atividade da Na*, K*-ATPase foi calculada pela diferenca
entre os dois ensaios (Tsakiris and Deliconstantinos, 1984). A liberacdo do fosfato

inorganico foi verificada pelo método de Chan e colaboradores (1986).

2.11. Determinacéo do conteudo protéico

O conteudo protéico das amostras foi determinado pelo método de Lowry e

colaboradores (1951) usando albumina sérica bovina como padrao.
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2.12. Andlise estatistica

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média e foram
analisados através de teste t de Student para amostras independentes. A analise
estatistica foi realizada atraves do programa SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) versdo 19.

3. Resultados

Inicialmente, avaliamos o efeito da injecéo intracerebroventricular de LPS (50
Hg) sobre a integridade sinaptossomal através da medida da liberacdo de LDH para o
meio reacional. N&o observamos diferencgas significativas na liberacdo de LDH nos
animais injetados com LPS quando comparados ao grupo controle (dados né&o
mostrados).

A funcdo mitocondrial em preparacdes sinaptossomais foi avaliada através da
determinacdo da reducdo da resazurina. A figura 1 mostra que a injecdo de LPS
diminuiu significativamente a fluorescéncia da resazurina (33%) (t4=3,581, p < 0,01),
sugerindo um comprometimento da funcdo mitocondrial em sinaptossomas de ratos que
receberam LPS.

As atividades dos complexos da CTE e de algumas enzimas do CAC foram
avaliadas em homogeneizados de cortex cerebral 24 h apds a injecdo icv de LPS ou
salina. As atividades dos complexos II, 1I-11l e IV ndo foram modificadas pela
administracdo de LPS (Figura 2). Por outro lado, nossos resultados demonstram que a

atividade da KGDH foi significativamente reduzida (22%) nos animais que receberam
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LPS quando comparados com o0 grupo controle (t14=2,598, p < 0,05), enquanto que as
atividades da CS e SDH permaneceram inalteradas (Figura 3).

Avaliamos também a atividade da CK, enzima crucial para a transferéncia
intracelular de fosfatos de alta energia. Observamos que a administracdo de LPS
diminuiu significativamente a atividade da CK (21%) (t(10=2,693, p < 0,05) (Figura 4).

Finalmente, investigamos o efeito da injecdo icv de LPS sobre a atividade da
Na'-K*-ATPase, enzima fundamental para a manutencdo do potencial de membrana
necessario para a neurotransmissdo normal. A figura 5 demonstra uma reducdo na
atividade da Na'-K*-ATPase (20%) nos ratos que receberam LPS, quando comparados

aos ratos que receberam salina (tg)=3,097, p < 0,05).

4. Discussao

A neuroinflamacdo € um componente comum na patogénese de diversas doencas
neurodegenerativas (McGeer et al., 1988; Nguyen et al., 2002), onde as células gliais
sdo ativadas em resposta a situacdo patoldgica, produzindo fatores citotdxicos, tais
como espécies ativas de oxigénio e nitrogénio e citocinas (Polazzi e Contestabile, 2002).
O LPS é um potente agente inflamatério (Quan et al., 1994; Watson et al., 1994) no
sistema nervoso central de animais (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998) e, portanto, a
utilizacdo desse composto é um modelo frequentemente aplicado para estudos in vivo e
in vitro dos efeitos da neuroinflamacdo. Recentemente, Tyagi e colaboradores (2008)
verificaram que a administracdo de LPS em ratos estimula a producdo de citocinas
(TNF e IL-6) em cortex cerebral, além de induzir dano oxidativo lipidico. Apesar de
esses achados indicarem o envolvimento de estresse oxidativo na neuroinflamacéo,

pouco se sabe sobre a participacdo de uma possivel disfungdo energética nesse processo.

16



Assim, no presente estudo avaliamos os efeitos da injecdo icv de LPS sobre
parametros da bioenergética em cortex cerebral de ratos. Inicialmente observamos que a
administracdo de LPS causou uma diminuicéo significativa na reducdo da resazurina em
sinaptossomas de cdrtex cerebral. A resazurina € um corante fluorescente que atua como
aceptor de elétrons provenientes do complexo IV da CTE, sendo considerada um
indicador sensivel da funcdo mitocondrial (Gonzalez e Tarloff, 2001; Nakai et al., 2003;
Springer et al., 1998). Dessa forma, nossos resultados indicam que a neuroinflamacéo
induzida por LPS compromete a bioenergética mitocondrial em sinaptossomas de cortex
cerebral de ratos. Essa conclusao é reforcada por estudos prévios demonstrando que o
tratamento de sinaptossomas com os inibidores metabolicos MPP*, cianeto, malonato e
antimicina também diminui a fluorescéncia da resazurina, causando alteracbes na
homeostasia energética devido a disfuncdo mitocondrial (Nakai et al., 2003; Springer et

al., 1998).

Essas alteracfes na funcdo mitocondrial podem ocorrer devido a reducdo nas
atividades de enzimas do CAC, da via glicolitica ou dos complexos da CTE. Portanto,
investigamos os efeitos da administragdo de LPS sobre as atividades dessas enzimas.
Nossos resultados demonstram que ndo houve alteracGes significativas nas atividades
dos complexos II, 11-111 e IV da CTE no cortex cerebral dos animais que receberam
LPS, sugerindo que a reducao na funcdo mitocondrial ndo parece ser devido a alteracfes
nas atividades desses complexos. Por outro lado, Chuang e colaboradores (2002)
demonstraram que a injec¢do intravenosa de LPS reduz a atividade dos complexos | e IV
da cadeia de transporte de elétrons na medula rostral ventrolateral em ratos. Além disso,
a injecédo intraestriatal de LPS induz parkinsonismo associado & perda de neurdnios
dopaminérgicos e reducdo da respiragdo mitocondrial no estriado (Choi et al., 2009;

Hunter et al., 2007). Essas diferencas com relacdo aos nossos resultados podem ser
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explicadas, ao menos em parte, pela regido cerebral avaliada, bem como pela via de
administracdo do LPS, visto que determinamos o0s efeitos de uma injecdo icv de LPS em
cortex cerebral de ratos, ao passo que 0s outros estudos utilizaram administragdes
sistémica e intraestriatal para avaliar os efeitos do LPS em medula rostral ventrolateral e

estriado de ratos, respectivamente.

Verificamos também que as atividades das enzimas do CAC CS e SDH néo
foram modificadas neste modelo. No entanto, a administracdo de LPS diminuiu a
atividade do complexo KGDH. A KGDH é uma enzima chave do CAC (Ambrus et al.,
2009), catalisando a conversdo de o-cetoglutarato em sucinil-CoA associada a reducdo
do NAD" em NADH que sera utilizado na CTE. Portanto, é possivel que a reducdo da
funcdo mitocondrial seja causada pela diminuicdo da disponibilidade de NADH causada
pela reducdo na atividade da KGDH. Neste contexto, Tretter e Adam-Vizi (2000)
demonstraram um decréscimo na geracdo de NADH causada pela inibicdo dessa
atividade enzimatica por perdxido de hidrogénio. Além disso, inibi¢Bes desta atividade
enzimatica estdo associadas com dano oxidativo encontrado em envelhecimento,
isquemia/reperfusdo, cancer e doencas neurodegenerativas (Gibson et al., 2000; Lucas e
Szweda, 1999; Shi et al., 2008; Tretter e Adam-Vizi, 2005). No entanto, ndo podemos
descartar possiveis alteracdes nas atividades de outras enzimas do CAC, da CTE e da
via glicolitica que ndo foram avaliadas no presente estudo, como co-responsaveis pela

disfuncdo mitocondrial induzida pelo LPS e medida através da reducdo da resazurina.

A atividade da CK também foi diminuida pela injecdo de LPS. Esta atividade
enzimatica é crucial para o funcionamento celular normal do cérebro e foi reconhecido
como importante regulador metabdlico em situacbes fisiologicas e/ou patoldgicas
(Gross et al., 1996; Hamman et al., 1995; Holtzman et al., 1997; Wallimann et al., 1998;

Wyss et al., 1992). Nesse contexto, ja foi evidenciada uma inibicdo na atividade da CK
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apos a exposicao a agentes geradores de espécies reativas devido a oxidagdo de residuos
essenciais de cisteina na estrutura da enzima (Arstall et al., 1998; Burmistrov et al.,
1992; Konorev et al., 1998; Stachowiak et al., 1998; Wallimann et al., 1998; Wolosker
et al., 1996). Além disso, Tyagi e colaboradores (2008) demonstraram que a injecéo icv
de LPS induz oxidagdo lipidica e diminui os niveis de GSH em cérebro de ratos, o que
sugere que a inibicdo da CK causada por LPS é mediada pela geracdo de espécies

reativas.

Finalmente, observamos que a atividade da Na*,K*-ATPase, estava reduzida em
preparagdes sinaptossomais de ratos injetados com LPS, sugerindo que o potencial de
membrana necessario para a excitabilidade neuronal e controle do volume celular esta
alterado (Erecinska et al., 2004; Erecinska e Silver, 1994; Wheeler et al., 1975).
Considerando a Na',K*-ATPase, similarmente & CK, é sensivel ao ataque de espécies
reativas (Jamme et al., 1995; Kurella et al., 1997; Lees, 1993; Rauchova et al., 1999;
Yousef et al., 2002), e que foram demonstradas reducbes nesta atividade enzimatica
devido a modificacbes oxidavas em fosfolipideos de membrana onde esta enzima esta
inserida (Fleuranceau-Morel et al., 1999; Lehotsky et al., 1999; Yufu et al., 1993), é
possivel que a reducdo na atividade da Na",K*-ATPase observada no presente trabalho

seja causada pela a producdo de espécies reativas e/ou peroxidacdo lipidica.

Em conclusdo, nossos achados demonstram o envolvimento de disfuncéo
bioenergética na neuroinflamacéo, j& que a injecdo de LPS causou prejuizo na funcdo
mitocondrial e reduziu as atividades de importantes enzimas essenciais para a
homeostase energética em cortex cerebral de ratos jovens. Além disso, considerando
que a neuroinflamacdo é um importante mecanismo envolvido na fisiopatologia de

diversas doencas neurodegenerativas, este modelo animal de neuroinflamagao associado
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a um prejuizo na producéo de energia pode ser uma ferramenta Util no entendimento e

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para essas doencas.
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Legendas das Figuras

Figure 1: Avaliacdo da funcdo mitocondrial através da reducdo da resazurina em
preparacOes sinaptossomais de cortex cerebral de ratos 24 h apds a injecdo
intracerebroventricular (icv) de lipopolissacarideo (LPS, 50 pg). PreparacGes
sinaptossomais obtidas de animais injetados com LPS ou salina (grupo controle) foram
incubadas a 37°C durante 60 min na presenca de resazurina e a fluorescéncia foi entdo
determinada. Os dados sdo apresentados como média £+ EPM para 8 experimentos
independentes realizados em triplicata e expressos como unidades arbitrarias de
fluorescéncia. ** p < 0,01, comparado ao grupo Salina (teste t de Student para amostras

independentes).

Figura 2. Avaliacdo das atividades dos complexos I, 11-111 e IV da cadeia de transporte
de elétrons (CTE) em coOrtex cerebral de ratos 24 h ap6s a injecdo
intracerebroventricular (icv) de lipopolissacarideo (LPS, 50 pg). Os dados sdo
apresentados como média £ EPM para 5-7 experimentos independentes realizados em
triplicata e expressos como nmol/min/mg proteina. Ndo foram observadas diferencas

significativas (teste t de Student para amostras independentes).

Figura 3. Avaliacdo das atividades das enzimas citrato sintase (CS), a-cetoglutarato
desidrogenase (KGDH) e sucinato desidrogenase (SDH) em cértex cerebral de ratos 24
h apos a injecdo intracerebroventricular (icv) de lipopolissacarideo (LPS, 50 ug). Os
dados sdo apresentados como média + EPM para 6-8 experimentos independentes
realizados em triplicata e expressos como nmol/min/mg proteina. *p < 0,05, comparado

ao grupo Salina (teste t de Student para amostras independentes).

29



Figura 4. Avaliacdo da atividade da creatina quinase (CK) em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos 24 h ap6s a injecdo intracerebroventricular (icv) de
lipopolissacarideo (LPS, 50 pg). Os dados sdo apresentados como média £ EPM para 6
experimentos independentes realizados em triplicata e expressos como pmol/min/mg
proteina. *p < 0,05, comparado ao grupo Salina (teste t de Student para amostras

independentes).

Figura 5. Avaliacdo da atividade da Na',K'-ATPase em sinaptossomas de cortex
cerebral de ratos 24 h ap6s a injecdo intracerebroventricular (icv) de lipopolissacarideo
(LPS, 50 pg). Os dados sdo apresentados como média £ EPM para 5 experimentos
independentes realizados em triplicata e expressos como pmol/min/mg proteina. *p <

0,05, comparado ao grupo Salina (teste t de Student para amostras independentes).
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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