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RESUMO

A hiperprolinemia tipo Il € uma doenga autossdémica recessiva causada pela
deficiéncia severa na atividade da enzima A’-pirrolino-5-carboxilato desidrogenase, o
que resulta em acumulo tecidual de prolina. Muitos pacientes afetados por essa
doenca apresentam epilepsia e retardo mental. Embora as manifestacbes
neurolégicas sejam encontradas em um consideravel numero de pacientes
hiperprolinémicos, o0s mecanismos pelos quais essas ocorrem Sa0 pPOuUCo
compreendidos.

Considerando que pouco se sabe a respeito dos altos niveis de prolina no
cérebro, os objetivos do nosso estudo foram investigar os efeitos in vivo (agudo e
crbnico) e in vitro da prolina sobre alguns parametros bioquimicos (atividades da
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase em cortex cerebral e soro de ratos,
respectivamente, citocromo ¢ oxidase e Na*,K*-ATPase em coértex cerebral de ratos;
captacao do glutamato em fatias de cértex cerebral e hipocampo de ratos e hidrélise
de nucleotideos em sinaptossomas obtido de coértex cerebral e em soro de ratos).
Também investigamos o efeito do pré-tratamento com as vitaminas E e C ou da
administragao concomitante desses antioxidantes durante a administragao cronica de
prolina sobre as alteracbes causadas pela prolina nos parametros de estresse
oxidativo, nas atividades da acetilcolinesterase, citocromo c oxidase e Na' K-
ATPase, na captacdo do glutamato e no déficit de memdria espacial. Em adigéao,
também investigamos o efeito da administracdo aguda de vitamina E, vitamina C, L-

NAME e melatonina sobre a alteragdo causada pela prolina na atividade da
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acetilcolinesterase, a fim de verificar se esses antioxidantes e o L-NAME seriam
capazes de prevenir tal efeito.

Os resultados mostraram que a administracdo aguda de prolina reduziu a
atividade da acetilcolinesterase e aumentou a atividade da butirilcolinesterase em
homogeneizado e soro de ratos, respectivamente. Verificamos também que a
administracdo aguda e crénica de prolina reduziu a atividade da citocromo ¢ oxidase
em cortex cerebral de ratos e que a administracdo aguda de prolina reduziu a
atividade da Na*,K'-ATPase em cortex cerebral de ratos. Além disso, também
observamos que a prolina in vitro reduziu a captacao do glutamato em cértex cerebral
e hipocampo e que a prolina in vivo reduziu a captacdo do glutamato somente em
cértex cerebral. Os efeitos relatados possivelmente ocorreram pela geragdo de
radicais livres, visto que antioxidantes importantes como as vitaminas E e C
preveniram esses efeitos, exceto a reducdo da captacdo do glutamato. Tais
antioxidantes também preveniram o déficit de meméria e as alteragcdes de varios
parametros de estresse oxidativo causados pela prolina, como o aumento da
quimiluminescéncia, a reducao do potencial antioxidante total ndo-enzimatico (TRAP)
e as alteragbes nas atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GSH-Px). Cabe ressaltar que a administracdo aguda de vitamina E,
vitamina C, L-NAME e melatonina também preveniu a agao da prolina causada sobre
a acetilcolinesterase. Verificamos também que a administracdo aguda e crénica de
prolina alterou a hidrélise de nucleotideos adeninicos em sinaptossomas de cortex
cerebral e em soro de ratos. Nossos resultados, em conjunto, mostram que a

hiperprolinemia tipo |l causa uma série de alteragcdes neuroquimicas, as quais podem
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contribuir para as disfuncdes neurolégicas caracteristicas da doenca. Além disso, se
esses resultados também ocorrerem em humanos, nossos dados referentes a
utilizacdo de antioxidantes (vitaminas E e C) poderao ser usados como uma
estratégia para o tratamento de alguns sintomas associados com a hiperprolinemia

tipo 1.
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ABSTRACT

Hyperprolinemia type Il is an autosomal recessive disorder caused by the severe
deficiency of A'-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase activity, resulting mainly in
tissue accumulation of proline. Most patients detected so far show epilepsy and
mental retardation. Although neurological dysfunction is commonly found in a
considerable number of hyperprolinemic patients, the mechanisms by which this
occurs are poorly understood.

Considering that very little is known about the role of high sustained levels of
proline in brain, the geral objective of the present study was to investigate the in vivo
(acute and chronic) and in vitro effects of proline on some biochemicals parameters
(activities of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase in cerebral cortex and
serum of rats, respectively, cytochrome ¢ oxidase and Na*,K*-ATPase in cerebral
cortex of rats; glutamate uptake in cerebral cortex and hippocampus slices of rats and
nucleotide hydrolysis in synaptosomes from cerebral cortex of rats and in serum of
rats). We also investigated the effect of pretreatment with antioxidants (vitamins E and
C) or concomitant administration of these antioxidants during chronic proline treatment
on the effects elicited by proline on some parameters of oxidative stress, on the
activities of acetylcholinesterase, cytochrome c oxidase and Na*,K*-ATPase, on
glutamate uptake and on the deficit of spatial memory. In addition, we also evaluated
the influence of acute administration of vitamin E, vitamin C, L-NAME and melatonin
on the effects elicited by proline on acetylcholinesterase activity, with the propose to

verify if these antioxidants and L-NAME will be able to prevent such effect.
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The results showed that acute administration of proline reduced
acetylcholinesterase activity and increased butyrylcolinesterase activity in
homogenate of cerebral cortex and serum of rats, respectively. We also verified that
acute and chronic administration of proline reduced the activity of cytochrome c
oxidase in cerebral cortex of rats and that acute administration of proline reduced the
activity of Na*,K*-ATPase in cerebral cortex of rats. In addition, proline in vitro reduced
glutamate uptake in cerebral cortex and hippocampus slices of rats and proline in vivo
reduced glutamate uptake just in cerebral cortex. The effects related here possibly
occured by the generation of free radicals, since important antioxidants such as
vitamins E and C prevented these effects, except the reduction on glutamate uptake.
The memory deficit and the alterations on various parameters of oxidative stress
caused by proline [increase of chemiluminescence, reduction of total radical-trapping
parameter (TRAP) and alterations on the activities of antioxidants enzymes catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px)] were also prevented by these
antioxidants. Acute administration of vitamin E, vitamin C, L-NAME and melatonin also
prevented the reduction caused by proline on acetylcholinesterase activity. Besides,
we also showed that acute and chronic administration of proline altered the adenine
nucleotide hydrolysis in synaptosomes from cerebral cortex of rats and in serum of
rats. Our group’s results show that hyperprolinemia type |l causes various
neurochemical alterations, which may contribute to the neurological dysfunction
characteristic of this disease. Furthermore, if these findings also occur in humans, we
can suggest that the supplementation with antioxidants should be used as a strategy

to the treatment of hyperprolinemia typo II.
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I. INTRODUGCAO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doengas hereditarias que se
manifestam pela sintese de uma proteina anémala, geralmente uma enzima, ou por
uma diminuicdo ou mesmo auséncia de sua sintese. Essas alteragdes resultam em
deficiéncia da atividade da enzima envolvida, ocasionando bloqueio de rotas
metabdlicas. Como consequéncia, pode ocorrer tanto o acumulo de metabdlitos
toxicos como a falta de produtos essenciais, ambos com doenga subsequente (Bickel,
1987). O termo “erro inato do metabolismo” foi sugerido por Sir Archibald Garrod em
1908 e atualmente, ele é usado para descrever mais de 500 defeitos (Scriver et al.,
2001).

Os EIM sao, de maneira geral, disturbios graves que se manifestam na infancia
cujo diagnéstico pode ser dificultado devido ao grande numero de alteragoes,
diversidade de defeitos metabdlicos e auséncia, na maioria dos casos, de sinais e
sintomas especificos. O diagnéstico dos EIM deve ser realizado o mais logo ap6s o
nascimento, a fim de possibilitar ao individuo um tratamento especifico e imediato
(Giugliani, 1988).

Atualmente, a classificagdo mais utilizada para expressar os EIM é de acordo
com a area do metabolismo afetada (Scriver et al., 2001), a qual se subdivide em:
EIM de aminoéacidos, éacidos organicos, glicidios, lipidios, glicosaminoglicanos,

glicoproteinas, purinas e pirimidinas, enzimas eritrocitarias, lipoproteinas, hormonios



e proteinas plasmaticas. Esse trabalho enfoca um EIM de aminoacidos denominado

hiperprolinemia tipo .

1.2 L-Prolina

De acordo com Berg e colaboradores (2004d), a L-prolina (prolina) é classificada
como um aminoacido de cadeia lateral alifatica, possuindo um grupo pirrolidina ciclico
na cadeia lateral. A prolina difere dos outros amino&cidos por ter sua cadeia lateral
ligada ao atomo de carbono o e ao nitrogénio do arcabouco. Esse aminoacido
influencia pronunciadamente a arquitetura das proteinas porque sua estrutura em
anel faz com que tenha maior restricdo de conformagdo do que os demais

aminoacidos (Figura 1).

Prolina
(Pro, P)

Figura 1. Estrutura da prolina (Berg et al., 2004).

A prolina é um aminodcido ndo essencial em criancas e adultos, e
condicionalmente essencial em prematuros. A prolina, em sua rota metabdlica, pode
ser sintetizada a partir de ornitina e glutamato, tendo como intermediarios comuns
pirrolino-5-carboxilato (P5C) e glutamato-y-semialdeido (Phang et al., 2001).

Para que o glutamato seja utilizado para a sintese de prolina, primeiro a

carboxila y do glutamato reage com o ATP, formando um acilfosfato que sera



reduzido pelo NADPH a um aldeido, o y-semialdeido glutdmico que se cicliza
espontaneamente com a perda de agua originando o A'-pirrolino-5-carboxilato, o qual
serd reduzido pelo NADPH por agcdo da enzima P5C redutase a prolina (Berg et al.,
2004a). A reducao do grupo y-carboxil do glutamato a aldeido caracteriza-se por ser
um processo endoergdnico facilitado, primeiramente pela fosforilagdo do grupo
carboxila em uma reacao catalisada pela y-glutamil-quinase (Smith et al., 2005; Voet
e Voet, 2006). A enzima bifuncional, P5C sintase, é responsavel pela conversédo de
glutamato a P5C. Essa enzima caracteriza-se por ser ATP e NADPH dependente, e
também por possuir alta atividade na mucosa do intestino delgado e atividade
mensuravel no coélon, pancreas, timo e cérebro. A enzima P5C redutase, que catalisa
a conversao de P5C em prolina, tem como cofator NADH ou NADPH e é encontrada
em todos os tecidos. Para que a ornitina seja utilizada para a sintese de prolina, a
enzima ornitina-y-aminotransferase catalisa a conversao de ornitina a P5C, utilizando
o a-cetoglutarato, como aceptor amino (Phang et al., 2001, Flynn et al., 2002) (Figura

2).

Ornitina

H,
Glutamato v-Semi-aldeido A'-Pirrolino 5- Prolina
glutamico carboxilato

Figura 2. Rota metabdlica de biossintese da prolina (Berg et al., 2004).



A prolina oxidase, que se localiza no figado, rim e cérebro, € a primeira enzima
envolvida na degradacao da prolina, dando origem ao P5C, que pode ser degradado
a glutamato pela P5C desidrogenase. Essa enzima localiza-se na matriz mitocondrial

(Phang et al., 2001) (Figura 3).

Prolina Pirrolina
5-carboxilato

Glutamato
y-semi-aldeido

Arginina Ornitina

Figura 3. Rota metabdlica de degradacao da prolina (Berg et al., 2004).

A funcdo metabdlica das rotas da prolina é fornecer prolina para a sintese de
proteinas, gliconeogénese hepatica e sintese de ornitina e arginina, sendo o P5C um
intermediario dessas rotas (Phang et al., 2001).

A concentragao de prolina no plasma e no fluido cérebro-espinhal de individuos
normais é de 50-270 uM e de 1-4 uM, respectivamente. Iminoglicinuria neonatal e
prolindria pés-natal sdo achados normais e ocorrem devido a imaturidade do sistema

de reabsorcéao tubular de prolina (Phang et al., 1995).

1.3 Hiperprolinemias

Hiperprolinemias sao EIM da prolina causados pela deficiéncia de enzimas
envolvidas na sua rota de degradacao, o que resulta no acumulo tecidual de prolina.
A degradagao da prolina envolve sua conversao em P5C pela prolina oxidase e de
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P5C a glutamato pela P5C desidrogenase. As hiperprolinemias caracterizam-se pela
elevagdo anormal de prolina no plasma e no fluido cérebro-espinhal (Phang et al.,
2001) e séo classificadas em tipo | e II.

A hiperprolinemia tipo | € causada pela deficiéncia na atividade da enzima
prolina oxidase, impossibilitando assim a oxidagdo de prolina a P5C (Efron, 1965;
Phang et al.,, 2001). Estudos indicam que nao existem relagbes causais entre a
deficiéncia da prolina oxidase e manifestagdes clinicas (Phang et al., 2001).

A hiperprolinemia tipo Il é causada pela deficiéncia na atividade da enzima A'-
pirrolino-5-carboxilato-desidrogenase; enzima responsavel pela conversdo de P5C a
glutamato (Phang et al., 2001).

Ambos os tipos de hiperprolinemia sdo caracterizados bioquimicamente pelo
acumulo tecidual de prolina. Todavia, os niveis de prolina no plasma dos pacientes
com hiperprolinemia tipo Il sdo mais elevados (Phang et al., 2001).

O presente trabalho deteve-se no estudo da hiperprolinemia tipo Il, em face de
sua associacao com manifestacées neuroldgicas e também a fim de dar continuidade

aos nossos prévios trabalhos realizados sobre o referente tema.

1.3.1 Hiperprolinemia Tipo Il

E uma doenca autossémica recessiva do metabolismo de amino4cido causada
pela deficiéncia hepatica na atividade da enzima A'-pirrolino-5-carboxilato-
desidrogenase, o que resulta no acumulo tecidual de prolina (Phang et al., 2001)

(Figura 4).
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Flgura 4. Rota metabdlica da prolina, indicando o local de bloqueio na
hiperprolinemia tipo Il (Adaptado de Phang et al., 2001).

O diagnostico da hiperprolinemia tipo Il € baseado nos niveis aumentados de
prolina sérica e no fluido cérebro-espinhal, os quais oscilam entre 500-3.700 uM
(valores individuos normais: 50-270 uM) e 20-50 uM (valores individuos normais: 1-4
uM), respectivamente (Emery et al.,, 1968; Phang et al., 2001). Embora os niveis
plasmaticos e urinarios de P5C encontram-se de 10 a 40 vezes mais elevados do que
os valores normais em individuos sadios (Phang et al., 2001) e os niveis de glutamato
também estejam elevados no liquor (Van Harreveld e Fifkova, 1973; Rhoads et al.,
1983; Phang et al., 2001), o principal metabdlito acumulado quantitativamente na

hiperprolinemia tipo Il é a prolina. A prolina é o Unico aminoacido com concentragdes




plasmaticas anormais nos pacientes hiperprolinémicos, enquanto que na urina ocorre
aumento de prolina, hidroxiprolina e glicina (Phang et al., 2001).

Outro achado bioquimico consistente é a iminogliciniria, que pode se
estabelecer pela competicdo da prolina com outros aminoacidos que compartilham
um sistema comum de transporte renal (Applegarth et al., 1974; Goodman et al.,
1974). Quando os niveis de prolina plasmaticos excedem 800 uM, a iminoglicinaria
presente nos pacientes torna-se diretamente proporcional a concentragdo de prolina
plasmatica. A iminoglicindria ocorre devido ao fato de prolina, glicina e hidroxiprolina
utilizarem o mesmo transportador; assim quando a prolina estiver em altas
concentragoes, o transporte dos outros substratos sera inibido por competicdo. O
excesso de prolina satura o mecanismo de transporte tubular, ocasionando a
prolinaria (Phang et al., 2001).

A maioria dos pacientes com hiperprolinemia tipo Il apresentam epilepsia e
retardo mental, porém alguns sdo assintomaticos (Phang et al., 2001). Mesmo sendo
tais manifestagbes encontradas em um consideravel nuimero de pacientes
hiperprolinémicos, 0s mecanismos pelos quais 0s sintomas ocorrem S3ao pouco
compreendidos (Fremeau et al., 1992).

Até o presente momento, parece nao existir tratamento especifico para as
hiperprolinemias. Por outro lado, Benson e Fensom (1985) acreditam que existem
variantes nas hiperprolinemias, e defendem a idéia de tentar reduzir os niveis de
prolina nos individuos afetados. Porém, a prolina € um aminoacido ndo essencial,
sintetizado a partir de outros precursores. Além disso, a maioria das proteinas contém

residuos de prolina, o que torna a restricao dietética desse aminodacido dificil,
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resultando apenas em um modesto controle nos valores plasmaticos de prolina, o que

ndo provoca impacto nas manifestagdes clinicas da doencga (Phang et al., 2001).

1.4 Modelo animal de hiperprolinemia tipo I

O modelo animal de hiperprolinemia tipo |l utilizado nesse trabalho foi 0 mesmo
utilizado em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa e baseia-se no modelo
experimental desenvolvido por Moreira e colaboradores (1989).

No modelo quimico experimental crénico de hiperprolinemia tipo I, os ratos sao
tratados do 6° ao 28° dia de vida, sendo a prolina administrada por via subcutanea,
duas vezes ao dia e com intervalo de 10 horas entre as inje¢des. As doses de prolina
variam conforme o peso € a idade dos ratos e foram determinadas de acordo com os
parametros farmacocinéticos da prolina, com o objetivo de obter niveis plasmaticos
similares aqueles encontrados em pacientes hiperprolinémicos. Os ratos controles
recebem igual volume de solugéo salina 0,9% (1ml/100g de peso corporal) (Moreira et
al., 1989).

Dados na literatura mostram que a administragdo subcutanea ou intracerebral
de prolina em ratos prejudica a formacao da meméria (Cherkin et al., 1976; Moreira et
al., 1989), o que pode refletir os efeitos neurotdxicos da prolina e as consequiéncias
funcionais das alteracdes fisiopatolégicas que ocorrem no cérebro desses animais
(Olton e Markowska, 1994).

Estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que a

administragdo de prolina diminui a atividade da Na*,K*-ATPase em cérebro de ratos



(Pontes et al., 1999; 2001), o que possivelmente leva ao rompimento do gradiente

ibnico e a excitotoxicidade (Lees, 1993).

1.5 Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdao definidos como moléculas que possuem elétrons nao
pareados, o que os confere instabilidade e os tornam muito reativos (Gilbert, 2000).
Em condicoes fisiolégicas, todos o0s organismos geram niveis basais de radicais
livres, cujo efeito pré-oxidante é balanceado pelas defesas antioxidantes, porém, em
situagdes patolégicas ocorre um aumento na formagdo de radicais livres e/ou uma
diminuicdo nas defesas antioxidantes enddgenas, promovendo o estresse oxidativo
(Salvador e Henriques, 2004), o qual é definido como um desequilibrio entre a
formacao de espécies reativas e as defesas antioxidantes (Freeman e Crapo, 1982;
Halliwell e Whiteman, 2004). O estresse oxidativo pode causar dano em diferentes
tipos de biomoléculas, incluindo o DNA, proteinas e lipidios (Halliwell e Gutteridge,
2000; Halliwell e Whiteman, 2004).

O organismo possui mecanismos de defesa contra a acéo téxica dos radicais
livres e das espécies reativas, diminuindo ou eliminando as consequéncias negativas
de seus efeitos no organismo. Esses mecanismos compreendem as defesas
antioxidantes que sao classificadas em enzimaticas e ndo-enzimaticas. As defesas
antioxidantes enzimaticas incluem principalmente as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase
(Halliwell, 2001; Salvador e Henriques, 2004) e as defesas antioxidantes nao-

enzimaticas incluem principalmente as vitaminas (A, C, E), a riboflavina, a tiamina, os



polifendis, a glutationa, a melatonina, a bilirrubina, os a-cetoacidos, o urato, o &cido
lipéico e os estrogenos (Taysi et al., 2002; Yang et al., 2002; Salvador e Henriques,

2004) (Figura 5).

Vitamina
E,
Enzimas,
Defesas
celulares

Figura 5. Estresse oxidativo x mecanismos de defesa (Adaptado de Smith et al.,
2005).

O estresse oxidativo € um importante processo que vem sendo relacionado com
a patogénese de algumas condicdes que afetam o sistema nervoso central (SNC),
tais como epilepsia, esclerose multipla, deméncia e doengas neurodegenerativas
como Alzheimer e Parkinson (Reznick e Packer, 1993; Halliwell, 2001; Salvador e
Henriques, 2004). Esse fato torna-se facilmente compreensivel, visto que o SNC é
particularmente vulneravel ao estresse oxidativo, em face ao alto consumo de
oxigénio; ao alto conteudo lipidico, principalmente de acidos graxos poliinsaturados;
aos altos niveis de ferro, os quais favorecem a lipoperoxidacao; e a baixa defesa
antioxidante (Butterfield e Stadtman, 1997; Halliwell, 2006). Portanto, o equilibrio
entre a formacao de radicais livres e a sua remogao é rompido em condicdes de

estresse oxidativo (Butterfield et al., 1997).
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Resultados obtidos em nosso laboratério mostraram que a hiperprolinemia tipo I
induz o estresse oxidativo, uma vez que a administracao da prolina (in vivo e in vitro)
ocasionou o aumento na formacado de radicais livres e a redugdo ou aumento das

defesas antioxidantes enziméticas e ndo-enzimaticas (Delwing et al., 2003b,c).

1.6 VitaminasEe C

A vitamina E (a-tocoferol) € uma molécula lipossoluvel intercalada no interior das
membranas que tem sido considerada um antioxidante importante para o
funcionamento cerebral em humanos (Vatassery, 1998). Estudos mostram que as
propriedades antioxidantes da vitamina E podem prevenir doengas associadas ao
estresse oxidativo como as desordens neuroldgicas (Brigelius-Flohe et al., 2002),
uma vez que essa vitamina atua como um importante varredor de radical peroxil
(ROO?®) (Halliwell e Gutteridge, 2000). No cérebro, tem sido mostrado que a vitamina
E possui papel protetor, pois é capaz de reduzir a degeneracdao de células
hipocampais ap06s isquemia cerebral (Hara et al., 1990). Corroborando com essa
informacgéao, estudos tém mostrado que a vitamina E é capaz de diminuir a progressao
da doencga de Alzheimer (Sano et al., 1997). Dados da literatura indicam que a
suplementacdo de vitamina E aumenta os niveis de glutationa (GSH) e diminui a
concentracao de lipidios peroxidados em eritrocitos de humanos (Jain et al., 2000),
pois a vitamina E possui a propriedade de finalizar a propagagdo de reagdes dos
radicais livres nas membranas lipidicas (Marshall e Bangert, 1995).

A vitamina C (acido L-ascorbico) € um antioxidante ativo contra radicais livres

sendo um doador de elétrons, um agente redutor, capaz de prevenir a oxidacao de
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outros compostos. A vitamina C é considerada um varredor de radicais hidroxil e
superoéxidos (Halliwell e Gutteridge, 2000) e, juntamente com a vitamina E, possui
papel importante na protegcdo de membranas contra o estresse oxidativo. A vitamina
C regenera a vitamina E a sua forma reduzida doando elétrons ao radical a-tocoferil,
prolongando dessa maneira, seu efeito antioxidante (Carr e Frei, 1999; Sener et al.,
2005).

Estudos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que o pré-
tratamento com vitaminas E e C foi capaz de prevenir a redugdo da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) e da Na',K'-ATPase causada pela administragcdo de

prolina em cérebro de ratos (Delwing et al., 2003a, Franzon et al., 2003).

1.7 COLINESTERASES: Acetilcolinesterase e Butirilcolinesterase

A acetilcolina é um neurotransmissor sintetizado no citoplasma do terminal
sindptico a partir de acetato e colina por acdo da enzima colina-acetiltransferase A
atividade da acetilcolina é finalizada por colinesterases presentes na sinapse (Lent,

2002a; Massoulié, 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Neurotransmissao colinérgica.
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Existem dois tipos de colinesterases, a AChE e a butirilcolinesterase (BuChE),
cuja classificagdo é baseada na preferéncia por substratos. A AChE hidrolisa
preferencialmente a acetilcolina enquanto que a BuChE hidrolisa a acetilcolina e
outros ésteres de colina, incluindo a butirilcolina e a succinilcolina (Lockridge, 1988;
Massoulié et al., 1993; Lane et al., 2005).

A AChE atua na transmissao colinérgica de mamiferos, estando presente em
maior concentracdo no SNC, musculo esquelético e na membrana de eritrocitos
(Inestrosa e Perelman, 1990, Massouli€ et al., 1993; Darvesh et al., 2003; Aldunate et
al.,, 2004). A inibicdo na atividade da enzima ocasiona o acumulo de acetilcolina, o
que pode causar convulsdes e epilepsia (Olney et al., 1986). A BuChE, também
conhecida por colinesterase nao especifica ou pseudocolinesterase, € uma enzima
que esta presente no soro, células hematopoiéticas, figado, coracdo, endotélio
vascular, sinapses colinérgicas e no SNC (Silver, 1974, Mack e Robitzki, 2000;
Darvesh et al., 2003). Estudos recentes mostraram que essa enzima encontra-se
também presente em estruturas com papel importante nas fun¢des cognitivas, tais
como: coértex cerebral, hipocampo, amigdala e tdlamo (Darvesh et al., 2003).

Estudos realizados por Giacobini (2000) e Geula e Darvesh (2004) sugerem que
a BuChE pode atuar como um co-regulador da atividade da acetilcolina no SNC, uma
vez que a inibicdo dessa enzima aumenta, de maneira dose dependente, 0s niveis
desse neurotransmissor no cérebro. Nesse contexto, Mesulam e colaboradores
(2002) mostraram que na auséncia da AChE, a BuChE parece substitui-la na
manutencao da integridade estrutural e fisiolégica do sistema colinérgico. Estudos

realizados por Bowen e Dawison (1986) e Benzi e Moretti (1998) mostraram uma
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diminuigéo na atividade da AChE e um aumento na atividade da BuChE em cérebro
de pacientes com a doenca de Alzheimer. Assim, cabe ressaltar que a BUChE sérica
tem sido considerada um marcador periférico do sistema colinérgico central (Fossi et
al., 1992).

Pesquisas desenvolvidas por nosso grupo mostraram que a hiperprolinemia
tipo Il reduz a atividade da AChE em cortex cerebral de ratos e que as vitaminas E e
C previnem tal efeito (Delwing et al., 2003a). Nossos resultados corroboram com
dados da literatura que mostram que a atividade da AChE é reduzida por radicais

livres e que esse efeito € prevenido por antioxidantes (Tsakiris et al., 2000).

1.8 Glutamato

O aminoacido L-glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatério
presente no SNC de mamiferos, participando de muitas funcbes cerebrais como
cognicdo, memoria, aprendizado (Fonnum, 1984; Meldrum, 2000; Danbolt, 2001;
Myhrer, 2003; Lynch, 2004) e adaptacado ao ambiente (Ozawa et al., 1998; Mattson et
al., 2002; Warren, 2002). O glutamato exerce sua acgado agindo em receptores
glutamatérgicos localizados na superficie das células neurais. A proporcdo com que
esses receptores sao estimulados depende da concentracdo de glutamato no fluido
extracelular (Ullensvang et al., 1997; Attwell, 2000; Danbolt, 2001; Chen e Swanson,
2003). Quando o glutamato esta presente em altas concentracdes na fenda sinaptica,
ele pode causar excitotoxicidade, resultante da superestimulacdo dos receptores

glutamatérgicos, o que pode contribuir para o dano neuronal (Furuta et al., 1997;
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Danbolt, 2001; Segovia et al., 2001; Maragakis e Rothstein, 2001, 2004; Mattson et
al., 2002).

Os receptores glutamatérgicos sao classificados como ionotrépicos e
metabotrdpicos. Os receptores ionotrépicos foram subseqlentemente classificados
de acordo com o agonista mais seletivo e subdivididos em NMDA (N-metil-D-
aspartato), AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato) e cainato. O
receptor metabotrépico é referido simplesmente como metabotropico cuja agao ocorre
indiretamente através de proteinas G. Esses sdo subdivididos em trés grupos. Os
receptores do grupo | estdo acoplados a proteinas G que ativam cascata de segundo
mensageiro (fosfolipase C) promovendo a liberagcdo de Ca™ de estoques
intracelulares, enquanto que os receptores dos grupos Il e lll estdo acoplados a
proteinas G, inibindo a formacao de AMPc (Mayat et al., 1995; Kurihara et al., 1997;
Zhao et al., 1997; Hirai, 2000; Danbolt, 2001).

Uma vez que nao existe uma enzima especifica no meio extracelular capaz de
metabolizar significativamente o glutamato (Rothstein et al., 1994; Ullensvang et al.,
1997; Attwell, 2000; Danbolt, 2001; Chen e Swanson, 2003), a quantidade desse
neurotransmissor presente na fenda sindptica depende do equilibrio entre a sua
liberacao pelos neurdnios pré-sinapticos e a sua captagao que ocorre principalmente
através de transportadores localizados na membrana celular dos astrécitos e também
nos terminais neuronais pré-sinapticos. A literatura relata cinco diferentes isoformas
de transportadores de glutamato, identificadas como GLAST (EAAT1) (Storck et al.,
1992), GLT-1 (EAAT2) (Pines et al., 1992), EAAC1 (EAAT3) (Kanai e Hediger, 1992),

EAAT4 (Fairman et al., 1995) e EAATS5 (Arriza et al., 1997). O transportador GLT-1 é
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considerado o principal transportador de glutamato em todas as regides cerebrais
(Danbolt et al., 2001). Além disso, a captacado do glutamato é dependente de sédio
(Anderson e Swanson, 2000; Attwell, 2000; Danbolt, 2001; Chen e Swanson, 2003).
Apo6s o glutamato ser liberado na fenda sinaptica e exercer sua agédo nos
receptores glutamatérgicos, ele deve ser recaptado, com o objetivo de interromper a
transmissdo sindptica. Dessa maneira, o glutamato é transportado do fluido
extracelular para o interior dos astrécitos onde € detoxificado convertendo-se em
glutamina. Essa é liberada para o fluido extracelular e apds € captada pelos
neurdnios glutamatérgicos, onde sera convertida em glutamato que sera armazenado
em vesiculas para posterior liberacao. Essa rota, conhecida como ciclo da glutamina-
glutamato, tem sido mencionada como a principal forma pela qual o neurotransmissor

glutamato é captado (Danbolt, 2001) (Figura 7).
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Figura 7. Captacao do glutamato.
Estudos recentes mostram que em certas desordens neurodegenerativas do
SNC, como na doenca de Alzheimer e na doenga de Huntington, ocorre um aumento
nos niveis de glutamato no fluido extracelular, ocasionando dessa forma, a

excitotoxicidade glutamatérgica (Brewer, 2000; Danbolt, 2001; Ingram et al., 2001;
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Segovia et al., 2001; Maragakis e Rothstein, 2001, 2004; Campiani et al., 2003;

Wenk, 2006).

1.9 Cadeia Respiratoria Mitocondrial

A fosforilagdo oxidativa € o processo pelo qual se forma ATP quando se
transfere elétrons do NADH e FADH, provenientes da glicélise, do ciclo do &cido
citrico e da oxidagédo de acidos graxos para o oxigénio molecular, o aceptor final de
elétrons na cadeia respiratéria (CR), por uma série de transportadores de elétrons.
Esse processo é considerado a principal fonte de ATP em organismos aerdbicos
(Babcock e Wikstrém, 1992; Voet e Voet, 2006) e necessita da acao de complexos
protéicos localizados em uma estrutura especial da membrana mitocondrial interna, a
CR (Di Donato, 1997), a qual é formada pelos seguintes componentes: NADH:Q
oxidorredutase (complexo 1), succinato:Q oxidorredutase (complexo Il), citocromo ¢
oxidorredutase (complexo Ill) e citocromo ¢ oxidase (complexo V). Além desses
complexos, a CR possui dois transportadores moveis de elétrons, que sédo a
coenzima Q (CoQ), entre os complexos | e lll, e o citocromo ¢, entre os complexos |l

e IV (Berg al., 2004b; Lehninger et al., 2007) (Figura 8).
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Figura 8. Fluxo de elétrons através da cadeia respiratoria (Adaptado de
Smith et al., 2005).

A citocromo ¢ oxidase (COX), o ultimo complexo da CR, é composta de doze ou
mais subunidades polipeptidicas (Barrientos et al, 2002; Berg et al., 2004b). As trés
maiores subunidades formam o centro catalitico da enzima. A subunidade | contém
0s grupamentos heme (citocromos a e az) e um dos ions Cu (Cug) enquanto que a
subunidade Il contém um centro de Cu binuclear (Cua) (Capaldi, 1992). A subunidade
[l ndo apresenta grupamento prostético e nao parece estar envolvida no
bombeamento de prétons, mas na manutencao da estabilidade estrutural (Barrientos
et al, 2002). Esse complexo possui a fungao de transferir elétrons do citocromo ¢ para
0 oxigénio, uma vez que catalisa a oxidacdo do citocromo c¢®* a citocromo ¢** e a
reducao do oxigénio molecular a agua, acoplado a transferéncia de prétons da matriz
mitocondrial para o espago intermembrana. Nessa reacdo, cada molécula de oxigénio
precisa receber quatro elétrons para ser reduzida a 2 HxO, o que é facilitado pela
presenca de fons Cu?* na COX (Babcock e Wikstrom, 1992; Smith et al., 2005). A

COX é considerada a enzima chave na regulacado da sintese de ATP mitocondrial,
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uma vez que a reacao redox entre o citocromo ¢ e o oxigénio & essencialmente
irreversivel (Poyton e McEwen, 1996).

Devido ao papel fundamental que a CR desempenha no metabolismo
energético, o dano a um ou mais complexos da cadeia podera ocasionar queda na
sintese de ATP celular (Davey e Clark, 1996). Durante o metabolismo aerdbio,
espécies ativas de oxigénio (EAQ), tais como o superoxido e o peréxido de hidrogénio
(H20-), sdo produzidas em niveis fisiolégicos (Boveris e Cadenas, 1982; Forman e
Boveris, 1982). Esses metabdlitos sdo removidos do organismo por reagdes
enzimaticas e nao-enzimaticas (Wu et al., 1999). Porém, inibicdo do complexo IV
(COX) ou de outro complexo da CR pode conduzir a reducao incompleta do oxigénio,
e conseqlentemente, ao aumento da formacgao de radicas livres e reducao da sintese
de ATP (Bose et al., 1992; Milatovic et al., 2001; Gupta et al., 2002). Nesse cenario,
niveis elevados de radicais livres podem causar dano aos componentes mitocondriais

e iniciar processos degradativos (Cadenas e Davies, 2000).

1.10 Na*,K*-ATPase

A Na",K™-ATPase é uma proteina integral de membrana (Hansen e Clausen,
1988) responsavel pela manutencdo do gradiente ibnico neuronal através do co-
transporte de trés ions Na* para o meio extracelular e dois ions K para o meio
intracelular. Para realizar o transporte desses ions, a enzima utiliza energia
proveniente da hidrélise de cerca de 50% do ATP produzido no cérebro (Erecinska e
Silver, 1994; Erecinska et al., 2004). A manutencao do equilibrio eletrolitico intra e

extracelular garante ao neurdnio a geracao do potencial de membrana e do gradiente
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eletroquimico a fim de manter a excitabilidade, o volume neuronal e a transmissao de
sinais neurais por todo o sistema nervoso (SN) (Kaplan, 2002; Devlin, 2003).

Quanto a estrutura, a Na',K'-ATPase é composta por duas subunidades o
transmembranas, que contém os sitios de ligagdo para Na*, K", ATP e glicosidios
cardiacos, duas subunidades B regulatérias, na forma de glicoproteinas, e uma
subunidade & (Blanco et al., 2000; Kaplan, 2002; Devlin, 2003; Erecinska et al., 2004)

(Figura 9).

Figura 9. Estrutura da Na*,K*-ATPase (Adaptado de Voet e Voet, 2006).

Durante o ciclo catalitico a subunidade a é fosforilada e desfosforilada em um
residuo de &cido aspartico, estabilizando a estrutura em duas formas, Ei e E;
(Vasilets e Schwarz, 1993; Kaplan, 2002; Devlin, 2003; Jorgensen et al., 2003). Na
conformacdo E1, os sitios fixadores de ions tém alta afinidade para o Na*, dessa
forma ocorre a ligagdo de trés ions Na" que sdo transportados para o meio
extracelular como resultado da fosforilacdo da proteina e da transicdo para o estado
E2. Na conformagao E2, os sitios fixadores de ions tém alta afinidade para o K,
ligando assim dois ions K*, o que provoca a desfosforilacdo da enzima e o transporte

de dois ions K* para o meio intracelular. A enzima desprovida de uma fosforila ndo é
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estavel na forma E2, e volta a forma E1 que tem alta afinidade por Na*, completando
o ciclo (Kaplan, 2002; Devlin, 2003; Jorgensen et al., 2003; Berg et al.,2004c).

Dados da literatura mostram que a atividade da Na*,K*-ATPase esta reduzida na
isquemia cerebral (Wyse et al., 2000), na epilepsia (Grisar, 1984), em crises
convulsivas (Renkawek et al., 1992) e em determinadas doencgas neurodegenerativas
(Lees, 1993; Hattori et al., 1998; Yu, 2003), como por exemplo na doenga de
Alzheimer (Liguri et al., 1990; Hattori et al., 1998).

Trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que a atividade da
Na*,K*-ATPase esta reduzida em hipocampo e cortex cerebral (Pontes et al., 1999;
2001) de ratos submetidos ao modelo experimental de hiperprolinemia tipo Il. Nossos
resultados também mostraram que as vitaminas E e C e a glutationa foram capazes
de prevenir o efeito mediado pela prolina em hipocampo de ratos, indicando a
participacdo do estresse oxidativo na inibicdo da atividade da Na*,K*™-ATPase nessa
estrutura cerebral (Franzon et al., 2003). Nossos resultados corroboram com a
literatura, uma vez que um dos mecanismos envolvido na redugéo da atividade dessa
enzima é o estresse oxidativo, pois a Na",K'-ATPase é inibida por radicais livres
(Yousef et al., 2002). Possivelmente essa inibicdo é causada por oxidacdo dos
grupos sulfidrila presentes no sitio ativo da enzima (Dobrota et al., 1999; Kurella et
al., 1999). A enzima também pode ser inibida por produtos de lipoperoxidacao e por
alteragdes na fluidez da membrana plasmatica (Morel et al., 1999; Rauchova et al.,

1999; Chakraborty et al., 2003).
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1.11 NTPDases e ecto-5’-nucleotidase

Os trifosfo- e difosfo-nucleosideos podem ter seus niveis extracelulares
controlados pela acao de varias enzimas que estéo localizadas na superficie celular
ou estdao na forma sollvel. Nos Ultimos anos, consideraveis progressos tém sido
feitos na caracterizagdo de uma familia de enzimas responsaveis pela degradagéao de
nucleotideos extracelulares, conhecida como familia E-NTPDases. As E-NTPDases
hidrolisam nucleotideos purinicos e pirimidicos, tri- e difosfatados na dependéncia de
cations divalentes, como Ca?* e /ou Mg?* (Zimmermann, 2001, 2006).

Em geral, as NTPDases possuem seu sitio ativo voltado para o meio extracelular
ou para o lumen de organelas intracelulares como o complexo de Golgi e o reticulo
endoplasmatico. Porém, existem também formas sollveis da enzima (Zimmermann,
1996; Bigonesse et al., 2004).

Até o momento, oito membros da familia das NTPDases tém sido identificadas,
as quais se diferenciam pelas variagées quanto a afinidade pelo substrato, que pode
ser revelada pela razdo de hidrélise dos nucleotideos. As NTPDases 1, 2, 3 € 8
possuem dois dominios transmembrana e o sitio ativo voltado para o meio
extracelular (Zimmermann, 2001; Bigonnesse et al., 2004). A NTPDase 1 (CD39,
ecto-apirase, ecto-ATP difosfoidrolase) hidrolisa ATP e ADP igualmente bem, sendo a
proporcao de hidrélise de 1:1 (Kaczmarek et al., 1996; Wang e Guidotti, 1996;
Zimmermann, 2001; Zimmermann, 2006). A NTPDase 2 (CD39L1 ou ecto-ATPase)
tem uma preferéncia maior pela hidrélise do ATP do que do ADP, sendo a proporcao
de hidrolise de 30:1, agindo como um produtor extracelular de ADP. A NTPDase 3

(CD39L3) apresenta propriedades funcionais intermediarias e hidrolisa o ATP em
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uma velocidade aproximadamente trés vezes maior que o ADP (Smith e Kirley, 1998;
Mateo et al.,1999; Zimmermann, 2001; Zimmermann, 2006) enquanto que a
NTPDase 8, que também é um intermediario funcional, hidrolisa ATP com cerca de
duas vezes mais eficiéncia que o ADP (Bigonesse et al., 2004).

Ja as NTPDases 4, 5, 6 e 7 sdo ancoradas em membranas de organelas
intracelulares por um ou dois dominios transmembrana e apresentam o sitio catalitico
voltado para o lumen das organelas (Biederbick et al., 2000; Braun et al., 2000; Shi et
al., 2001; Zimmermann, 2001). Dentre essas, as NTPDases 5 e 6 também podem se
localizar na membrana plasmética por somente um dominio transmembrana na
porcdao N-terminal, o que possibilita que sejam clivadas proteoliticamente e liberadas
para o meio extracelular (Mulero et al., 1999).

Apesar das diferencas cataliticas e de distribuicdo dessas enzimas, todas as
NTPDases apresentam cinco dominios com seqiéncias altamente conservadas,
denominadas “regides conservadas da apirase”, que possivelmente participam da
formacéo do sitio catalitico dessas enzimas (Zimmermann, 2001).

As ecto-5-nucleotidases constituem uma familia de enzimas com distribuicao
tecidual ampla, existindo formas soluveis e formas ancoradas a membrana. De
acordo com a localizacao celular e propriedades bioquimicas, essa familia de
enzimas classifica-se em quatro grupos: uma ecto-5-nucleotidase ancorada a
membrana plasmatica, uma forma soluvel, e duas formas citoplasmaticas. Assim, a
atividade catalitica da ecto-5’-nucleotidase controla os niveis extra e intracelulares de
AMP e de outros nucleosideos monofosforilados (Kawashima et al., 2000; Robson et

al., 2006). Portanto, a associacao dessas enzimas (NTPDase e ecto-5’-nucleotidase)
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produz uma via altamente eficiente, desenvolvida com o objetivo de controlar os
niveis extracelulares de ATP e de adenosina.

Cabe ressaltar que o ATP é o principal nucleotideo de adenina liberado nos
terminais nervosos de diferentes areas cerebrais (Fiedler et al., 1992; Burnstock,
1999). Em relacédo ao sistema cardiovascular, os nucleosideos de adenina mono-, di-
e trifosfatados modulam eventos fisiolégicos de crescimento celular (Erlinge, 1998),
contracao/dilatagcdo dos vasos, agregacao plaquetdria e a transmissao sinaptica
(Ralevic e Burnstock, 2003). A adenosina também apresenta muitas funcgbes
importantes, sendo considerada uma substancia neuromoduladora e neuroprotetora
em muitas areas cerebrais (Dunwiddie e Masino, 2001; Latini e Pedata, 2001). Essa
molécula pode promover a vasodilagdo (Marshall, 2000), inibir a agregacao
plaquetaria (Kawashima et al.,, 2000) e ativar enzimas do sistema antioxidante,
apresentando dessa forma, um eficiente mecanismo de protecéo aos danos causados

pelos radicais livres (Maggirwar et al., 1994).

1.12 Memoria

A capacidade de aprender e recordar eventos depende de modificacoes
induzidas no SN pela percepcao desses eventos. O aprendizado consiste na
aquisicao de novas informagdes ou novos conhecimentos através da experiéncia,
enquanto que a memdria consiste na capacidade de armazenar e evocar informacoes
(Izquierdo, 1988; Squire et al., 1993; Bear et al., 2002).

A operacgao dos sistemas de memaria pode ser representada por uma seqiéncia

de etapas, as quais tém inicio com a aquisicdo, que consiste na entrada de um
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evento qualquer nos sistemas neurais ligados a memoéria. Apds ocorre o processo de
retencdo da memdria, que consiste no armazenamento dos aspectos selecionados de
um evento, os quais serdo armazenados por um periodo de tempo que podera variar
de segundos a anos. Portanto, dentre os varios aspectos de um evento, alguns serao
esquecidos imediatamente, outros memorizados por certo periodo e apenas uns
poucos permanecerdao ha memaoria por um tempo prolongado. Nesse ultimo caso, diz-
se que ocorreu a consolidacao. Por fim, o ultimo dos processos € a evocagéao, através
da qual temos acesso a informagdo armazenada (lzquierdo, 1989; Quillfeldt, 1994;

McGaugh, 1996; 2000; Lent, 2002b) (Figura 10).

Comportamento

L

Eventos internos (cognicdo, emocgdo, etc.)

- .\

'S

Evocagao e
utilizacdo

Retencdo

Retencdo '
duradoura

temporaria __ Consolidagao

Aquisicdo

Esquecimento

Sistemas de Meméria

Figura 10. Operacao dos sistemas de meméoria (Lent, 2002).

Atualmente, varias técnicas sao utilizadas em laboratérios de pesquisa com o
objetivo de avaliar a memdéria em animais. Uma dessas técnicas compreende a tarefa
do labirinto aquatico de Morris, um teste ja utilizado hd 20 anos atras como um
modelo experimental para investigar o aprendizado e a memoria espacial em animais,

sendo considerada uma tarefa adequada para avaliar a cognigdo em ratos. Estudos
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mostraram que o aprendizado espacial em geral parece depender da acao
coordenada de diferentes regides cerebrais e dos sistemas de neurotransmissao
(D’Hooge e De Deyn, 2001). Corroborando com esses dados, estudos também
demonstraram que lesdes em diferentes regides cerebrais como no hipocampo,
estriado, cerebelo e em determinadas areas corticais, parecem prejudicar a tarefa do
labirinto aquético de Morris (Roof et al., 1993; Liu e Bilkey, 1998).

O estresse oxidativo € um processo que vem sendo relacionado aos
mecanismos patofisiologicos envolvidos no dano cerebral observado em muitas
doencgas neurodegenerativas como o Parkinson, Alzheimer e Huntington (Matés et al.,
1999). A reducao do estresse oxidativo e a concomitante diminuicado das EAO tém
efeitos benéficos no aprendizado e na memdéria. Nesse contexto, estudos mostram
que o tratamento crénico com antioxidantes melhora a performance cognitiva em
modelos animais de Parkinson (Dunnett e Bjorklund, 1999) e Alzheimer (Pratico e
Delanty, 2000) e estudos em ratos idosos mostram que o déficit no aprendizado
motor pode ser melhorado com dietas ricas em antioxidantes como o -caroteno e as
vitaminas E e C (Bickford et al., 2000).

Recentemente, estudos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que
ratos submetidos a administracdo cronica de prolina apresentam déficit na meméria
espacial (Bavaresco et al., 2005), sugerindo que altos niveis de prolina no periodo de
desenvolvimento (6° ao 28° dia) podem causar dano neurolégico na fase adulta dos

ratos (60 dias).
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Il. OBJETIVOS

Objetivo geral

Considerando que: (1) a prolina induz o estresse oxidativo, (2) reduz as
atividades das enzimas Na",K*-ATPase e AChE em cérebro de ratos, (3) prejudica a
memoria em ratos, (4) provoca alteragdes no estado redox da célula, resultando na
diminuicdo do consumo de oxigénio e da oxidagcdo do NADH, (5) ativa receptores
NMDA e pode potencializar a agdo do glutamato (6) e que pacientes com
hiperprolinemia tipo Il apresentam disfuncdo neurologica, o objetivo geral do
presente estudo foi investigar o efeito da prolina sobre alguns parametros bioquimicos
em ratos (atividades da AChE e BuChE em cortex cerebral e soro de ratos,
respectivamente, atividades das enzimas citocromo ¢ oxidase e Na",K*-ATPase em
coértex cerebral de ratos, captacdo do glutamato em cortex cerebral e hipocampo de
ratos, hidrélise de nucleotideos em sinaptossomas obtidos de cortex cerebral e em
soro de ratos). Também investigamos o efeito das vitaminas E e C sobre as
alteracdes bioquimicas e comportamentais em ratos submetidos a hiperprolinemia
tipo Il.

Este trabalho sera dividido em sete capitulos como segue:

27



Capitulo |
Objetivos especificos

1. Investigar a influéncia do pré-tratamento com a-tocoferol (vitamina E) e acido
ascorbico (vitamina C) sobre os efeitos causados pela administragcdo aguda de
prolina em alguns parametros de estresse oxidativo, denominados
quimiluminescéncia e TRAP em homogeneizado de cértex cerebral de ratos.

2. Investigar o efeito do pré-tratamento com vitaminas E e C sobre a redugéo da
atividade da enzima antioxidante CAT em homogeneizado de cortex cerebral
de ratos submetidos a hiperprolinemia aguda.

3. Avaliar o efeito da administragdo concomitante de vitaminas E e C a
administracao crénica de prolina sobre a atividade das enzimas antioxidantes

CAT e GSH-Px em homogeneizado de cortex cerebral de ratos.
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Capitulo Il
Objetivos especificos

1. Verificar o efeito da administragdo aguda e crdnica de prolina sobre a atividade
da AChE em homogeneizado de cértex cerebral de ratos.

2. Investigar o efeito da administracdo aguda e cronica de prolina sobre a
atividade da BuChE em soro de ratos.

3 Verificar o efeito do pré-tratamento com vitaminas E e C ou da vitamina E
isolada sobre os efeitos causados pela prolina na atividade da AChE em
homogeneizado de cértex cerebral de ratos.

4 Verificar o papel da vitamina E, da vitamina C, do N®“-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), um inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS) e da melatonina
sobre os efeitos causados pela prolina na atividade da AChE em

homogeneizado de cértex cerebral de ratos.
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Capitulo IlI
Objetivos especificos

1 Verificar o efeito da administragdo aguda e crdnica de prolina sobre a atividade
da enzima COX em cortex cerebral de ratos de 29 e 60 dias de idade.

2 Investigar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de prolina sobre a
atividade da enzima COX em cértex cerebral de ratos de 29 e 60 dias de
idade.

3 Verificar a influéncia do pré-tratamento com vitaminas E e C sobre o efeito
causado pela administracdo aguda de prolina na atividade da COX em
homogeneizado de cértex cerebral de ratos de 29 e 60 dias.

4 Avaliar o efeito da administracdo de vitaminas E e C durante a administracéo
cronica de prolina sobre a atividade da enzima COX em cértex cerebral de

ratos de 29 dias.
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Capitulo IV

Objetivos especificos

1

Investigar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de prolina sobre a
captacao do glutamato em fatias de cértex cerebral e hipocampo de ratos.
Verificar o efeito da administragdo aguda de prolina sobre a captagdo do
glutamato em fatias de cortex cerebral e hipocampo de ratos.

Verificar a influéncia do pré-tratamento com vitaminas E e C administradas
juntas ou isoladas sobre o efeito causado pela administragdo aguda de prolina
na captacao de glutamato em fatias de cortex cerebral de ratos.

Avaliar o efeito da administracdo aguda de prolina sobre a atividade da enzima
Na*,K*-ATPase em homogeneizado de cortex cerebral de ratos e a influéncia
do pré-tratamento com vitaminas E e C sobre o efeito causado pela
administracdo aguda de prolina na atividade da Na",K*-ATPase em cértex

cerebral de ratos.
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Capitulo V

Objetivos especificos

1

Verificar o efeito da administracdo aguda e crénica de prolina sobre a atividade
das enzimas NTPDase e ecto-5-nucleotidase em sinaptossomas obtidos de
cértex cerebral de ratos.

Investigar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de prolina sobre a
atividade das enzimas NTPDase e ecto-5-nucleotidase em sinaptossomas

obtidos de cortex cerebral de ratos.
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Capitulo VI

Objetivos especificos

1

Verificar o efeito da administracdo aguda de prolina sobre a hidrélise dos
nucleotideos ATP, ADP e AMP em soro de ratos sacrificados 1h, 3h ou 12h
apds a injecao.

Investigar o efeito da administracdo crénica de prolina sobre a hidrolise dos
nucleotideos ATP, ADP e AMP em soro de ratos sacrificados 3h ou 12h apés a
ultima injecao.

Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de prolina sobre a

hidrélise dos nucleotideos em soro de ratos.
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Capitulo VII
Objetivos especificos
1 Investigar se o tratamento crénico com as vitamina E e C previne o prejuizo
na memoria espacial e na memoria de trabalho observado em ratos

submetidos a administracéo crénica de prolina.

OBS: todos os capitulos serdo apresentados na forma de artigos cientificos.
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lll. RESULTADOS E METODOLOGIAS

CAPITULO | - ARTIGO 01

Protective effect of antioxidants on brain oxidative damage caused by

proline administration

Daniela Delwing, Fabria Chiarani, Caren S. Bavaresco, Clévis M.D. Wannmacher,

Moacir Wajner, Carlos S. Dutra-Filho and Angela T.S. Wyse.

Periodico: Neuroscience Research
Status: Publicado
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CAPITULO Il - ARTIGO 02

Effect of hyperprolinemia on acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase

activities in rat

Daniela Delwing, Fabria Chiarani, Clévis M.D. Wannmacher, Moacir Wajner and

Angela T.S. Wyse

Periddico: Amino Acids
Status: Publicado
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CAPITULO lll- ARTIGO IlI

Proline reduces brain cytochrome c oxidase: prevention by antioxidants

Daniela Delwing, Débora Delwing, Fabria Chiarani, Andréa G. Kurek and Angela
T.S. Wyse

Periddico: International Journal of Developmental Neuroscience
Status: Publicado
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CAPITULO IV- ARTIGO 04

Proline promotes decrease in glutamate uptake in slices of cerebral cortex

and hippocampus of rats

Daniela Delwing, Débora Delwing, Renan J. Sanna, Susana Wofchuk and Angela

T.S. Wyse

Periddico: Life sciences
Status: Aceito
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CAPITULO V- ARTIGO 05

Proline induces alterations on nucleotide hydrolysis in synaptosomes

from cerebral cortex of rats

Daniela Delwing, Débora Delwing, Jodo J.F. Sarkis and Angela T.S. Wyse’

Periodico: Developmental Brain Disease
Status: Publicado
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CAPITULO VI- ARTIGO 06

Proline induces alterations in nucleotide hydrolysis in rat blood serum

Daniela Delwing, Débora Delwing, Jodo J.F. Sarkis and Angela T.S. Wyse

Periodico: Molecular and Cellular Biochemistry
Status: Publicado
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CAPITULO VIl - ARTIGO 07

a-Tocopherol and ascorbic acid prevent memory deficits provoked by

chronic hyperprolinemia in rats

Daniela Delwing, Caren S. Bavaresco, Siomara C. Monteiro, Cristiane Matté,
Carlos Alexandre Netto and Angela T.S. Wyse

Periodico: Behavioural Brain Research
Status: Publicado
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IV. DISCUSSAO

A hiperprolinemia tipo Il € uma doenga genética causada pela deficiéncia
hepatica na atividade da enzima A'-pirrolino-5-carboxilato-desidrogenase e se
caracteriza bioquimicamente por niveis elevados de prolina no plasma e no fluido
cerebro-espinhal. Verifica-se que alguns pacientes com quadro bioquimico de
hiperprolinemia tipo Il apresentam retardo mental e epilepsia, enquanto que outros
pacientes sao clinicamente normais (Phang et al., 2001).

Os niveis plasmaticos de prolina encontram-se elevados em ambos o0s
pacientes, o que poderia indicar que altos niveis desse aminodcido ndo sao
suficientes para causar dano neuroldgico. Por outro lado, a literatura correlaciona os
altos niveis de prolina encontrados nos pacientes hiperprolinémicos com
manifestagées neuroldgicas, sugerindo que a hiperprolinemia pode predispor a
convulsées (Flynn et al., 1989). A alta incidéncia de convulsées durante a infancia na
hiperprolinemia tipo |l pode ser explicada pelo fato da prolina possuir propriedades
neuroexcitatérias e neurotdxicas (Flynn et al., 1989). Embora as disfuncdes
neurolégicas sejam observadas em muitos pacientes hiperprolinémicos, o0s
mecanismos responsaveis por essas sdo pouco compreendidos.

O modelo animal de hiperprolinemia tipo Il utilizado nesse trabalho foi 0 mesmo
utilizado em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa e baseia-se no modelo
experimental desenvolvido por Moreira e colaboradores (1989). Nesse modelo, para
atingir niveis séricos de prolina em ratos, similares aqueles encontrados em pacientes
hiperprolinémicos, foram administradas por via subcutanea, varias doses de prolina,

as quais variaram de acordo com 0 peso € a idade dos ratos. Os animais controles
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receberam igual volume de solucédo salina 0,9% (1ml/100 g de peso corporal). As
solugdes foram administradas duas vezes ao dia, com intervalos de 10 horas. O
esquema final para administragdo cronica de prolina foi calculado de acordo com
parametros farmacocinéticos da prolina (Moreira et al., 1989). As estruturas cerebrais
utilizadas para a realizagdo dos experimentos foram o cértex cerebral e o hipocampo,
que sao estruturas essenciais para a memaria e o aprendizado (Roof et al., 1993; Liu
e Bilkey, 1998; Squire, 2004), os quais se encontram compremetidos em pacientes
com hiperprolinemia tipo II.

Resultados obtidos em nosso laboratério tém mostrado que a administragéo
aguda de prolina ou a presenca de prolina no meio de incubacéo induz o estresse
oxidativo, uma vez que aumenta a quimiluminescéncia (um indice de peroxidacao
lipidica) e diminui o TRAP (um indice de defesa total antioxidante ndo-enzimética
tecidual) (Delwing et al., 2003b,c). Nossos resultados também mostraram que a
administracdo aguda de prolina reduz a atividade da CAT (enzima responséavel pela
detoxificacdo do H»Oz) e que a hiperprolinemia crénica aumenta a atividade dessa
enzima e reduz a atividade da GSH-Px (enzima que decompde os peréxidos
derivados da oxidacao de fosfolipidios de membranas) (Delwing et al., 2003c).

No presente trabalho, considerando os resultados anteriormente citados,
primeiramente investigamos a influéncia do pré-tratamento com as vitaminas E e C
sobre o aumento da quimiluminescéncia e a diminuicdo do TRAP causados pela
administracdo aguda de prolina em coértex cerebral de ratos. Nossos resultados
mostraram que as vitaminas E e C sdo capazes de prevenir a acao da prolina sobre

esses parametros de estresse oxidativo. Esses resultados estdo de acordo com
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outros estudos, os quais mostram os efeitos neuroprotetores da vitamina E contra o
dano oxidativo tecidual, com énfase no SNC (Anderson et al., 1988; Hara et al., 1990;
Vatassery et al., 2004). A influéncia da co-administracdo das vitaminas E e C sobre
as alteragOes causadas pela administracdo aguda e cronica de prolina nas atividades
das enzimas antioxidantes CAT e GSH-Px foi também avaliada. Os resultados
mostraram que as vitaminas E e C preveniram a reducdo na atividade da CAT
causada pela administracdo aguda de prolina, bem como o0 aumento na atividade da
CAT e a reducéo na atividade da GSH-Px causadas pela hiperprolinemia crdnica.
Embora ndo saibamos o exato mecanismo responsavel pelo aumento na atividade da
CAT causada pela administracdo cronica de prolina, sugerimos como hip6tese uma
hiper-estimulagdo na sintese da enzima, causada pela transcricdo genética, como
sendo um efeito compensatério ocorrido em consequéncia do aumento da geracao de
radicais livres provocado pela prolina. Dados na literatura mostram que as enzimas
antioxidantes podem responder ao aumento do estresse oxidativo aumentando suas
atividades, a fim de reduzir o dano (Travacio e Llesuy, 1996). Nesse contexto,
podemos presumir que a geracdo do HO,, EAO inativada pela CAT, pode estar
sendo induzida pela prolina. Nesse trabalho, as vitaminas E e C provavelmente
preveniram o aumento na atividade da CAT por reduzirem a formacao de radicais
livres.

Cabe ressaltar que o estresse oxidativo € um importante evento que esta
relacionado com a fisiopatologia de algumas condi¢cdes que afetam o SNC, tais como
a isquemia cerebral e algumas doengas neurodegenerativas (Reznick e Packer, 1993;

Halliwell, 2001; Salvador e Henriques, 2004). A prote¢do contra o dano oxidativo é
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providenciada pelas defesas antioxidantes, incluindo enzimas como a SOD, a CAT e
a GSH-Px e por defesas ndo-enzimaticas como as vitaminas A, C, E (Salvador e
Henriques, 2004).

A vitamina E é uma molécula lipossoluvel localizada no interior da bicamada
lipidica das membranas, sendo responsavel por limitar/inibir a peroxidacao lipidica
enddgena (Niki et al., 1993). A vitamina C € um antioxidante ativo contra radicais
livres, sendo capaz de remover radicais hidroxil e superéxidos (Halliwell e Gutteridge,
2000). A vitamina C tem papel importante na regeneracdo da vitamina E,
prolongando dessa maneira, seu efeito antioxidante (Carr e Frei, 1999). Considerando
a importancia da vitamina C na regeneragao da forma reduzida da vitamina E, em
nossos estudos a vitamina C foi administrada concomitantemente com a vitamina E, a
fim de prolongar o efeito antioxidante da vitamina E (Carr e Frei, 1999).

Tendo em vista que além do desequilibrio entre a formacao e a remocao de
radicais livres, as alteragbes colinérgicas sao também eventos importantes
associados a fisiopatologia de alguns disturbios neurodegenerativos (Ballard et al.,
2005; Siqueira et al., 2005), a AChE possui papel importante na transmissao
colinérgica (Inestrosa e Perelman, 1990) e a redugdao da AChE cortical tem sido
associada com deméncia (Blokland, 1995; Petersen et al., 1999; O’'Brien et al., 2003),
decidimos investigar nesse estudo o efeito da administracdo aguda e crénica de
prolina sobre a atividade da enzima AChE em homogeneizado de cértex cerebral de
ratos de 29 dias de idade.

Nossos resultados mostraram que a administragdo aguda de prolina reduziu

significativamente a atividade da AChE em cértex cerebral de ratos. Por outro lado, a

105



administracao crénica de prolina ndo alterou esse parametro. Considerando que a
BuChE é considerada um marcador periférico do sistema colinérgico central, nesse
trabalho também verificamos o efeito da prolina sobre a atividade da BuChE sérica. A
adminstracdo aguda de prolina aumentou significativamente a atividade da BuChE
em soro de ratos e a administracdo crdnica desse aminoacido nao alterou esse
parametro. Esse resultado pode ser interpretado como um mecanismo compensatorio
ocorrido devido a diminuicdo da hidrélise da acetilcolina, uma vez que a atividade da
AChE esta reduzida. Corroborando com nossos dados, relatos da literatura mostram
que na doenga de Alzheimer avancada a atividade da AChE esta reduzida, em
contraste com a atividade de BuChE, que estd aumentada (Perry et al, 1978;
Giacobini, 2003). Considerando que a administracao crbnica de prolina nao alterou a
atividade de ambas as enzimas analisadas, sugere-se que a presenca de prolina faz-
se necessaria para tais acoes, visto que na administracdo aguda os animais foram
sacrificados 1h apéds a injecdo e no tratamento crénico os animais foram sacrificados
12h apds a ultima injecdo de prolina, quando os niveis desse amino4cido ja haviam
retornado aos valores normais.

Com o objetivo de investigar um dos possiveis mecanismos envolvidos na
inibicdo da atividade da AChE, também verificamos o efeito do pré-tratamento crénico
(7 dias) com as vitaminas E e C ou somente com a vitamina E e o tratamento agudo
com a vitamina E, &cido ascérbico, L-NAME e melatonina sobre o efeito inibitorio da
hiperprolinemia aguda sobre a atividade da AChE. Ambos os tratamentos foram
capazes de prevenir a reducdo observada na atividade da AChE causada pela

administracao de prolina. Em relacdo a administracdo aguda dos antioxidantes
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citados acima e do L-NAME, todos preveniram a inibicdo da atividade da AChE
causada pela prolina. Esses resultados estdo em concordancia com outros achados
reportados na literatura, indicando que a atividade da AChE é reduzida por radicais
livres e prevenida por antioxidantes (Tsakiris et al., 2000; Melo et al., 2003).

A melatonina, um dos antioxidantes utilizado em nossa pesquisa, possui
propriedades lipofilicas e hidrofilicas, se difunde amplamente nos compartimentos
celulares e é relatada como um potente “scavenger” de radicais livres, sendo
considerada também um estimulador de muitas enzimas antioxidantes (Reiter, 1999).
O L-Name, um dos compostos utilizado, € um potente inibidor da enzima éxido nitrico
sintase (NOS), a qual catalisa a conversao de arginina a 6xido nitrico e citrulina (Law
et al., 2001).

Evidéncias mostram que além do estresse oxidativo, o déficit energético
também estd associado aos mecanismos fisiopatologicos de varias desordens que
afetam o SNC, incluindo as doencgas neurodegenerativas (Reznick e Packer, 1993;
Andersen et al., 1997; Chinta e Andersen, 2006; Onyango e Khan, 2006). Tendo em
vista que o aumento dos niveis de radicais livres pode causar dano aos componentes
mitocondriais € iniciar processos degradativos (Cadenas e Davies, 2000), que a
COX, um importante marcador do metabolismo aerdbico, é inibida por radicais livres
(Cadenas e Davies, 2000; Sharpe e Cooper, 1998) e considerando que a prolina
induz o estresse oxidativo (Delwing et al., 2003b,c) e causa alteracbes no estado
redox da célula (Phang et al., 2001), o propésito dessa etapa de nossos estudos foi
investigar os efeitos in vivo (agudo e crbnico) e in vitro da prolina sobre a atividade da

enzima COX em cortex cerebral de ratos de 29 e 60 dias. A influéncia das vitaminas
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E e C sobre os efeitos provocados pela administragcdo aguda e crénica de prolina foi
também avaliada com o intuito de investigar a participacdo do estresse oxidativo
sobre tais efeitos.

Nossos resultados mostraram que a administragdo aguda de prolina reduziu a
atividade da COX em cortex cerebral de ratos de 29 e 60 dias de idade, indicando
que a prolina compromete o funcionamento da CR. Em adicdo, mostramos que a
administracao cronica de prolina também reduziu esse parametro em ratos de 29
dias, mas em contraste, ndo alterou a atividade desse complexo em ratos de 60 dias.
Analisando esses dados, podemos sugerir que a inibicdo da COX depende da
presenga da prolina, uma vez que a reducdo da atividade do complexo somente
ocorreu 12h apo6s a administracao de prolina e ndo ocorreu quando o tratamento com
prolina foi interrompido por 30 dias (ratos de 60 dias).

Em relacdo aos experimentos in vitro, os resultados mostraram que a adicao de
diferentes concentragdes de prolina (3,0 uM — 1,0 mM) ao ensaio enzimatico nao
alterou a atividade da COX em ratos de 29 e 60 dias de idade, sugerindo que esse
efeito pode ser causado por metabdlitos secundarios e ndo pela interagao direta do
aminoacido com a enzima.

Estudos indicam que a inibicdo na atividade da COX ou de qualquer outro
complexo da CR pode potencialmente conduzir a uma incompleta reducdo do
oxigénio e, consequentemente, ao aumento da formacdo de radicais livres e
diminuicdo da sintese de ATP (Bose et al., 1992; Milatovic et al., 2001; Gupta et al.,
2002). Nesse cenério, a literatura aponta a vitamina E como um antioxidante

essencial para o cérebro, fundamental para a respiracdo mitocondrial eficiente
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(Vatassery, 1998; Vatassery et al., 2004) e, recentemente, tem-se sugerido que a
vitamina E possa ter um papel especifico na manutengédo da fosforilagdo oxidativa
(Vatassery et al., 2004).

Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com as vitaminas E e C
preveniu o déficit do metabolismo energético (redugcdo da COX) causado pela
administracdo aguda de prolina em ratos de 29 e 60 dias. Esses dados sugerem que
radicais livres removidos pelas vitaminas E e C estdo provavelmente envolvidos nos
efeitos causados pela prolina sobre esse parametro do metabolismo energético
cerebral. Nossos resultados também mostraram que a administragdo dos
antioxidantes concomitantemente ao tratamento crénico com prolina foi capaz de
prevenir a redugao causada pela prolina na atividade da COX. Confirmando nossa
hipotese, os resultados mostram que o estresse oxidativo possivelmente esta
envolvido na acao desse aminoacido sobre o complexo analisado. Assim, é possivel
que o déficit no metabolismo energético e o estresse oxidativo produzido pela prolina
possam agir sinergicamente, cooperando para o dano cerebral observado na
hiperprolinemia tipo .

Dando continuidade aos nossos estudos e considerando que a prolina pode
potencializar a acdo do glutamato (Nadler, 1987, Nadler et al., 1992; Fremeau et al.,
1992; Renick et al., 1999) e que a excitotoxicidade glutamatérgica tem sido associada
com a patogénese de varias desordens agudas e cronicas que afetam o SNC, como
epilepsia, isquemia e doenca de Alzheimer (Meldrum, 1994, 2000; Bradford, 1995;

Chapman, 2000; Maragakis e Rothstein, 2001, 2004), primeiramente, 0 objetivo dessa
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etapa do trabalho foi investigar os efeitos in vitro e in vivo (agudo) da prolina sobre a
captacao do glutamato em fatias de cértex cerebral e hipocampo de ratos.

Os resultados mostraram que a adi¢cao de prolina ao ensaio enzimatico foi capaz
de reduzir a captacdo do glutamato em fatias de cértex cerebral, nas concentracoes
de 30,0 uM e 1,0 mM (prolina), bem como em fatias de hipocampo de ratos, porém
somente na concentracdo de 1,0 mM (prolina), sugerindo um efeito promovido pela
interacdo direta da prolina sobre a captacdo do glutamato. Tendo em vista que a
prolina in vitro diminuiu a captacdo do glutamato em fatias de cértex cerebral e
hipocampo de ratos, avaliamos o efeito da administragdo aguda de prolina sobre o
mesmo parametro. Verificamos que a administragdo aguda reduziu significamente a
captacao do glutamato em fatias de cértex cerebral de ratos, mas néo alterou a
captacao do glutamato em fatias de hipocampo, sugerindo um efeito causado pela
interacdo direta da prolina e/ou ocasionado por metabdlitos secundarios. Sabendo
que a captagdao do glutamato por astrocitos é o principal processo envolvido na
neuroprotecao contra a excitotoxicidade glutamatérgica, por reduzir as concentragdes
extracelulares de glutamato (Chen e Swanson, 2003), o efeito inibitério causado pela
prolina sugere que esse aminoacido possui propriedades toxicas que interferem na
captacao do glutamato.

Uma vez que a literatura relata que os radicais livres sdo altamente reativos e
podem inibir a captagdo do glutamato em cultura de astrocitos (Danbolt, 2001) e que
a prolina induz o estresse oxidativo (Delwing et al., 2003b,c), também investigamos
se o pré-tratamento com as vitaminas E e C seria capaz de prevenir a redugao na

captacao do glutamato em fatias de cortex cerebral de ratos causada pela
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hiperprolinemia aguda. Nossos resultados mostraram que esses antioxidantes
quando administrados simultaneamente per se reduziram a captagdo do glutamato
em vez de preveni-la. Baseado nesses resultados, na tentativa de descobrir se essa
reducdo foi causada por apenas um dos antioxidantes usados e também com a
intencdo de investigar se esses antioxidantes quando administrados isolados seriam
capaz de prevenir a reducdo causada pela prolina sobre o parametro estudado,
também verificamos o efeito do pré-tratamento com vitamina E e vitamina C
isoladamente. Os resultados mostraram que o pré-tratamento com vitamina E reduziu
a captacao do glutamato em fatias de cortex cerebral e ndo preveniu a reducao desse
parametro causada pela administracdo de prolina. Em contraste, o pré-tratamento
com vitamina C nao alterou a captacao do glutamato, mas também nao foi capaz de
prevenir a reducao desse parametro causada pela prolina, sugerindo que a reducao
da captacdo do glutamato provavelmente nao foi causada por radicais livres
removidos pelas vitaminas E e C.

Considerando que a Na*,K*™-ATPase é uma enzima responsavel pela geragdo do
potencial de membrana através do transporte ativo dos ions Na" e K*, os quais sao
necessarios para a manutencao da excitabilidade neuronal bem como pelo controle
do volume celular (Wheller et al., 1975; Erecinska e Silver, 1994; Erecinska et al.,
2004), que a prolina reduz a atividade dessa enzima em hipocampo de ratos (Pontes
et al., 2001) e que a captacdo do glutamato é dependente de Na* (Danbolt, 2001),
nosso préximo objetivo foi investigar o efeito da administracdo aguda de prolina € o
efeito do pré-tratamento com antioxidantes (vitaminas E e C) sobre a atividade da

Na*,K*-ATPase em cortex cerebral de ratos. Os resultados mostraram que a
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administracdo aguda de prolina reduziu a atividade da enzima e que os antioxidantes
utilizados preveniram tal efeito. Esses achados sugerem que o estresse oxidativo
esteja provavelmente envolvido nos efeitos elicitados pela prolina sobre o parametro
analisado. Nossos resultados sugerem que a reducdo da captacado do glutamato por
células gliais nao foi mediada pela inibicdo na atividade da Na*,K*-ATPase causada
pela prolina, uma vez que os antioxidantes preveniram esse efeito. Provavelmente a
reducdo da captacdo do glutamato foi causada por outras espécies reativas, tais
como o 6xido nitrico, visto que a prolina ativa receptores NMDA.

A fim de dar continuidade aos nossos estudos e ampliar nosso campo de
pesquisa, e considerando que as enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase estao
amplamente distribuidas no cérebro (Bonan et al., 1998), nosso proximo objetivo foi
avaliar os efeitos in vivo (agudo e crénico) e in vitro da prolina sobre a atividade das
enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase em sinaptossomas obtido de cortex cerebral de
ratos.

Nossos resultados mostraram que a administracdo aguda de prolina reduziu
significativamente a hidrdlise do ATP, mas n&o alterou a hidrélise dos nucleotideos
ADP e AMP em sinaptossomas de cértex cerebral de ratos. Resultados similares
foram encontrados apds a administracdo crbénica de prolina, onde verificamos que
somente ocorreu reducao da hidrélise do nucleotideo ATP. Em relacdo a adicao de
prolina ao ensaio enzimatico (estudos in vitro), observamos que a prolina nao alterou
as atividades das enzimas envolvidas na hidrélise dos nucleotideos. Considerando
que a reducao da hidrolise do ATP ocorreu somente apds a administracdo aguda e

cronica de prolina, podemos sugerir que esse foi um efeito indireto e que nao foi
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ocasionado pela interacdo direta da prolina com a enzima envolvida. Nao sabemos os
mecanismos pelos quais a administragdo de prolina reduz a atividade da NTPDase,
mas considerando que a adi¢cdo de prolina ao meio de incubacao (estudo in vitro)
nao alterou a hidrélise do ATP, podemos sugerir que metabdlitos secundéarios da
prolina, assim como o A'-pirrolino-5-carboxilato, possa estar envolvido nesses efeitos.

Corroborando com nossos resultados, estudos realizados em nosso laboratério
mostraram que outros aminoacidos acumulados em EIM também alteram a atividade
das enzimas responsaveis pela hidrélise dos nucleotideos. A fenilalanina reduz a
atividade da NTPDase em sinaptossomas de coértex cerebral de ratos (Wyse et al.,
1994, 1995), a administracdo de homocisteina altera a atividade das enzimas
envolvidas na hidrolise dos nucleotideos em cérebro e soro de ratos (Béhmer et al.,
2004) e a infusao intracerebroventricular de arginina reduz a atividade das enzimas
NTPDase e 5-nucleotidase em sinaptossomas de hipocampo de ratos (Delwing et al.,
2007). Além disso, relatos da literatura mostram que alteracbes na atividade das
enzimas NTPDase e 5-nucleotidase parecem estar relacionadas a desordens
neuroldgicas, tais como a isquemia cerebral (Schetinger et al., 1998).

Estudos bioquimicos citam os nucleotideos de adenina como uma importante
fonte de adenosina extracelular (Battastini et al., 1995; Cunha et al., 2001; Dunwiddie
e Masino, 2001). A concentracdo de nucleotideos presentes em um determinado
meio biolégico € o resultado do equilibrio existente entre a liberagdo desses
nucleotideos e seu metabolismo através de nucleotidases apropriadas. Nesse
contexto, no SNC, os tri- e difosfonucleotideos sdo degradados por trés enzimas da

familia das NTPDases, denominadas NTPDase 1, 2 e 3 (Kegel et al., 1997; Smith e
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Kirley, 1998; Wang et al., 1997). A NTPDase 1 hidrolisa ATP e ADP igualmente bem,
sendo a proporgado de hidrolise de 1:1 (Kaczmarek et al., 1996; Wang e Guidotti,
1996; Zimmermann, 2001) enquanto que a NTPDase 2 tem uma preferéncia maior
pela hidrélise do ATP do que ADP, sendo a proporgéao de hidrélise de 30:1. Por outro
lado, a NTPDase 3 apresenta propriedades funcionais intermediarias entre a
NTPDase1 e a NTPDase 2 e hidrolisa o ATP em uma velocidade aproximadamente
trés vezes maior que o ADP (Mateo et al.,1999; Smith e Kirley, 1998). Baseado
nessas informagdes e analisando nossos resultados, podemos sugerir que a enzima
envolvida na hidrélise dos nucleotideos adeninicos em sinaptossomas de cértex
cerebral de ratos hiperprolinémicos € a NTPDase 2, visto que a administragcdo aguda
e crénica de prolina reduziu a hidrélise do ATP, mas nao alterou a hidrélise dos
demais nucleotideos.

Tem sido demonstrado na literatura que a adenosina é, de fato,
consensualmente reconhecida como uma substadncia muito importante para a
homeostasia das células do SNC. A adenosina € um nucleosideo endbégeno que
apresenta papel fundamental na regulacdo da excitabilidade neuronal e estudos
mostram que possui papel importante na modulacdo da plasticidade sinaptica em
ratos (De Medonga e Ribeiro, 1997; Dunwiddie e Masino, 2001). Além disso, a
adenosina também € considerada um neuromodulador enddégeno que apresenta
propriedades anticonvulsivante e neuroprotetora (Dunwiddie e Masino, 2001; Latini e
Pedata, 2001).

Nesse capitulo nossos resultados mostraram que a prolina reduziu a hidrélise do

ATP, o que provavelmente contribuiu para o aumento dos niveis de ATP. Sabendo
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que o ATP é um importante neurotransmissor excitatério no SNC, a inibicado da
hidrélise do ATP causada pela administracdo de prolina pode prejudicar uma série de
processos relacionados com a excitabilidade cerebral e esse pode ser, pelo menos
em parte, um dos mecanismos responsaveis pela disfungao neuroldgica apresentada
por pacientes hiperprolinémicos.

Além dos sintomas neurolégicos da doenga observados em muitos pacientes
hiperprolinémicos (Phang et al., 2001), dados da literatura mostram que a prolina
provoca alteragcdes no sistema cardiovascular (Takemoto, 2004). Considerando esse
fato e sabendo que a razéo nucleotideos/nuleosideo na circulagdo pode apresentar
algumas mudancas, as quais podem evocar respostas tanto no sistema circulatério
quanto no SNC e que a administracdo de prolina reduziu a hidrélise do ATP em
sinaptossomas de cértex cerebral de ratos (Delwing et al., 2007), o proximo objetivo
do nosso trabalho foi investigar os efeitos in vivo (agudo e crénico) e in vitro da
prolina sobre a hidrolise do ATP, ADP e AMP em soro de ratos.

Os resultados mostraram que a administracdo aguda de prolina reduziu
significativamente a hidrélise do ATP e do ADP em soros de ratos, mas nado alterou a
hidrélise do AMP, sugerindo que esses efeitos possam estar ocorrendo através de
metabétitos secundarios e/ou através da interacao direta da prolina com as enzimas
envolvidas. Esses resultados estdo em concordancia com outros experimentos
realizados, onde se verificou que aminoacidos como a fenilalanina (Wyse et al., 1994)
e a arginina (Delwing et al., 2005) reduziram a atividade da NTPDase em soro de
ratos. De acordo com nossos resultados, a administragdo crénica de prolina nao

alterou a hidrélise dos nucleotideos testados, sugerindo que a presenca de prolina é
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necessaria para essa agao, uma vez que na administragdo aguda os animais foram
sacrificados 1h apéds a injecdo e no tratamento crénico os animais foram sacrificados
somente 12h apds a ultima injegdo, provavelmente quando os niveis de prolina ja
haviam retornado ao normal.

A préxima etapa desse estudo foi verificar se os animais sacrificados 3h ou 12h
apds a administragdo aguda de prolina ou 3h ap6s a administragdo crénica de prolina
apresentariam alteragdes na hidrélise dos nucleotideos. Os resultados mostraram que
animais sacrificados 3h ou 12h apdés a administracdo aguda de prolina nao
apresentaram alteragdes na hidrélise dos nucleotideos, o que explica porque o
tratamento crénico com prolina ndo alterou os parametros avaliados, novamente
sugerindo que os altos niveis de prolina sdo essenciais para essa acao. Por outro
lado, animais sacrificados 3h apés a ultima inje¢ao de prolina (administracao crénica)
apresentaram reducao significativa na hidrélise do ATP e do ADP, demonstrando um
efeito causado pela presenca de prolina associado a um efeito indireto da prolina em
longo prazo.

Demonstramos também nesse estudo que a adigdo de 1,0 mM de prolina ao
meio (in vitro) aumentou a hidrélise do ATP, ADP e AMP, sugerindo que a prolina
interage diretamente com as enzimas NTPDase e 5-nucleotidase, o que resulta no
aumento de suas atividades. Analisando os resultados obtidos, podemos sugerir que
a enzima envolvida na hidrélise dos nucleotideos adeninicos é a NTPDase 1 (também
conhecida como CD39, ecto-apirase, ecto-ATP difosfoidrolase), uma vez que essa
hidrolisa ATP e ADP igualmente bem, sendo a proporcdo de hidrélise de 1:1

(Zimmermann, 2001; Oses et al., 2004).
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Adicionalmente, foi demonstrado que a estimulacdo elétrica de nervos
simpaticos provoca a liberagdo de nucleotidases solluveis que estdo envolvidas na
completa degradacado do ATP até adenosina (Todorov et al., 1997). As NTPDases
possuem papel fundamental na manutengcao das condi¢des fisiologicas; regulando a
funcéo cardiaca, a secrecdo hormonal, as respostas imunes, a neurotransmissao € a
agregacao plaquetaria; através da modulagdo dos niveis de nucleotideos no soro
(Marcus et al., 1997; Todorov et al., 1997; Chadwick e Frischauf, 1998; Gayle et al.,
1998; Burnstock e Williams, 2000).

Considerando o papel do ATP no sistema vascular como vasoconstrictor e o
papel do ADP na agregacao plaquetaria (Ralevic e Burnstock, 2003), que a prolina
causa alteragbes no sistema cardiovascular (Takemoto, 2004) e que nOSsSOS
resultados mostraram que a prolina altera a hidrélise dos nucleotideos, pode-se
postular que pacientes hiperprolinémicos nao tratados possam apresentar alguns
tipos de problemas circulatérios, sugerindo dessa forma, que a determinacdo da
atividade da NTPDase em soro possa ser um dos parametros utilizados para a
caracterizacao da doenca.

Dando continuidade aos nossos estudos e considerando que 0s pacientes
hiperprolinémicos usualmente apresentam um grau variavel de retardo mental e
outros sintomas neurolégicos (Phang et al., 2001), que a hiperprolinemia crénica
induz o estresse oxidativo cerebral (Delwing et al., 2003b,c) e provoca déficit de
memoéria em ratos (Bavaresco et al., 2005) e que o estresse oxidativo pode estar
associado ao déficit cognitivo, investigamos o efeito do tratamento com vitaminas E e

C sobre a performance cognitiva dos ratos submetidos a administracao crénica de
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prolina. Para esse estudo utilizamos a tarefa do labirinto aquatico de Morris que nos
permite avaliar a memaria espacial e a memdéria de trabalho em ratos.

De acordo com D"Hooge e De Deyn (2001) o labirinto aquéatico de Morris € uma
tarefa adequada para avaliar a cogni¢do em ratos. Na primeira fase da tarefa, durante
um periodo adequado de dias de treinamento, os animais aprendem, guiados por
pistas colocadas nas paredes da sala (mapeamento ou estratégia espacial), o local
da plataforma de escape. Os resultados mostraram que os ratos submetidos a
administracao crénica de prolina apresentaram um déficit na fase de aquisicdo da
tarefa, demorando mais tempo para encontrar a plataforma de escape durante os dias
de treinamento. No dia do teste, os ratos hiperprolinémicos demoraram mais tempo
para cruzar o local da plataforma e o nimero de vezes que esses passaram pelo local
da plataforma foi reduzido em relagao aos ratos controles. Por outro lado, o tempo em
que permaneceram no quadrante alvo onde estava localizada a plataforma de escape
e o tempo em que permaneceram no quadrante oposto ao da plataforma nao alterou.
Interessantemente, o concomitante tratamento com as vitaminas E e C foi capaz de
prevenir os efeitos causados pela administragcao crénica de prolina.

De acordo com os resultados, a administragdo cronica de prolina também
alterou a memodria de trabalho, tarefa responsavel pela avaliagcdo da memaria de curta
duracdo. Nessa etapa, os ratos cronicamente tratados com prolina apresentaram
maior laténcia para encontrar a posicao da plataforma no terceiro e no quarto dia de
estudo. Os resultados apresentados por esses em relacao ao primeiro e segundo dia
foram semelhantes aos observados nos demais grupos. Esses resultados foram

prevenidos pela administracdo concomitante de vitaminas E e C durante o tratamento

118



croénico com prolina. Acreditamos que a hiperprolinemia tipo |l causa um déficit na
memoria espacial e na memoria de trabalho, independente das habilidades motoras
do animal, uma vez que ndo foram encontradas alteragdes na velocidade do nado.

Existem evidéncias de que o estresse oxidativo e as EAO parecem estar
envolvidas na modulagdo dos mecanismos de memoéria e aprendizado (Abidin et al.,
2004; Bickford et al., 2000; Cantuti-Castelvetri et al., 2000; Silva et al., 2004). Esses
tém sido propostos a serem o0s maiores contribuintes da disfungdo neuroldgica
presente em muitas doencas neurodegenerativas (Bergendi et al., 1999).
Corroborando com esses dados, estudos apontam que a vitamina E melhora a funcéo
cognitiva em pacientes com radionecrose no lobo temporal (Chan et al., 2004) e que
a vitamina E pode ser benéfica na reducao do déficit cognitivo presente em pacientes
com a doencga de Alzheimer (Mecocci et al., 2004).

Confirmando nossa hipétese, os resultados mostraram que a co-administracao
de vitaminas E e C durante o tratamento crénico com prolina preveniu as agbes da
prolina, sugerindo que o estresse oxidativo provavelmente esteja contribuindo para o
déficit de memoéria apresentado por esses animais. Esses resultados estdo em
concordancia com outros experimentos realizados em nosso grupo de pesquisa, onde
verificou-se que a administracdo dessas vitaminas preveniu o prejuizo na memdéria
causado pela hiperhomocisteinemia (Reis et al., 2002). De acordo com 0S nosSsos
resultados, o desequilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes causado pela administracao de prolina pode estar contribuindo para o

prejuizo na memoria encontrado nesse trabalho.
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Embora pouco se conheca sobre os mecanismos responsaveis pelo dano
cerebral apresentado por pacientes hiperprolinémicos, nosso trabalho mostrou que a
prolina reduziu a atividade da AChE e aumentou a atividade da BuChE. Verificamos
também que a administracdo de prolina comprometeu o metabolismo energético
cerebral, uma vez que houve reducao na atividade da enzima citocromo ¢ oxidase.
Além disso, também observamos que a prolina reduziu a captagédo do glutamato e a
atividade da Na*,K'-ATPase. Os efeitos relatados provavelmente ocorreram pela
geracgao de radicais livres, visto que antioxidantes importantes como as vitaminas E e
C preveniram tais efeitos, exceto a redugdo da captacdo do glutamato, que
provavelmente foi mediada por radicais livres que ndo sado removidos por esses
antioxidantes. Corroborando com essa hipétese, a administragdo de vitaminas E e C
também preveniu o déficit de memoria e as alteracbes causadas pela prolina sobre
varios parametros de estresse oxidativo, como o aumento da quimioluminescéncia, a
reducdo do TRAP e as alteragdes nas atividades das enzimas antioxidantes CAT e
GSH-Px. Cabe ressaltar que o L-NAME e melatonina também preveniram a agéao da
prolina causada sobre a AChE.

Também mostramos nesse trabalho que a prolina alterou a hidrélise de
nucleotideos adeninicos em sinaptossomas de cértex cerebral e em soro de ratos.

De um modo geral, nossos resultados em conjunto, mostram que a
hiperprolinemia tipo Il causa uma série de alteracdées bioquimicas, as quais podem
contribuir para as disfuncdes neuroldgicas caracteristicas da doenca. Além disso, se
esses resultados forem confirmados em humanos, poderiamos sugerir que a

suplementacdo com antioxidantes (vitaminas E e C) possa ser utilizada como uma
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estratégia terapéutica no tratamento de alguns sintomas associados a

hiperprolinemia.
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V. CONCLUSOES

A administracao aguda de prolina:
e Reduziu a atividade da enzima AChE em cértex cerebral de ratos de 29 dias e
aumentou a atividade da enzima sérica BuChE.
¢ Reduziu a atividade da enzima COX em cortex cerebral de ratos de 29 e 60 dias.
¢ Reduziu a captacdo do glutamato observada em fatias de cortex cerebral de ratos
de 29 dias.
* Reduziu a atividade da enzima Na*,K*-ATPase em cortex cerebral de ratos de 29
dias.
¢ Reduziu significativamente a hidrélise do ATP em sinaptossomas de cértex cerebral
de ratos de 29 dias, em contraste, ndo alterou a hidrélise dos nucleotideos ADP e
AMP.
¢ Reduziu significativamente a hidrélise do ATP e do ADP em soro de ratos de 29
dias sacrificados 1h ap6s a injecdo de prolina, mas nao alterou a hidrolise do
nucleotideo AMP.
¢ N3o alterou a hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP em soro de ratos de 29

dias sacrificados 3h ou 12h ap6s a administragao de prolina.
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A administracao crénica de prolina:
e Nao alterou a atividade das enzimas AChE em cortex cerebral e BUChE sérica em
ratos de 29 dias.
¢ Reduziu a atividade da enzima COX em cértex cerebral de ratos de 29 dias, mas
nao alterou esse parametro em ratos de 60 dias.
¢ Reduziu significativamente a hidrélise do ATP em sinaptossomas de cértex cerebral
de ratos de 29 dias, porém, ndo alterou a hidrélise dos nucleotideos adeninicos ADP
e AMP.
e Reduziu significativamente a hidrélise dos nucleotideos ATP e ADP em soro de
ratos de 29 dias sacrificados 3h apés a ultima injecdo de prolina, mas nao alterou a
hidrélise dos nucleotideos quando os ratos foram sacrificados 12h apés a ultima

injecao de prolina.

A adicao de prolina ao ensaio enzimatico:

e A adicao de diferentes concentracdes de prolina (3,0 uM - 1,0 mM) no meio de
incubacéo nao alterou a atividade da enzima COX em cértex cerebral de ratos de 29
e 60 dias.

¢ A adicao de prolina ao ensaio enzimatico reduziu a captacao do glutamato em fatias
de cortex cerebral e hipocampo de ratos de 29 dias.

e A adicao de diferentes concentracdes de prolina (3,0 uM - 1,0 mM) ao meio de
incubacao ndo alterou a hidrélise dos nucleotideos adeninicos (ATP, ADP e AMP) em

sinaptossomas de cértex cerebral de ratos de 29 dias.
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¢ A adicao de prolina ao ensaio enzimético aumentou significativamente a hidrélise do

ATP, ADP e AMP em soro de ratos.

Pré-tratamento e tratamento com vitaminas E e C:

* Preveniu 0 aumento da quimiluminescéncia e a reducdao do TRAP causados pela
administracdo aguda de prolina.

e Preveniu a reducdo da CAT causada pela administracdo aguda de prolina e o
aumento da CAT e a reducao da GSH-Px causados pela administracao crénica de
prolina.

e O pré-tratamento com vitaminas E e C combinadas, bem como o pré-tratamento
com vitamina E isolada preveniu a reducdo da atividade da AChE causada pela
administragcdo aguda de prolina.

¢ O tratamentro croénico com vitaminas E e C preveniu o déficit de meméria espacial e
de memoria de trabalho, observados no labirinto aquatico de Morris, causado pela
administragao crénica de prolina.

e O pré-tratamento com vitaminas E e C preveniu a redugcdo causada pela
administracdo aguda de prolina sobre a atividade da COX em cértex cerebral de ratos
de 29 e 60 dias e o tratamentro crénico com vitaminas E e C concomitante a
administracao crénica de prolina preveniu a reducdo da COX observada em cértex

cerebral de ratos de 29 dias.
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e O pré-tratamento com vitaminas E e C combinadas, bem como o pré-tratamento
com vitamina E ou com vitamina C isoladas nao preveniu a redugao da captacao do
glutamato causada pela administracdo aguda de prolina.

¢ O pré-tratamento com vitaminas E e C preveniu a reducdo da atividade da Na*,K*-

ATPase causada pela administracdo aguda de prolina.

Administracao aguda de vitamina E, vitamina C, melatonina e L-NAME:
e Todos os antioxidantes citados e o L-NAME foram capazes de prevenir a redugcéo

da atividade da AChE causada pela administragcao aguda de prolina.

Os resultados do presente trabalho em conjunto, mostram que a hiperprolinemia
tipo Il causa uma série de alteragdes neuroquimicas, as quais podem contribuir para
as disfuncées neuroldgicas caracteristicas da doenca. Além disso, se esses
resultados forem confirmados em humanos, poderiamos sugerir que a suplementacao
com antioxidantes (vitaminas E e C) possa ser utilizada como uma estratégia

terapéutica no tratamento de alguns sintomas associados a hiperprolinemia.
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ESQUEMA RESUMIDO DOS RESULTADOS OBTIDOS

1. Administracéo in vivo e in vitro da prolina sobre alguns parametros bioquimicos

AGUDO CRONICO IN VITRO
AChE (29 dias) !
BuChE (29 dias) )
COX }29e60dias ] 29 dias
Captacao glutamato (29 dias) lcértex cerebral lhipocampo e

cortex cerebral

Na* K*-ATPase (29 dias) !
Hidrélise de nucleotideos l ATP e ADP l ATP e ADP 1ATP,ADP,AMP
(soro)(29 dias) 3h apds ultima inj.

Hidrélise de nucleotideos
(sinaptossomas de cortex l ATP l ATP -
cerebral) (29 dias)
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2. Utilizagdo de antioxidantes sobre as alteragbes causadas pela prolina em alguns
parametros bioquimicos e comportamentais

PRE- TRATAMENTO TRATAMENTO CRONICO ADMINISTRACAO
(VIT.E e C) (VIT.Ee C) AGUDA
Vit. E, C,
L-NAME, melatonina

Quimiluminescéncia preveniu

TRAP preveniu

CAT preveniu preveniu

GSH-Px preveniu

AChE preveniu preveniram
Déficit meméria preveniu

COX preveniu preveniu

Captacgéao glutamato nao preveniu

Na*,K*-ATPase preveniu
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VI. PERSPECTIVAS

1) Verificar a captacdo de glicose e a liberacao de lactato em cérebro de ratos de 29
dias de idade submetidos a administracdo aguda e crénica de prolina;

2) Verificar as atividades das enzimas da cadeia respiratéria: NADH-CoQ
oxidorredutase (complexo [), succinato DCIP oxidorredutase ( complexo IlI) e
succinato: fenazina oxidorredutase (succinato desidrogenase soluvel — SDH),
succinato:citocromo ¢ oxidorredutase (complexo Il + CoQ + complexo ) e
NADH:citocromo ¢ oxidorredutase (complexo | + CoQ + complexo IIl) em cérebro de
ratos de 29 dias de idade submetidos a administracao aguda e cronica de prolina;

3) Verificar a producao de CO; a partir de glicose em cérebro de ratos de 29 dias de
idade submetidos a administracao aguda e crénica de prolina;

4) Verificar o efeito da administracdo aguda e crbnica de prolina sobre a atividade da
enzima creatinaquinase em cérebro de ratos de 29 dias de idade;

5) Investigar o efeito do pré-tratamento com vitaminas E e C sobre as possiveis
alteragdes no metabolismo energético causadas pela administracdo aguda e crénica

de prolina.
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