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RESUMO

Acidemia glutarica tipo | (AGI) € uma doenga metabdlica hereditaria causada pela
mutacdo no gene que codifica a enzima glutaril-CoA desidrogenase (GCDH). Os
principais sintomas aparecem entre os 6 meses e 3 anos de idade e séao
caracterizados por distonia progressiva, discinesia déficit neurolégico, macrocefalia
e crises epilépticas recorrentes. Um importante modelo experimental que apresenta
caracteristicas e fenétipo bioquimico muito semelhantes a AGl em humanos é o de
camundongos nocaute para a enzima GCDH submetidos a dieta com sobrecarga de
lisina (Gedh “-Lis). Estudos tém mostrado um desequilibrio de neurotransmiss&o
excitatéria e inibitéria no SNC, diminui¢cdo da recaptacado de glutamato, diminuicao
da atividade da bomba Na*K*-ATPase, e inibicdo da enzima descarboxilase do
acido glutamico (GAD) em modelos animais e em pacientes com AGI. Estas
alteragdes parecem ser causadas pelo acumulo dos acidos glutarico, 3-OH-glutarico
e glutaconico nos tecidos e fluidos corporais. Neste trabalho avaliamos o
desenvolvimento de crises epilépticas espontaneas ou induzidas nos animais Gecdh -
l--Lis e a possivel associagdo com mudangas no padrdo de liberagédo de glutamato e
GABA no cértex cerebral, Para tanto, analisamos primeiramente o padrao de
oscilagdes cerebrais e a presenca de crises epilépticas espontaneas e induzidas por
pentilenotetrazol (PTZ) através de técnicas eletrofisiologicas in vivo (video-EEG).
Posteriormente avaliamos em sinaptossomas corticais a liberagdo de glutamato e
GABA por HPLC e o imunoconteudo de vGLUT1, vGAT e GAD utilizando Western
blot. A abordagem experimental foi igualmente realizada em animais Gcdh” com
dieta normal e animais Gcdh** com e sem sobrecarga de lisina (controle). Nossos
resultados mostram que 72% dos animais Gcdh”-Lis (13/18) apresentaram crises
epilépticas espontadneas, sem nenhuma manifestagédo nos animais dos grupos Gedh-
= (n= 18) ou controle (n=17). Além disso, houve um aumento da severidade das
crises epilépticas induzidas com PTZ nos animais Gcdh”-Lis quando comparados
aos grupos Gedh™ e controle. Analise espectral do EEG evidenciou uma diminuigao
significativa das oscilagbes teta e gama com predominio de ondas lentas nos
animais Gcdh -Lis (n=9) quando comparados aos grupos Gcdh 7~ (n=5) e controle
(n=15). A liberacdo de glutamato e GABA basais e apoOs despolarizagdo nas
preparagdes de sinaptossoma cortical nos grupos Gecdh e Gedh “-Lis foi
significativamente menor quando comparada com o grupo controle (p<0,05). Porém,
a porcentagem de glutamato liberado apdés despolarizagdo em relagdo ao basal
aumentou significativamente no grupo Gedh 7-Lis quando comparado com demais
grupos (p<0,05) sem um aumento na porcentagem de liberagcdo de GABA pods-
despolarizacdo. Esta diminuicdo na liberacdo de GABA foi associada a uma
diminuigdo do imunocontetido de GAD em sinaptossomas corticais do grupo Gedh
-Lis. Entretanto o imunoconteudo dos transportados vesiculares de glutamato
(vGLUT1) e GABA (vGAT) foram semelhantes em todos os grupos. Nossos
resultados mostram uma hiperexcitabilidade neuronal nos animais Gcdh -Lis que
pode, pelo menos em parte, estar relacionada com a diminuicao nos niveis corticais
de GABA pela diminuicdo da enzima GAD e pelo aumento da liberagdo de
glutamato em relaggo ao GABA em situagbes de despolarizagdo neuronal.
Observamos também uma mudanca no perfil de oscilagdes corticais que pode estar
associada as alteragcbes neurolégicas e epileptogénese em AGI. Mecanismos
eletrofisiologicos e moleculares envolvidos na epileptogénese dos animais Gedh™-
Lis estdo em andamento.



ABSTRACT

Glutaric acidemia type | (GAl) is an inherited metabolic caused by mutations in the
gene encoding glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH). Symptoms appear from 6
months to 3 years of age and are characterized by progressive dystonia, dyskinesia,
neurological deficit, macrocephaly and recurrent seizures. An important experimental
model with features and biochemical phenotype very similar to GAl in humans is the
GCDH knockout mice under lysine overload special diet (Gedh “~-Lis). Studies have
shown an imbalance of excitatory and inhibitory neurotransmission in CNS,
decreased reuptake of glutamate, and Na + K + ATPase pump activity and glutamic
acid decarboxylase (GAD) inhibition in animal models and patients with GAI. These
changes appear to be attributed to the increase of glutaric, 3-OH-glutaric and
glutaconic acids in tissues and body fluids. In this work, we evaluated the
development of spontaneous or induced seizures in Gcdh “-Lis mice and the
possible association with changes in glutamate and GABA release pattern in the
cerebral cortex. Therefore, firstly we analyze the brain oscillation profile and the
presence of spontaneous epileptic seizures and pentylenetetrazol (PTZ) - induced
seizures using in vivo electrophysiology (video - EEG). Subsequently, we evaluated,
in cortical synaptosomes, the glutamate and GABA release by HPLC and the
VGLUT1, vGAT and GAD immunocontents using Western blot. The same
experimental approach was conducted in Gedh”- mice under normal diet and Gedh*/*
mice under either normal diet or under lysine overload (control). Our results show
that 72 % of Gedh 7~-Lis mice ( 13/18 ) had spontaneous seizures, while no seizures
were observed in Gedh”(n = 18) and control (n = 17) groups. In addition there was
an increase in severity of PTZ-induced seizures in Gedh *-Lis mice when compared
to Gedh’ and control groups. EEG spectral analysis showed a significant decrease
in theta and gamma oscillations with a predominance of slow waves in Gedh 7-Lis
mice (n = 9) when compared to Gedh” (n = 5) and control (n = 15) groups. The
release of glutamate and GABA before and after depolarization was significantly
lower in cortical synaptosome preparations from Gedh - and Gedh *-Lis mice when
compared with control group (p<0.05). However, the percentage of glutamate
released after depolarization increased significantly in Gcdh “-Lis mice when
compared with other groups (p<0.05), with no increase in percentage of GABA
release post-depolarization. This reduction in GABA release was associated with a
decreased immunocontent of GAD in cortical synaptosomes from Gcdh “-Lis.
However, the immunocontent of vesicular glutamate and GABA transporter
(VGLUT1 and vGAT) were similar in all groups. Our results show that Gedh 7~-Lis
mice exhibited neuronal hyperexcitability that can be, at least in part, related to
reduced levels of GABA in cerebral cortex induced by decreased in the GAD
immunocontent and the increased glutamate release during neuronal depolarization.
We also observed a change in the cortical oscillation profile that can be associated
with neurological abnormalities and epileptogenesis in AGI. Electrophysiological and
molecular mechanisms underlying epileptogenesis in Gedh 7-Lis mice are under
investigation.
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1. INTRODUCAO

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

O termo “erros inatos do metabolismo” foi cunhado pelo médico inglés, Sir
Archibald Edward Garrod para designar doengas como a alcaptonuria e a cistinuria.
Unindo seus conhecimentos prévios que consideravam a quimica da urina como um
‘reflexo do metabolismo sistémico e das doencas” com observacdes de familias
afetadas com uma obscura doenga (alcaptonuria, considerada obscura pela
coloracdo negra da urina) e aplicando os conceitos ja conhecidos da heranca
Mendeliana, Garrod foi capaz de descrever um padrao autossdmico recessivo da
doenga. Ao observar que a cor da urina era ocasionada por grandes concentragdes
de acido homogentisico, um metabdlito normal da degradagédo protéica, Garrod
propds que alguma enzima da rota de degradacdo de compostos chamados
alcaptanos estaria comprometida. Seus achados foram publicados em 1902 sob o
titulo “The Incidence of Alkaptonuria: a Study in Chemical Individuality” (A Incidéncia
da Alcaptonuria: um Estudo em Individualidade Quimica) no periédico “The Lancet”,
hoje pertencente a editora holandesa Elsevier. Foram necessarios cerca de 50 anos
de pesquisas posteriores até o conhecimento de todos os passos descritos por
Garrod (GARROD, 1902).

Com a descoberta de novos disturbios relacionados a alteragbes genéticas
envolvendo o acumulo de substancias nos liquidos bioldégicos dos pacientes,
postulou-se que estas doencgas resultam da sintese, enzimatica ou nao, qualitativa
ou quantitativamente anormal de uma proteina pertencente ao metabolismo

(SCRIVER et al.,, 2001). Tal bloqueio metabdlico pode ocasionar o acumulo de



precursores e/ou intermediarios das reagdes envolvidas, acarretando na
compensagao por rotas metabdlicas alternativas e a deficiéncia de produtos
essenciais ao organismo.

O livro “The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease” (Bases
Metabdlicas e Moleculares das Doengas Hereditarias), que tradicionalmente coleta o
conhecimento atual no campo, na sua 82 edicio, publicada em 2001, contém dados
de mais de 500 erros inatos do metabolismo. Embora individualmente raras, como
existem muitos tipos de doencas metabdlicas hereditarias, elas afetam de 1-2% de

todos os recém-nascidos vivos (BARIC et al., 2001)

1.2 ACIDEMIAS ORGANICAS

O termo “acidemia organica” ou “aciduria organica” se aplica a um grupo de
doencgas caracterizadas pela excregao de acidos organicos ndo-aminos na urina. A
maioria resulta da disfuncdo de um passo especifico do catabolismo de
aminoacidos, usualmente a deficiéncia de uma enzima especifica. Sdo causadas
em sua maioria por um catabolismo anormal de aminoacidos de cadeia ramificada
ou da lisina (SEASHORE, 2001).

Acidemias organicas sado consideradas as mais frequentes doencgas
metabdlicas hereditarias entre as criangas gravemente doentes e, juntamente com
aminoacidopatias constituem os grupos mais prevalentes de erros inatos do
metabolismo em populag¢des de alto risco (WAJNER et al, 2001).

As manifestagdes clinicas predominantes incluem disfungcéo neuroldgica,
em suas mais diversas formas de expressdo, como regressao neurologica, crises

epilépticas, coma, ataxia, hipotonia, hipertonia, irritabilidade, tremores, movimentos



coreatetdticos, tetraparesia espastica, atraso no desenvolvimento psicomotor,
retardo mental e outras manifestacdées (SCRIVER et al, 2001).

Os resultados laboratoriais que sugerem uma acidemia organica incluem
acidose, cetose, hiperamonemia, testes de fungdo hepatica anormais, hipoglicemia
e neutropenia. A primeira linha do diagndstico consiste na analise de acidos
organicos na urina por cromatografia gasosa com espectrometria de massa
(CG/MS). Testes confirmatdrios envolvem ensaios de atividade da enzima deficiente
em linfécitos ou cultura de fibroblastos e/ou testes genéticos moleculares
(SEASHORE, 2001).

As acidemias organicas mais comuns s&do as acidemias (acidurias)
propidnica (deficiéncia de propionil-CoA carboxilase), metiimaldnica (deficiéncia de
metilmalonil-CoA mutase, uma enzima dependente de vitamina B12), e isovalérica
(deficiéncia de isovaleril-CoA desidrogenase) e em particular a aciduria glutarica tipo
| (deficiéncia de glutaril-CoA desidrogenase - AGI). (DIONISI-VICI et al, 2006;

LINDNER et al, 2004).

1.2.1 Acidemia Glutarica Tipo |

Acidemia glutarica tipo | (AGI) € uma doenga neurometabdlica autossémica
recessiva do metabolismo de aminoacidos causada pela deficiéncia na atividade da
enzima da matriz mitocondrial glutaril-CoA desidrogenase (GCDH), devido a
mutac¢des no gene GCDH localizado no cromossomo 19p13.2. Esta enzima catalisa
a descarboxilagdo oxidativa do glutaril-CoA, um intermediario do catabolismo dos
aminoacidos triptofano, lisina e hidroxilisina (KOELLER et al, 2001; JAFARI et al,
2011; TORTORELLI et al, 2005). A reacdo ocorre em duas etapas: a

desidrogenagdo do glutaril-CoA formando glutaconil-CoA, seguida pela
3



descarboxilacdo de glutaconil-CoA a crotonil-CoA e CO2 (HARTEL et al, 1993)
(Figura 1). Em individuos com AGI tanto a desidrogenacao de glutaril-CoA como a
descarboxilagdo de crotoconil-CoA estdo bloqueadas (CHRISTENSEN et al, 1993;
LIESERT et al, 1999). Este bloqueio causa o acumulo dos acidos glutarico (AG), 3-
hidroxiglutarico (3-OHGA) e glutacénico, glutaril-CoA e conjugados da carnitina em
tecidos e liquidos corporais (GOODMAN et al, 1977; BARIC et al, 1998). Mais de 70
mutagdes foram identificadas, sendo a R402W a mais frequente, e havendo
alteragdes na porcentagem de atividade da enzima dependendo do tipo de mutagao

(KOLKER et al, 2006).

Lisina ——» Acido 2-aminoadipico <——  Hidroxilisina

Triptofano —— Acido 2-cetoadipico

l

Acido glutarico|«—— Glutaril-CoA

l GCDH l Acido glutacénico
Glutarilcarnitina Glutaconil-CoA
GCDH l 3-Hidroxiglutaril-CoA
Crotonil-CoA l
l A - _h- - - I r =
Acetil-CoA cido 3-hidroxiglutarico

Figura 1 — Via catabdlica dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofano.

AGI foi descrita pela primeira vez em 1975 (GOODMAN et al, 1975) e tem
uma prevaléncia estimada de 1:30:000 a 1:100.000 recém nascidos (HOFFMAN,

1994; JAFARI, 2011), podendo chegar a 1:3000 em algumas comunidades (BIERY
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et al, 1996; HAWORTH et al.,, 1991; GREENBERG et al., 1995). A primeira
evidéncia clinica € a macrocefalia (HOFFMAN et al, 1995) e se nédo tratada a
doenga progride para encefalopatia aguda, com degeneragado estriatal (caudado e
putdmen), distonia progressiva, discinesia, crises epilépticas e déficit do crescimento
e do desenvolvimento neurolégico. Em geral os sintomas aparecem nos primeiros
24 meses de vida, indicando uma vulnerabilidade restrita a um periodo do
desenvolvimento neuroldgico. N&o tratados, cerca de 90% dos pacientes ira
desenvolver dano neurolégico durante um periodo finito do desenvolvimento (entre
6 e 36 meses de vida) devido a episddios agudos de encefalopatia (HOFFMAN et al,
1996; STRAUSS et al., 2003; KYLLERMANN et al, 2004). Exames complementares
mostram niveis elevados de acido glutarico, 3-OH-glutarico e glutaconico na urina e
no sangue, atrofia fronto-temporal bilateral e/ou lesbes nos ganglios da base
observados em exames de neuroimagem (AMIR, 1989; JAMJOOM et al, 1995).
Alguns pacientes podem ser assintomaticos, ou apresentar crises epilépticas e
macrocrania, ou entdo atraso no desenvolvimento sem episodios agudos de
descompensacédo (MARINERO et al, 1995).

Os prejuizos ao SNC ja iniciam intra-utero e podem, em alguns casos,
resultar em malformagcdes do desenvolvimento cortical frontal e temporal
(HOFFMAN and ZSCHOCKE, 1999). Os nucleos da base podem ser afetados,
causando distonia e discinesia, com perda neuronal, fibrose dos nucleos e
degeneragéo do globo palido (KOLKER et al., 2000c). No decorrer dos anos pode
haver envolvimento da substancia branca, podendo haver comprometimento
intelectual (HOFFMAN and ZSCHOCKE, 1999; HOFFMAN, 1996, BEAUCHAMP,

2009).



O diagndstico € feito por cromatografia gasosa e espectrometria de massa,
que detectam aumento da excregéo urinario de AG e 3-OHGA na urina (KOLKER et
al, 2006). Também pode-se identificar elevacdo da glutaril carnitina nos liquidos
biolégicos e diminuicdo dos niveis de carnitina livre (ZIADEH et a., 1995). Em
pacientes nao excretores, isto €, sem a presenca dos acidos na urina, a atividade da
GCDH pode ser medida em fibroblastos ou leucocitos (SCRIVER et al., 2001).

O tratamento dos pacientes baseia-se basicamente em restricdo de lisina,
hidroxilisina e triptofano na dieta e administracéo de carnitina e riboflavina (KOLKER
et al., 2011). Agentes farmacoldgicos como benzodiazepinicos e valproato podem
ser utilizados para amenizar os sintomas neurolégicos desencadeados pela doenga

(MARINERO et al, 1995; HOFFMAN et al, 1996).

1.2.2 O modelo para AGI

Em 2002 Koeller e colaboradores desenvolveram um modelo de
camundongo deficiente para a enzima GCDH através de recombinagdo homéloga
em células-tronco. A completa perda de atividade da enzima foi confirmada por
ensaios enzimaticos em amostras do figado. Os animais Gcdh’ apresentam altos
niveis de excrecao de acido glutarico e 3-OH-glutarico na urina e grande quantidade
de glutaril-carnitina e glutaril-glicina, semelhante aqueles em pacientes com AGl, os
quais também estdo presentes em niveis elevados no cérebro.

Como, conforme relatado pelos autores (KOELLER et al, 2002), esse
modelo ndo reproduz o fendtipo neurolégico e a degeneracéo estriatal caracteristica
dos pacientes afetados, um aperfeicoamento do modelo foi proposto em 2006 por
Zinnanti e colaboradores, através da administragdo de uma dieta com sobrecarga

de lisina, com o propdsito de induzir encefalopatia nos animais. Os animais

6



submetidos a esta dieta apresentam obliteragcdo ventricular cerebral e formacao de
grandes vacuolos e dilatagédo capilar no cértex e no estriado, quando comparados a
animais Gcdh’” submetidos a uma dieta normal. H4 uma grave perturbagdo na
arquitetura cortical com perda neuronal e gliose evidente no cértex e no hipocampo.

Estudos em outros modelos experimentais de AGI tém mostrado um
desequilibrio entre a neurotransmissdo glutamatérgica e GABAérgica (LIMA et al,
1998) induzida pela administragao intraestriatal de acido glutarico (STOKKE et al,
1976) em AGI, o que pode estar envolvido no mecanismo de excitotoxicidade e a
hiperexcitabilidade descrita nestes animais. Existem ainda relatos de diminuigdo nos
niveis de acido gama-aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissor inibitorio
do sistema nervoso central provavelmente causada pela inibicdo da enzima
descarboxilase do acido glutdmico (GAD) pelo acumulo dos acidos organicos
citados (STOKKE et al, 1976). Déficits na inibicgdo mediada pelo GABA podem por

sua vez contribuir para a epileptogénese observada em pacientes com AGI.

1.3 EPILEPTOGENESE

A epilepsia € uma desordem do SNC caracterizada por crises epilépticas
subitas, espontaneas e recorrentes causadas por descargas excessivas,
hipersincronicas e anormais de populacdes de neurbnios encefalicos. As causas de
epilepsia sdo multiplas, e resultam num desequilibrio entre a excitagdo e a inibicao
(BROMFIELD et al, 2006). Epilepsia afeta cerca de 25-50/100 mil pessoas em
paises desenvolvidos e 30-115/100 mil pessoas em paises em desenvolvimento,
sendo mais comum nos primeiros anos de vida e em idosos (ZENTENO and

RONQUILLO, 2012).



Particularmente, uma das causas de epilepsia nos primeiros anos de vida
inclui alguns erros inatos do metabolismo. Ja € bem estabelecido na literatura que
os acidos organicos acumulados estado relacionados com aumento de excitabilidade
neuronal, como no caso da AGI. Crises epilépticas tém sido relatadas em modelos
animais e em pacientes com AGI (POGE et al, 1997. HARTLEY et al, 2001; FUNK
et al, 2005; KOLKER et al, 2006; BEAUCHAMP et al, 2009, MAGNI et al, 2012).
Além disso, varios mecanismos como diminuicdo da recaptagdo de glutamato
(BALCAR et al, 1972, BENNET et al, 1973. ROSA et al, 2007), diminuigdo da
atividade da bomba Na*K*-ATPase (AMARAL et al, 2012), e inibicgdo da GAD
(STOKKE et al, 1976; GOODMAN et al, 1995) entre outros, parecem contribuir para

um aumento da excitabilidade do sistema.

1.4 HIPOTESE

Considerando o desequilibrio de neurotransmissao excitatoria e inibitéria no
SNC, induzido pelo acumulo de acidos orgénicos devido a deficiéncia da enzima
glutaril-CoA desidrogenase (GCDH), é provavel que os animais Gedh™ tratados com
uma dieta com sobrecarga de lisina apresentem mudangas no padrao de liberagao
de glutamato e GABA, levando a um aumento da excitabilidade neuronal e
consequente aumento da susceptibilidade para crises epilépticas, ou ainda,

desenvolvimento de crises epilépticas espontaneas.

2. OBJETIVOS

Para testar nossa hipotese temos os seguintes objetivos:



2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o desenvolvimento de crises epilépticas dos animais Gecdh” tratados com
uma dieta com sobrecarga de lisina e mudangas na liberacdo dos
neurotransmissores glutamato e GABA que possam estar contribuindo com a

epileptogénese em AGI.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a presengca de crises epilépticas espontaneas por video-
eletroencefalograma (EEG);

2) Avaliar o padréao de oscilagbes cerebrais dos animais registradas por EEG
com eletrodos subdurais;

3) Avaliar o aumento da susceptibilidade as crises epilépticas induzidas por
pentilenotetrazol (PTZ), analisando a laténcia, frequéncia e intensidades das crises
registradas por video-EEG,;

4) Avaliar as mudancgas na liberagdo de glutamato, GABA em sinaptossomas
de cortex por HPLC;

5) Avaliar o imunoconteudo de vGLUT1, vGAT e GAD no cortex por Western

blot.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos mutantes para a enzima glutaril-CoA
desidrogenase (Gcdh”"), com idade de 27 a 40 dias pds-natal (P27-40), de ambos
0s sexos, desenvolvidos por Koeller e colaboradores (2002). Como controles foram
utilizados animais Gedh**, de mesma idade e de ambos os sexos. Os animais foram
fornecidos pela Fundacgédo Estadual de Produgédo e Pesquisa em Saude (FEPPS) e
pelo HCPA, genotipados e transportados para o Biotério do Departamento de
Bioquimica UFRGS em veiculo climatizado. Os animais foram mantidos na sala de
passagem dos camundongos, climatizada (22-26°C, umidade constante) e
submetida a um ciclo de iluminagédo de 12h claro / 12h escuro (luzes acesas das 7
as 19 h durante todo o ano), no Biotério do Departamento de Bioquimica—Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), Os animais foram acondicionados em grupos de cinco (antes da
implantagdo dos eletrodos) e 1 (apds a implantagdo dos eletrodos) por gaiola de
plexiglass (27x16x12 cm), com assoalho contendo maravalha seca e limpa -
composta por restos do corte de madeira, principalmente uma serragem grossa e
lascas -, trocada a cada dois dias. Os animais tiveram livre acesso a agua e ragao
padrao (0,9 % lisina e 20% de proteinas - NUVILAB) ou com sobrecarga de lisina
(20% de proteinas sendo 4,7% de lisina), equivalente a aproximadamente 3 e 5
vezes a quantidade encontrada na dieta normal. Cumprindo a diretriz legal brasileira
— Lei n°® 11.794/2008 (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei No
11.794, 8 de outubro de 2008), todos os procedimentos experimentais com animais

vivos envolveram o minimo de desconforto ou sofrimento. O manuseio dos animais
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experimentais foram realizados estritamente de acordo com as recomendagdes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA), da
Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), da International
Brain Research Organization (IBRO) e do Council for International Organizations of
Medical Sciences (CIOMS).

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (n°® 12-0472).

Os animais foram divididos em 4 grupos:

1) Grupo controle (camundongos Gedh*) com dieta normal;

2) Grupo controle (camundongos Gedh**) com dieta rica em lisina: 4,7% de
lisina, iniciada no periodo pos natal de 28 dias (P28), a qual persistiu durante 7 a 10
dias;

3) Grupo Gcdh 7~ com dieta normal;

4) Grupo Gcedh - com dieta rica em lisina: 4,7% de lisina, iniciada no periodo
pos natal de 28 dias (P28), a qual persistiu durante 7 a 10 dias.

Como nao houve diferenga significativa entre os grupo Gedh** com e sem
dieta em nenhum dos parametros investigados, tanto in vivo quanto in vitro, todos

estes animais foram unidos em um grupo, chamado “controle”.

3.2 ELETROFISIOLOGIA IN VIVO
Para avaliar a presenca de crises epilépticas espontédneas, bem como o
aumento da susceptibilidade a crises epilépticas induzidas, foram utilizados

procedimentos eletrofisioldgicos in vivo.
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3.2.1 Implantacéo dos eletrodos

Os procedimentos foram realizados na sala de cirurgia das instalagbes do
biotério no Departamento de Bioquimica da UFRGS. Os camundongos com 27 dias
pos-natal (P27) foram anestesiados com quetamina : xilazina (80-120 mg/kg: 10-
16mg/kg, ip 20 - 40 min. de anestesia) (Disponivel em: http://www.research.psu.edu/
arp/anesthesia/injectable-anesthesia). Apds, cada animal foi cuidadosamente
posicionado em um aparelho estereotaxico e o cranio exposto por incisdo com um
bisturi na regido dorso-central da cabega. Quatro pequenas aberturas foram
realizadas no cranio com o auxilio de uma broca odontolégica seguindo
coordenadas para implantagdo dos eletrodos. Dois eletrodos subdurais de registro
de aco inox (didmetro=1mm) foram colocados sob o cortex temporal bilateralmente
(1,2 mm lateral, D ou E, e 2,0 mm posterior ao bregma) (Paxinos e Franklin, 2004).
O eletrodo de referéncia foi colocado em abertura feita no osso occiptal 1.2 mm
lateral D. Um parafuso foi inserido na abertura feita na parte ventral do cranio para
fixacdo e aterramento. Os eletrodos foram fixados com cimento acrilico dentario.
Todo o procedimento durou entre 10-20 min. Ao final, o animal foi retirado do
estereotaxico. Cada animal recebeu analgesia com Cetoprofeno (anti-inflamatorio
nao esterdide) 5 mg/kg sc, 2 doses nas primeiras 24 h apds a cirurgia para amenizar
qualquer desconforto decorrente de dor devido ao procedimento cirurgico de
implantagdo dos eletrodos (http://www.research.psu.edu/arp/anesthesia/analgesic-
drugs-and-delivery). O animal ndo foi retirado das instalagées do biotério, sendo
colocado na gaiola de plexiglass (27x16x12 cm) nas condigbes descritas acima (1

animal por caixa ap0és a cirurgia) e monitorado até os dias de registro.
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3.2.2 Registros eletrofisiologicos in vivo

Registros de EEG associados com monitorizagdo por video foram
realizados nos animais 1 dia apos a cirurgia de implantagdo de eletrodos (P28).
Cada animal (1 por vez) foi transferido para a caixa de observacao e os eletrodos
foram conectados a um amplificador (MAP-32, Plexon Inc.) para aquisigao de video-
EEG, ficando o animal livre para se movimentar. No periodo do primeiro registro de
1h de duragéo, todos os animais (P28) estavam recebendo dieta normal (registro
basal). A partir do segundo dia (P29) os registros de video-EEG foram realizados
durante 3 horas/dia.

Os registros foram filtrados, digitalizados e armazenados para analise
juntamente com os videos. Foram avaliadas presenca, frequéncia e severidade das
crises epilépticas espontaneas. Apds cada registro o animal foi transferido para a
gaiola de plexiglass (27x16x12 cm), e mantido nas condi¢cdes descritas acima até o
préximo registro. Apds o periodo de 10 dias, crises epilépticas foram induzidas com
pentilenotetrazol (PTZ) (60mg/kg i.p.), antagonista GABAAa. Laténcia, intensidade e
frequéncia de crises foram avaliadas durante 1h de registro pés PTZ e classificadas
de acordo com a escala de Racine (Racine, 1972; Zipancic, Calcagnotto et al, 2010)
(ver secao 11.1.6). Os registros foram filtrados, digitalizados e armazenados para

analise.

3.3 PREPARAC}AO DOS SINAPTOSSOMAS

Os animais foram sacrificados, decapitados e os cérebros removidos. O
cortex cerebral de cada animal foi isolado, pesado e homogeneizado em tampao
sacarose (sacarose 0,32M, EDTA 1mM, DTT 0,25mM), sendo adicionado volume

equivalente a 9X o peso da estrutura. O homogeneizado foi centrifugado (10min,
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4°C, 1000g) e o sobrenadante (S1) coletado. O pellet foi ressuspendido em metade
do volume anterior de tampao sacarose e novamente centrifugado (10min, 4°C,
1000g). O sobrenadante (S2) foi coletado, adicionado ao S1 e centrifugado (20min,
4°C, 110009g). O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 1ml de
tampdo HBSS (do inglés — Hank’s Buffered Salt Solution) e centrifugado
(10min,4°C, 140009g) para remogéo da sacarose. O sobrenadante foi desprezado e
o pellet ressuspendido em meio com baixa concentracdo de potassio, o qual ndo
provoca a despolarizagdo da membrana celular (meio ndo despolarizante: tampao
HBSS baixo potassio) (400ul de tamp&o). Uma aliquota do sinaptossoma foi
utilizada imediatamente para a quantificacdo da liberacdo dos neurotransmissores
por HPLC (ver sessédo 1l.1.4) e o restante foi armazenado a -20°C para posterior

analise do imunoconteudo protéico por Western blot (ver sessé&o 11.1.5).

3.4 LIBERAC}AO DE GLUTAMATO E GABA POR DESPOLARIZAQAO COM
ALTA CONCENTRAQAO DE POTASSIO EM SINAPTOSSOMAS

Um volume de 100pul de sinaptossoma foi pipetado em 900ul de meio nao
despolarizante (HBSS com baixo potassio) ou meio com alta concentragdo de
potassio que causa a despolarizagdo da membrana celular (meio despolarizante:
HBSS com alto potassio) e incubados por 1min a 37°C, seguido por centrifugagao

(1min, 4°C, 14000g). O sobrenadante foi coletado para posterior analise por HPLC.

3.4.1. Quantificagcao de glutamato e GABA por HPLC
Cromatografia liquida de alta performance (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Cromatography) foi realizada com aliquotas de sobrenadante

dos sinaptossomas estimulados ou ndo por meio com alto potassio. As amostras
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foram derivatizadas com o-ftalaldeido e a separacgao foi realizada através de uma
coluna de fase reversa (Supelcosil LC-18, 250mmx4,6mm, Supelco) em um
cromatoégrafo liquido Shimadzu (valvula de injegdo em lago 50uL). A fase movel fluiu
a taxa de 1,4mL/min e a temperatura da coluna foi de 24°C. As composicdes dos
tampdes foram A: tampao fosfato de sddio monoidratado 0.04 mol/L, pH 5.5,
contendo 20% de metanol; B: tampéao fosfato de sédio monoidratado 0.01 mol/L, pH
5.5, contendo 80% de metanol. O padrao do gradiente foi modificado de acordo com
o tampao B na fase movel: 0% a 0.00 min, 25% a 13.75 min, 100% a 15.00-20.00
min, 0% a 20.01-25.00 min. A absorbancia foi lida a 360nm (excitagdo) e 455nm
(emissdo) em um detector de fluorescéncia Shimadzu. Foram utilizados 50uL de

amostra e a concentragdo expressa em uM/ ug de proteina.

3.5 WESTERN BLOT

As amostras de sinaptossoma foram solubilizadas em 25% (v/v) de uma
solugédo contendo 40% de glicerol, 5% de mercapto-etanol e 50mM de Tris-HCI, pH
6,8. Concentragbes iguais de proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamida
7,5% para eletroforese. Posteriormente, os géis foram transferidos para membranas
de nitrocelulose por 1h a 15V em tampao de transferéncia (Trizma 48mM, glicina
39mM, metanol 20%, SDS 0,25%). Foram entdo lavadas por 10min em tampao Tris-
salina (TBS — NaCl 0,5M, Trizma 20mM, pH 7,5) seguido por 2h de incubagdo em
solugdo bloqueadora (TBS com 5% de albumina bovina, fragcdo V). Apos a
incubacdo, a membrana foi lavada duas vezes por 5min com solucdo bloqueadora
mais Tween-20 0,05% (T-TBS) e entdo incubada durante a noite a 4°C em solugao
bloqueadora contendo um dos seguintes anticorpos monoclonais: anti-vGLUT1

(SIGMA), anti-vGAT (ABCAM) e anti-sinaptofisina (SIGMA), anti-vATPase (Santa
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Cruz) e anti-GAD (ABCAM). A membrana enté&o foi lavada duas vezes por 5min com
T-TBS e incubada por 2h em solugéo de anticorpos contendo peroxidase conjugada
com IgG anti-camundongo ou peroxidase conjugada com IgG anti-coelho diluida
1:2000. A membrana foi novamente lavada duas vezes por 5min com T-TBS e duas
vezes por 5min com TBS e entdo revelada usando um substrato da peroxidase que
emite quimiluminescéncia e detectadas usando filmes de raio-X. Os filmes foram
digitalizados e as intensidades das bandas foram analisados usando o software
Image J. (desenvolvido no Instituto Nacional de Saude dos EUA e disponivel na

Internet, no http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).

3.6 ANALISE DOS DADOS

Os registros de EEG armazenados foram convertidos pelo software MATLAB
para um formato de arquivo apropriado (abf) e entdo analisados quanto a presencga
ou auséncia de crises espontaneas e/ou induzidas usando o software Clampfit 10.0
(Molecular Devices).

Para uma analise quantitativa os tragados de EEG foram decompostos em 3
bandas de frequéncia: delta (1-4Hz), teta (4-10Hz) e gama (20-50Hz). Tal analise
retorna um valor de P (power), que pode ser definido como a quantidade existente
de cada banda de frequéncia dentro do tracado total. Foram medidos os valores de
P basal para os animais (um dia apds a cirurgia e antes do inicio da dieta com
sobrecarga de lisina) e final (4 dias apos o inicio da dieta com sobrecarga de lisina).
Lembrando que um grupo de animais Gcdh”- e um grupo de animais Gcdh**
receberam dieta normal. O script detalhado para a decomposi¢cao dos tracados e

para a constru¢ao dos espectrogramas consta no Anexo 1.
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As crises foram avaliadas quanto a laténcia, frequéncia, duracdo e
severidade segundo a escala de Racine (Racine, 1972): (0) sem alteracdes; (1)
automatismos orofaciais; (2) mioclonias (as vezes acompanhadas de balango da
cabeca e da cauda); (3) clonia unilateral ou bilateral das patas dianteiras; (4) clonia
bilateral das patas dianteiras com elevagao do tronco; (5) elevagéo do tronco, perda
da postura, crises tonico-clénicas generalizadas que podem resultar em morte.

Os dados sao apresentados como média + erro padréo e todas as analises
estatisticas e graficos foram feitos utilizando-se o software GraphPad Prism 5. Os
testes utilizados e o nivel de significancia correspondente sdo mencionados em

cada resultado.

4. RESULTADOS

4.1 ANIMAIS GCDH’ SUBMETIDOS A DIETA COM SOBRECARGA DE LISINA
APRESENTAM CRISES EPILEPTICAS ESPONTANEAS

Registros de video-EEG basal foram realizados nos animais um dia apds a
implantagdo dos eletrodos. Posteriormente estes animais foram divididos em 4
grupos: Gedh** com e sem dieta com sobrecarga de lisina (n=17) (grupo controle),
Gcdh”- com dieta normal (n=15) (grupo Gedh™) e Gedh”’- com dieta com sobrecarga
de lisina (n=18) (grupo Gcdh”-Lis). Como ndo houve diferengas significativas entre
os grupos Gedh** com e sem dieta todos estes animais foram unidos em um grupo,
chamado “controle”. Cada animal foi registrado durante 3h/dia por 10 dias. A analise
detalhada dos registros de video-EEG mostrou que 13/18 (72%) animais Gedh-Lis

apresentaram crises epilépticas espontaneas e 4/18 (22%) morreram 4 dias apos o
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inicio da dieta. Nenhum animal dos grupos controle ou Gedh”- apresentou qualquer

manifestacéo de crise espontanea ou mortalidade (Fig. 2).
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Figura 2 — Somente animais Gcdh™-Lis apresentam crises epilépticas esponténeas e
recorrentes (CER). A: Porcentagem de animais com CER (Qui-quadrado, p<0.001). B:
Espectrograma (1) e tragado de EEG (2) representativos mostrando a presenga de
pequenas crises epilépticas espontdneas e recorrentes em Gcdh™-Lis. Tragado de EEG
expandido de um evento ictal (3).
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4.2 OCORRE DIMINUICAO DAS OSCILACOES TETA E GAMA NOS ANIMAIS

GCDH"’ SUBMETIDOS A DIETA COM SOBRECARGA DE LISINA

Os registros dos animais foram submetidos a analise detalhada em
MATLAB (vide material e métodos) e sdo mostrados como espectrogramas nas
figuras 4 e 5. A figura 3 mostra uma razao entre as frequéncias altas (teta e gama) e
a frequéncia baixa (delta) logo apés a cirurgia e 4 dias apdés o inicio de dieta normal
ou com sobrecarga de lisina, permitindo visualizar que, somente os animais Gcdh™
submetidos a uma dieta com sobrecarga de lisina apresentam diminuicado das
frequéncia teta e gama (-0,58+0,42, n=10) quando comparados aos grupos Gcdh™
(0,615+0,35, n=6) e controle (0,473%0,16, n=9) (Qui-quadrado, p<0,05). As médias
dos valores de P (power) para cada faixa de frequéncia sao apresentadas na tabela
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Figura 3 — Animais Gcdh” apresentam diminuicdo nas oscilacdes teta e gama
predominando as oscilacfes lentas (delta) ap6s a dieta com sobrecarga de lisina
(ANOVA de uma via seguida pelo teste Dunnet de multiplas comparacgdes, *p<0,05).
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Tabela 1 — Média dos valores de P das frequéncias delta, teta e gama nos diferentes
grupos de animais. Note que somente no grupo Gcdh”-Lis ocorre diminuigdo significativa
das frequéncias teta e gama (Qui-quadrado, *p<0,05).

Grupo

Valor de P

Delta (1-4Hz)

Teta (4-10Hz)

Gama (20-50Hz)

Gcdh™-Lis
n=9

P basal

0,0020+0,0002

0,0029+0,0007*

0,0008+0,0002*

P final

0,0017+0,0003

0,0014+0,0005*

0,0004+0,0001*

Gedh™
n=5

P basal

0,0018+0,0002

0,0017+0,0005

0,0006+0,0001

P final

0,0016+0,0002

0,0024+0,0008

0,0008+0,0003

Controle
n=15

P basal

0,0028+0,0001

0,0014+0,0002

0,0004+0,00004

P final

0,0020+0,0002

0,0021+0,0002

0,0006+0,00007
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A1 B1 C1 Gcedh™ 4 dias apés dieta
Gcedh™ Basal Gedh™ 4 dias apés dieta normal com sobrecarga de lisina

. . 15”0‘

Frequéncia (Hz)

. . J et
.'_u - L™y 1"'[. I -J';_ 19 { i 1 1
Y '|-l iy i *.{'I "-'Jitv-h e
100 150 200

’ r LN [ |

» . [ " ol ¥ ' Bl
N e I I.‘f [ ary R
50 100 150 200 250

Tempo(s
B2 Po(s) C2
50s 50s 50s
0.5mV| Pt et P\ a2 P 0 i St oS Pl Pt iy A e i (0, Sm\u"l e e N P NS b 1 g B NP P ol N At A 0.5mV
s 8 1s

Figura 4 — Predominancia de oscilacdes lentas em animais Gcdh™-Lis. Espectrogramas (1) e tragados de EEG (2) representativos dos
animais nocaute para glutaril-CoA desidrogenase. Tragcados de EEG expandidos (3). A: Gcdh'-Lis basal (antes do inicio da dieta e dois dias
apos a cirurgia). B: Gedh’- 4 dias apos a inicio da dieta normal. C: Gedh*-Lis 4 dias apds o inicio da dieta com sobrecarga de lisina.
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Figura 5 - Animais controle ndo apresentam alteracdes no padrdo de oscilacfes
cerebrais. Espectrogramas (1) e tracados de EEG (2) representativos dos animais controle.
Tracados de EEG expandidos (3). A: Controle basal (antes do inicio da dieta e dois dias
apos a cirurgia). B: Controle 4 dias apds o inicio da dieta com sobrecarga de lisina. Nota:
Animais controle 4 dias apds o inicio da dieta normal apresentaram resultados semelhantes
(dado n&o mostrado).
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4.3 AUMENTO DA SEVERIDADE DAS CRISES EPILEPTICAS INDUZIDAS POR
PTZ NOS ANIMAIS GCDH’ SUBMETIDOS A DIETA COM SOBRECARGA DE
LISINA

Para analisar a suscetibilidade a crises epilépticas induzidas os animais
receberam injecdo do antagonista GABAérgico pentilenotetrazol (PTZ) (60mg/kg, i-
p) 13 dias apds a cirurgia (P40). As médias dos varios parametros analisados + o
erro padrdo podem ser visualizadas na Tabela 2. A figura 6 mostra o espectrograma
de uma crise estagio V induzida por PTZ (A) e o tragado correspondente (B). Nas
crises pequenas (estagios I-lll) houve diferenga significativa apenas entre o grupo
controle (em média 8 crises) e o grupo Gedh™-Lis (em média 22 crises) (Figura 7, A)
(Kruskal-Wallis seguido de multipla comparagdo de Dunn, p<0,05). Também
verificamos que os animais Gcdh”--Lis tiveram mais crises severas (estagios IV-V)
do que os animais controle e Gcdh” (Figura 7, B) (Kruskal-Wallis seguido de
multipla comparagao de Dunn, p<0,05). Nao foram verificadas diferengas entre os
grupos quanto ao numero total de crises epilépticas (Figura 7, C). Todos os animais
Gcedh”- tratados com dieta com sobrecarga de lisina (10/10) apresentaram crises
epilépticas severas (estagios IV-V) contra 86% (7-8) dos animais Gcdh” sem dieta e
73% (9/12) do grupo controle (Figura 7, D) (Qui-quadrado, p<0,0001). Portanto, a
porcentagem de crises severas (IV-V) foi significativamente maior nos animais
Gcedh™-Lis (27%) quando comparado aos grupos Gedh” com dieta normal (8%) e
controle (10%) (Figura 6, E) (Qui-quadrado, p<0,01). Ndo foram encontradas
diferengas significativas no numero total de crises, na duragdo ou na laténcia para a

primeira crise (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracterizagao das crises epilépticas induzidas por PTZ nos diferentes grupos

de animais.
[o]
N. de Nc" de N° total Laténcia | Duracdo | Duracéo Durac&o Morte
Grupos | Crises | crises de total (s) "
1l V-V erlEse (s) I-111 (s) IV-V (s)
8+1 141 8+1 66,8+8,6 | 0,79+0,3 | 59,4+20,9 | 45,35+18,2 8
Controle
n=12 n=12 n=12 n=12 n=8 n=6 n=8 n=12
Gedh 16+3 1+1 1743 69,5+7,9 | 0,76+0,1 41,7454 42 45+5 3 5
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
Gedh-- 22+5 2+1 2045 57,4+6,3 | 1,4+0,8 47 6125 494247 5
Lis n=11 n=14 n=14 n=14 n=6 n=6 n=6 n=14

*n° de mortes em cada grupo
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Figura 6 — Crise epiléptica estagio V induzida por PTZ (60mg/kg, i-p). Espectrograma
(A) e tragado de EEG (B) representativos de uma crise severa induzida por
pentilenotetrazol.
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4.4 ANALISE POR HPLC MOSTRA MUDANCAS NO PADRAO DE LIBERACAO
DE GLUTAMATO E GABA EM SINAPTOSSOMA DE CORTEX DOS ANIMAIS
NOCAUTE PARA GCDH

Para verificar se a presenca de crises epilépticas espontaneas e o aumento
de suscetibilidade as crises induzidas sdo decorrentes de alteragdes na liberagao de
neurotransmissores, avaliamos a liberagao de glutamato e GABA em preparagéo de
sinaptossomas corticais por HPLC em duas situagdes: basal e apds despolarizagao
induzida pelo aumento da concentragcdo de potassio. Os dados detalhados séo

apresentados na Tabela 3.

A liberagao de glutamato basal e apds despolarizagdo no cortex nos grupos
Gcedh”- e Gedh™-Lis foi significativamente menor quando comparados com o grupo
controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de multiplas comparagdes,
p<0,05) (Figura 8, A, B). Para uma melhor visualizacdo da possivel alteragao na
liberacdo de neurotransmissores com a despolarizagao, os dados também foram
expressos como porcentagem de liberacdo apds a despolarizagdo em relagédo ao
basal. Desta forma observamos que a porcentagem de glutamato liberado apds
despolarizagdo aumentou significativamente no grupo Gcedh™-Lis quando
comparado com o grupo Gedh” e controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste
Tukey de multiplas comparagdes, p<0,05) (Figura 8, C). Isto pode sugerir que os
terminais sinapticos no grupo Gcdh”-Lis apresentam uma sensibilidade maior a
despolarizacdo. Da mesma forma, a liberacgdo de GABA basal e apoés
despolarizagdo, nos animais Gcdh” e Gcedh™-Lis foi significativamente menor
quando comparados com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste

Tukey de multiplas comparagdes, p<0,05) (Figura 8, D, E), porém a porcentagem de

26



GABA liberado apés a despolarizagao foi semelhante em todos os grupos (Figura 8,

F). Isto pode sugerir uma diminuigdo do aporte de GABA pelas sinapses.

Tabela 3 — Liberacdo de glutamato e GABA em sinaptossomas corticais dos

diversos grupos de animais.

CORTEX

Liberacéo Basal

Liberacdo apos

% de liberacao
apos

Grupo (UM/ug) despolarizagéo despolarizagcdo em
relacdo ao basal
Glutamato
2942212371 5344242199 93+11,n=16
Controle - -
n=16 n=16
" 846611865 14551,91+2013,50 | 89,13+£23,92
Gcdh _ _ -
n=8 n=8 n=8
Gedh~Lis 5?3311 147 1995813346 2?5146
n=9 n=9 n=9
GABA
2436+190 80171459 241121
Controle _ _ -
n=11 n=11 n=11
" 14131127 4275,681302,44 214,52+29,52
Gcdh _ _ -
n=8 n=8 n=8
Gedh-Lis 1(356i180 3?031567 398137
n=11 n=11 n=11
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Figura 8 — Andlise por HPLC mostra mudanca na quantidade de liberacdo de
glutamato e GABA em sinaptossoma cortical. A: Liberacdo basal de glutamato. B:
Liberacdo de glutamato apds estimulagéo pela adi¢gdo de alto potassio. C: Porcentagem de
liberacdo de glutamato em relacdo ao basal. D: Liberagdo basal de GABA. E: Liberacao de
GABA apés estimulacao pela adicao de alto potassio. F: Porcentagem de liberacdo de
GABA em relacdo ao basal. Dados apresentados em uM/ug de proteina. (ANOVA de uma
via seguida pelo teste Tukey de multiplas comparacdes, *p<0,05).
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4.5 INVESTIGACAO POR WESTERN BLOT MOSTRA UMA DIMINUICAO DO
IMUNOCONTEUDO DA GLUTAMATO DESCARBOXILASE NO CORTEX DOS

ANIMAIS GCDH"-LIS

Para determinar se a diminuigdo na liberacdo de glutamato e GABA no
cortex pode ser decorrente de modificagdes na estrutura das vesiculas sinapticas ou
na sintese de neurotransmissores, realizamos a quantificacdo dos transportadores
vesiculares de glutamato (vGLUT1) e GABA (vGAT), e da enzima glutamato
descarboxilase (GAD) por Western blot em sinaptossomas. Os dados sdo expressos
como porcentagem do controle. Imagens representativas dos géis utilizados para

quantificacdo sao mostradas abaixo de cada grafico.

Nao houve diferenca significativa no imunoconteudo dos transportadores
vGLUT1 e vGAT entre os grupos (Figura 9, A, B). No entanto houve diminuicdo
significativa do imunocontetido da enzima GAD no grupo Gcdh”-Lis (64,03+4,79,
n=6) quando comparado aos grupos Gcdh” (107,94+7,39, n=6) e controle
(97,03+2,97, n=11) (ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de multiplas
comparagdes, p<0,05) (Figura 9, C). Nao houve diferenga no imunoconteudo das
proteinas constitutivas das vesiculas sinapticas V-ATPase e sinaptofisina, utilizadas

como controle da quantidade de vesiculas sinapticas (Figura 9, D, E).
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Figura 9 — Diminuicdo da glutamato descarboxilase em sinaptossomas corticais
guantificados por Western blot. A: Transportador vesicular de glutamato — vGLUT1. B:
Transportador vesicular de GABA — vGAT. C: Glutamato descarboxilase — GAD. D: V-
ATPase. E: Sinaptofisina. (ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de mdltiplas
comparagOes, *p<0,05). Imagens dos géis utilizados para quantificacdo sdo mostradas
abaixo de cada grafico (3 bandas por grupo).
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5.DISCUSSAO

Sabemos que o acumulo de acidos organicos causado pela deficiéncia de
glutaril-CoA desidrogenase (GCDH) pode levar a um desequilibrio de
neurotransmissdo excitatéria e inibitéria. Neste trabalho avaliamos os niveis de
glutamato e GABA corticais e a presenga de crises epilépticas nos animais Gedh'--
Lis. Nossos principais resultados mostram que os animais Gcdh”-Lis apresentam
(1) hiperexcitabilidade e mudanga no perfil dos ritmos cerebrais, (2) déficit na
liberagcdo de glutamato e GABA a nivel cortical e (3) diminuicdo do imunoconteudo
de GAD. Os animais Gecdh™ com dieta normal ndo apresentaram hiperexcitabilidade
e mudangas do EEG, porém exibiram diminuicdo na liberacdo de glutamato e

GABA.

5.1 HIPEREXCITABILIDADE E MUDANCA NO PERFIL DOS RITMOS
CEREBRAIS

Apenas os animais do grupo Gcdh”-Lis desenvolveram crises epilépticas
espontaneas e um aumento da severidade das crises epilépticas induzidas por PTZ,
um antagonista GABAa, quando comparados com animais controle e Gecdh” com
dieta normal. Nossos achados de aumento de suscetibilidade a crises e o
desenvolvimento de crises epilépticas recorrentes no modelo para AGIl aparecem de
forma bastante semelhante aos relatados em pacientes (POGE et al, 1997;
HARTLEY et al, 2001; FUNK et al, 2005; KOLKER et al, 2006; BEAUCHAMP et al,
2009; MAGNI et al, 2012). As crises podem estar diretamente ligadas a um déficit do
sistema GABAérgico, como verificado em nossos achados de HPLC e Western blot,

e ao aumento da liberagdo de glutamato, como mostrado aqui pelo aumento da

31



porcentagem dos niveis de glutamato em relacdo a liberagdo basal medidos por
HPLC nos sinaptossomas.

Excitotoxicidade tem sido proposta como um importante mecanismo
neurotoxico na patofisiologia da AGI (FLOTT-RAHMEL et al, 1997; KOLKER et al,
1999, 2004a; WAJINER et al, 2004; ROSA et al, 2004). O aumento de excitabilidade
pelos acidos organicos tém mostrado relagdo com receptores NMDA, e o acido 3-
OHGA tem aparecido como a principal neurotoxina associada a doenga (KOLKER et
al, 1999; 2000a, b, 2001a, 2002a,b; LATINI et al, 2002), com sua administracéo
intraestrial causando crises epilépticas e danos neuronais em ratos (MELLO et al,
2001). Um recente trabalho mostrou diminuicdo da Na*,K*- ATPase mitocondrial no
cortex, o que também poderia estar relacionado com o aumento da excitabilidade
(AMARAL et al, 2012).

Além disso, os animais Gcdh'-Lis apresentaram diminuicdo das oscilagbes
cerebrais teta e gama com consequente predominancia das ondas lentas (delta). O
sistema GABAérgico, além de ser importante para o controle da excitabilidade
também é fundamental na regulagdo de circuitos locais (como codificagdo de
informagédo e plasticidade sinaptica) e na sincronizagdo das oscilagdes da rede
neuronal (DE FELIPE et al, 2013). De fato, sabe-se que disfungdes do sistema
GABAérgico geram alteragbes na ritmicidade cerebral (COBOS et al, 2005;
BUZSAKI, 2002). Portanto, é bastante provavel que a diminuicdo da liberagdo
GABAérgica verificada por HPLC e a diminuicdo das oscilagbes teta e gama
estejam intimamente relacionadas. As oscilagdes teta tém um papel fundamental no
aprendizado e cognicdo e sua diminuicdo pode estar relacionada com o
impedimento intelectual identificado em alguns pacientes (HOFFMAN, 1996;

BEAUCHAMP, 2009). Além disso, padrdes de EEG podem ser associados a
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diferentes quadros de encefalopatia, e as ondas lentas no EEG s&o frequentemente
vistas em casos de insulto cortical severo (KAPLAN, 2004). Em nosso caso, o
predominio das ondas delta com a diminuicdo das oscilagbes teta e gama foi
verificada somente nos animais do grupo Gedh™-Lis, sugerindo uma relagdo com o

aparecimento dos sintomas neuroldgicos de AGI

5.2 DEFICIT NA LIBERACAO DE GLUTAMATO E GABA A NIiVEL CORTICAL

Os niveis de glutamato e GABA basais liberados nas preparacbes de
sinaptossomas corticais, tanto dos animais Gcdh’” como Gcedh”-Lis, foram
significativamente inferiores aos controles. Porém, a porcentagem de aumento da
liberacdo de glutamato apds despolarizacdo em relacdo ao basal foi
significativamente maior nos animais Gecdh”--Lis.

Da mesma forma os niveis de GABA basais liberados nas preparagdes de
sinaptossomas corticais tanto dos animais Gcdh” como Gcdh”-Lis foram
significativamente inferiores aos controles. Por outro lado, ndo houve diferenga na
porcentagem de aumento da liberagdo apds despolarizagdo em relagdo ao basal
entre os grupos.

Estas alteracdes na liberagdo de glutamato e GABA podem estar associadas
com mudangas do numero de sinapses e/ou neurbnios, na sintese e/ou
armazenamento vesicular de neurotransmissores ou na recaptacdo dos mesmos
(CALCAGNOTTO et al, 2002, 2005a, 2005b). De fato ja foi evidenciado que o acido
glutarico, por ser estruturalmente relacionado ao glutamato, pode atuar como
inibidor da recaptagdo do glutamato em sinaptossomas, causando um acumulo
extracelular do mesmo (BALCAR et al; 1972, BENNET et al, 1973; ROSA et al,

2007).
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A hiperatividade do sistema glutamatérgico pode contribuir para a
epileptogénese (VAN DER HEL et al, 2009). Os transportadores vesiculares de
glutamato (VGLUT1-3) que importam glutamato para dentro das vesiculas
sinapticas sdo um dos marcadores funcionais da transmissdo glutamatérgica
(AIHARA et al, 2000). vGLUT1 e 2 tém sido identificados especificamente em
neurdnios glutamatérgicos, porém os vGLUT3 estdo presentes em outros neurdnios
(HERZOG et al, 2004). O aumento da expressdo de vGLUT1 tem sido observado
em neurdnios glutamatérgicos em epilepsia (VAN DER HEL et al, 2009). Apesar da
presenca de crises espontdneas nos animais Gcdh”-Lis, observamos que o
imunoconteudo de vGLUT1 nas preparagdes de sinaptossomas corticais ndo diferiu
entre os grupos de animais. Isto pode ser explicado pelo periodo agudo de crises
epilépticas, isto €, sem a presenca de epilepsia estabelecida, porém nao se exclui a
possibilidade do aumento de vGLUT1 em outras estruturas cerebrais, como por
exemplo, o estriado.

Kolker e colaboradores (1999) reportaram que o dano neuronal induzido
pelos acidos glutarico e 3-OH-glutarico in vitro foi prevenido pela pré-incubagdo com
antagonistas NMDA, especificamente ifenprodil, um antagonista da subunidade
GIuN2B. Além disso, o pré-tratamento com MK-801, um anatagonista NMDA n&o-
competitivo, impediu crises epilépticas induzidas por administrag&o intraestriatal de
acido glutarico (LIMA et al, 1998) mostrando que o sistema glutamatérgico esta
intimamente ligado aos efeitos ocasionados pelo acumulo deste acido organico.

Mudancgas na quantidade e expressao do transportador vesicular de GABA
VGAT estdo relacionadas com a epileptogénese e podem variar dependendo da
regido e da cronicidade. Estudos mostram um aumento do imunoconteudo de vGAT

no hipocampo em modelos animais de epilepsia induzida por pilocarpina e outros
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mostram uma diminuicdo da expressdo (BOULLAND et al, 2007; LAMAS et al,
2005). No nosso trabalho, ndo detectamos diferengas no imunoconteudo de vGAT
na preparagao de sinaptossomas corticais entre os grupos.

Entretanto, observamos uma diminuigédo significativa do imunoconteudo de
GAD na preparagéo de sinaptossomas corticais nos animais Gcdh”-Lis. GAD é a
enzima de sintese de GABA a partir da descarboxilagado do L-glutamato e existe em
duas isoformas: GAD 65 e GAD 67, com diferente distribuicdo subcelular e
propriedades reguladoras (NASREEN et al., 2011). Diminuicdo na expressédo de
GAD pode levar a diminuicdo na producdo de GABA e consequentemente na sua
liberacdo pelos terminais sinapticos, podendo causar hiperexcitabilidade neuronal e
contribuir para a epileptogénese (WANG et al, 2011).

O 4&cido glutarico e outros metabolitos acumulados em AGI tém sido
considerados como inibidores competitivos da GAD (STOKKE et al, 1976) e
diminuicdo de sua atividade e dos niveis de GABA tem sido relatadas nos ganglios
basais de pacientes com AGI (GOODMAN, 1995). Lima e colaboradores (1998)
demonstraram que os efeitos de hiperexcitabilidade do acido glutarico podem ser
completamente revertidos com uma baixa dose de muscimol, um agonista GABAa, o
que sugere que defeitos na neurotransmissdo GABAérgica sejam responsaveis
pelos efeitos do acido glutarico. Devido a diminuicdo do tdbnus GABAérgico nos
pacientes, & possivel que a inibicdo da GAD seja um importante fator para a
neurotoxicicidade vista em AGI, através de um “estado hiperexcitavel” que
favoreceria a excitotoxicidade.

Além destes mecanismos, mudancas plasticas associadas com a
hiperexcitabilidade, incluindo modulagdo de receptores e alteragdes moleculares

podem contribuir para a epileptogénese (MORIMOTO et al, 2004; COSSART et al,
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2005). Estudos de mecanismos eletrofisiolégicos e moleculares envolvidos na

epileptogénese dos animais Gedh”-Lis serdo foco de futuros experimentos.

6.CONCLUSAO

Nossos resultados mostram a presenca clara de crises epilépticas
espontaneas e aumento da susceptibilidade das crises epilépticas induzidas nos
animais Gcdh”-Lis. Isto pode estar, pelo menos em parte, relacionado com a
diminuigdo nos niveis corticais de GABA pela diminuicdo da enzima GAD, e pelo
aumento da liberacdo de glutamato em relacdo ao GABA em situagdes de
despolarizacdo neuronal. Observamos também uma diminuicdo nos ritmos corticais
teta e gama com predominio de ondas lentas, indicando uma alteragdo na
sincronizacdo da rede neuronal. A mudanca no perfil de oscilagbes corticais pode
muito bem estar associada as alteragdes neurolégicas em AGI. Estes dados
fornecem informagdes que podem ajudar a esclarecer os mecanismos envolvidos

com a hiperexcitabilidade associada a AGI.

7.PERSPECTIVAS

o Uma vez que o estriado parece ser claramente afetado na AGI,
pretendemos determinar as mudangas no padrao de liberagcédo de glutamato e GABA
no estriado por HPLC e pela avaliagcdo do imunoconteudo de vGLUT1, vGAT e GAD

em sinaptossomas estriatais por Western blot;

36



o Como o imunoconteudo da enzima GAD apresentou diminuigao,
pretendemos avaliar a atividade da GAD por HPLC no cortex e estriado para
determinar uma possivel disfuncdo que possa estar correlacionado com a
diminuigao dos niveis de GABA;

o Como observamos mudangas nos niveis dos neurotransmissores
glutamato e GABA pretendemos analisar do ponto de vista eletrofisiologico as
mudangas na transmissao sinaptica inibitoria e excitatoria nas regides do cértex e
do estriado através da analise detalhada das correntes inibitérias pos-sinapticas
(CIPS) e das correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS) espontaneas e evocadas
através de registros de patch-clamp in vitro (voltage-clamp) em neurdnios corticais e
estriatais.

Isto podera nos proporcionar informagdes sobre mecanismos moleculares e

eletrofisiolégicos envolvidos na epileptogénese dos animais Gedh™--Lis.

8.RESULTADOS PRELIMINARES

Temos como dados preliminares os resultados da analise inicial dos
sinaptossomas estriatais dos animais (1) por HPLC, para avaliar a liberagdo de
glutamato e GABA basal e apds despolarizagédo induzida por aumento de potassio;
e (2) por Western blot para avaliar o imunoconteudo dos transportadores vGLUT1 e

vGAT.

Verificamos que nos animais Gedh™-Lis tanto os niveis basais de glutamato
quanto apos a despolarizagdo, foram significativamente menores que os grupos

Gcedh™-e controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de multiplas
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comparagdes, p<0,05) (Figura preliminar P1, A e B). Nao houve diferengca na

porcentagem de liberacdo de glutamato apds a despolarizagdo entre os grupos

(Figura preliminar P1, C). Os niveis de GABA, por sua vez, tanto basais como apds

a despolarizagao,

apresentaram-se elevados nos animais Gcdh” quando

comparados aos grupos controle e Gecdh™-Lis (Figura preliminar P1, D, E). Da

mesma forma que o glutamato a porcentagem de liberagdo em relagéo ao basal foi

semelhante para todos os grupos (Figura preliminar P1, F). Os dados detalhados

sao apresentados na tabela preliminar P1.

Tabela P1 — Liberacdo de glutamato e GABA em sinaptossomas estriatais dos

diversos grupos de animais.

% de liberacao
G Liberacdo Basal Liberacdo apos apos
rupo o L
(UM/ug) despolarizacéo despolarizacdo em
relacdo ao basal
Glutamato
19288,95+2284,05 31598,18+1193,07 | 70,56+1797,54
Controle _ _ -
n=12 n=12 n=12
22385,53+3281,14 43671,54+3586,29 | 94,46+2729,89
Gcedh n=6 n=6 n=6
ESTRIADO
Sy 4006,87+11,44 12894,98+8,96 54,69+7,64
Gcedh”-Lis _ _ -
n=4 n=4 n=4
GABA
5388,32+661,85 8915,18+960,11 74,22+9,72
Controle _ _ -
n=18 n=18 n=18
o’ 13483,05+809,08 20350,19+847,72 53,49+6,92
Gcedh _ _ -
n=10 n=10 n=10
oy 5944,94+775,78 9918,31+1958,48 61,93+12,34
Gcedh”-Lis _ _ -
n=5 n=5 n=5
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Figura P1 — Analise por HPLC mostra mudanca na quantidade de liberacdo de

glutamato e GABA em sinaptossoma estriatal.

A: Liberagdo basal de glutamato. B:

Liberacdo de glutamato apds estimulagéo pela adicdo de alto potassio. C: Porcentagem de
liberagdo de glutamato em relagéo ao basal. D: Liberagao basal de GABA. E: Liberacao de
GABA apés estimulacao pela adicdo de alto potassio. F: Porcentagem de liberacdo de
GABA em relagao ao basal. (ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de mudltiplas
comparacdes*P<0,05).

39



O imunoconteudo de vGLUT1 foi significativamente menor no grupo Gedh-
Lis (569,39+5,07, n=7) quando comparado ao grupo controle (100+£8,64, n=9) (Figura
preliminar P2, A). (ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de multiplas
comparagdes, p<0,05). Entretanto, ndo observamos diferengca significativa no
imunoconteudo de vGAT entre os grupos (Figura preliminar P2, B). Nado houve
diferenca na sinaptofisina, usadas como controle da quantidade de vesiculas
sinapticas (Figura preliminar P2, C). Nossos dados preliminares podem nos dar
indicios do aumento da hiperexcitabilidade no estriado dos animais Gcdh”-Lis e

experimentos nesta linha estdo em andamento.

A vGLUT B VGAT
150+ 150+
*
I 1
100+ I 100+ z
-
50+ 50-

Controle | Gedh™ (Gedh™-Li
n=9 n=7 n=7
& @ Pwe--

C Sinaptofisina
150+

Controle] Gedh™ |Gedh*-Lis|
n=6 n=5 n=7
L L R Y R R

1004 e e

n=9

Controle] Gedh™ |Gedh™-Lis
n=7 n=7
— - — - - -

Figura P2 — Diminuicdo do transportado vesicular de glutamato em sinaptossomas
estriatais quantificados por Western blot. A: Transportador vesicular de glutamato —
vGLUT. B: Transportador vesicular de GABA — vGAT. C: Sinaptofisina. (ANOVA de uma via
seguida pelo teste Tukey de multiplas comparac¢des*P<0,05).
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ANEXO 1 — Scriptl MATLAB usado na analise dos dados

%% slicing
subplot(2,1,1)
plot(ADO7)
ylim([-2 2])

subplot(2,1,2)

pedaco=AD07([300000:600000],:);

plot(pedaco)

%%

srate=1000;

window = 2*srate;

noverlap = window/2;

nfft = [];

fs = srate;

[S, F, T,P]=spectrogram(pedaco,window,noverlap,nfft,fs);

%% frequency decomposition
|_theta = find(F>1 & F<4);
thetapow(1) = sum(sum(P(l_theta,:)))/length(T);

|_theta = find(F>4 & F<10) ;
thetapow(2) = sum(sum(P(l_theta,:)))/length(T);

|_theta = find(F>20 & F<50) ;
thetapow(3) = sum(sum(P(l_theta,:)))/length(T);

thetapow
bar(thetapow)
set(gca,'Xlim', [0 length(thetapow)+1])

%% plotting

dt=1/srate;

timevec = dt:dt:length(pedaco)/srate;

[S, F, T, P] = spectrogram(detrend(pedaco),window,noverlap,nfft,fs);

subplot(2,1,1)
imagesc(T,F,(P))
colorbar

axis xy

caxis([0 0.002])

ylim([0 50])
subplot(2,1,2)
plot(timevec,pedaco,'k")
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