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Infroducao

A acidemia glutarica tipo | (AG I) é causada pela deficiencia na atividade da enzima
mitocondrial glutaril-CoA desidrogenase (GCDH) gue participa do catabolismo da lisina,
levando ao acumulo tecidual dos acidos glutarico (AG) e 3-hidroxiglutarico (3HG). Os
pacientes apresentam leucoencefalopatia cortical progressiva, degeneracao dos ganglios
da base, alem de crises encefalopaticas agudas. Entretanto, 0sS mecanismos
fisiopatologicos da AG | ndo estao totalmente elucidados e varias hipoteses tém sido
levantadas para explicar as manifestacoes neurologicas, incluindo excitotoxicidade,

estresse oxidativo, dano a barreira hematoencefalica e alteracdes bioenergéticas.

Objetivo
O objetivo do presente trabalho foi mimetizar condicOes de estresse oxidativo através da

menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona: vitaminakK3), uma importante molécula geradora

de peroxido de hidrogénio e que em maiores concentracdes produz radicais superoxido.

Metodologia

Os efeitos da menadiona foram avaliados sobre parametros de estresse oxidativo em
astrocitos corticais de camundongos nocautes para a enzima GCDH (Gcdh') e
camundongos normais (Gcdh**). Astrocitos corticais de camundongos (1 a 3 dias pos-
natal) Gedh*'* e Gedh”- obtidos de cultura primaria foram mantidas em DMEM com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e quando confluentes, as células foram tratadas com DMEM
2% SFB na auséncia ou presenca de menadiona (25 e 50 uM) pelo periodo de 2 e 4
horas. Ao término do tratamento foram avaliados:

A viabilidade celular através de MTT (brometo tiazolil azul de tetrazolio) e morte
celular através da marcacéao Pl (iodeto de propideo);

Parametros de estresse oxidativo: GSH (concentracoes de glutationa reduzida) e

DCFH (oxidacao da 2’,7’-diclorofluoresceina).

Resultados e Discussao

Fol observado que a incubacao com menadiona aumentou a marcacao com Pl e
diminuiu o MTT , demonstrando gque houve morte celular nas concentracoes de 25 e
50 uM no periodo de 4hs para camundongos Gcdh”. Além disso, a menadiona
provocou um aumento na oxidacao do DCFH e diminuiu as concentracoes de GSH.
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Figura 1- Incorporacédo do iodeto de propidio (Pl) em astrécitos corticais de camundongos Gedh** (WT) e
Gcdh'- (KO) expostos a menadiona por 2 horas. (A) WT controle; (B) KO controlee; (C) WT 25 uM; (D) KO
25 uM; (E) WT 50 pM, (F) KO 50 uM, (G) quantificacéo da incorporacao do Pl. Dados representados como
meédia = SD de trés experimentos independentes (poc¢os) realizados em triplicata e expressados como % de
células mortas/células viaveis. ** P < 0.01 significativamente diferente dos camundongos Gcdh** (Teste t
Student para amostras nao pareadas).
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Figura 2- Incorporacao do iodeto de propidio (Pl) em astrdcitos corticais de camundongos Gedh** (WT) e
Gcdh”- (KO) expostos a menadiona por 4 horas. (A) WT controle; (B) KO controle; (C) WT 25 uM; (D) KO 25
uM; (E) WT 50 uM, (F) KO 50 uM, (G) quantificacdo da incorporacao do Pl. Dados representados como
meédia £ SD de trés experimentos independentes (pocos) realizados em triplicata e expressados como % de
células mortas/células viaveis. ** P < 0.01 significativamente diferente dos camundongos Gcdh** (Teste t
Student para amostras nao pareadas).
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Figura 3- Viabilidade celular (brometo tiazolil azul de tetrazolio, reducdo do MTT) em astrécitos corticais de
camundongos Gcdh** (WT) e Gedh”- (KO) expostos a menadiona por 4 horas. Dados representados como média +
SD de trés experimentos independentes (pocgos) realizados em triplicata e expressados como unidades arbitrarias
por absorbéancia. ** P < 0.01, *** P < 0.001 significativamente diferente dos camundongos Gcdh** (Teste t Student
para amostras nao pareadas).
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Figura 4- Oxidacado da 2’,7-diclorofluoresceina (DCFH) em astrécitos corticais de camundongos Gcdh** (WT) e
Gcedh” (KO) expostos a menadiona. (A) 2hs de exposicdo a menadiona; (B) 4 hs de exposi¢cdo a menadiona. Dados
representados como meédia + SD de cinco a oito experimentos independentes (pocos) realizados em triplicatas e
expressados em pmol / mg de proteina. * P < 0.05 significativamente diferente dos camundongos Gcdh*'* (Teste t
Student para amostras néao pareadas).
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Figura 5- Reducao de glutationa em astrécitos corticais de camundongos Gedh** (WT) e Gedh’ (KO) expostos a
menadiona. (A) 2hs de exposicao a menadiona; (B) 4 hs de exposicdo a menadiona. Dados representados como
meédia £ SD de cinco a dez experimentos independentes (pocos) realizados em triplicatas e expressados em nmol /
mg de proteina. ** P < 0.01 significativamente diferente dos camundongos Gcdh** (Teste t Student para amostras
nao pareadas).

Conclusao

Estes resultados indicam que a menadiona causa uma diminuicao da viabilidade celular
das celulas, através do aumento na producao de especies reativas e compromete as
defesas antioxidantes do cérebro de camundongos Gcdh”- quando comparados com 0s
animais Gcdh**, podendo esta ser uma hipoétese e um importante modelo para entender

em parte, as manifestacdoes neuroldgicas da acidemia glutarica tipo I.
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