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RESUMO

As deficiénciagde aprendizado sédo caracteristicas comuns em pagiente
afetados pela doenca do xarope do bordo (DXB) da& @e@demia metilmal6nica. Os
sintomas predominantemente neuroldgicos destascdsencluem o retardo mental,
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, coneslgdalteracdes neuroradioldgicas
variadas. Na DXB, a deficiéncia da atividade do pl@xo enzimatico desidrogenase
dos a-ceto4cidos de cadeia ramificada acarreta o acutealdual dos aminoacidos
leucina, valina e isoleucina, dascetoacidos correspondentes, aadoetoisocaproico,
a-cetoisovalérico ex-cetofi-metilvalérico, bem como dos-hidroxiacidos que destes
se derivam, acida-hidroxiisocaproico, acida-hidroxiisovalérico écido a-hidroxi-3-
metilvalérico. Na acidemia metilmal6nica, por sea,vocorre um acumukecidual do
acido metilmalénico devido a deficiéncia da enzimatilmalonil-CoA mutase Os
niveis teciduais destes metabdlitos aumentam aindmais durante crises de
descompensacao metabdlica.

No presente trabalho investigamos o efeito da adtmagao
intrahipocampal dos metabdlitos acidos acima ogagbbre o comportamento de ratos
adultos, dez minutos antes ou imediatamente apdsino, em tarefas aversivas
(esquiva inibitéria) e ndo aversivas (habituacdo camnpo aberto).Déficits de
aprendizado nas tarefas da esquiva inibitéria e déabituacdo ao campo aberto
foram observados para os metabdlitos supracitadosugndo administrados antes
do treino, mas ndo quando foram injetados apds odmo. O o acido metilmal6nico
injetado dez minutos antes do treino provocou défiomente no teste de memoria
espacial, ndo surtindo efeito sobre a memodria quarsdanimais foram testados na
tarefa de esquiva inibitéria. O pré-tratamento eeshimais com substratos energéticos
foi capaz de prevenir o déficit de memoria causpoio metabdlitos acumulados nas
doencas estudadas. Quando utilizou-se a creatimahigyatada ou o &cido succinico
evidenciou-se prevencdo do déficit de memoria éapeausado pela administracdo do
acido a-hidroxiisovalérico no hipocampo de ratos adultésr sua vez, apenas o pré-
tratamento com creatina monohidratada foi o Unigpaz de prevenir o déficit de
memoria de ratos administrados intrahipocampalmeorte o acido metilmalénicdDs
estudos de captacdo de glutamato por fatias de cér cerebral de ratos jovens
evidenciaram diminuicdo na captacéo de L3H]glutamato quando as fatias eram
incubadas por 23 minutos na presengca dos acidos CI€ HMV (25-50% de



diminuicdo). Em contrapartida, a incubacdo com o &do HIV aumentou a
captacdo em 110%, acréscimo que foi prevenido quaado meio de incubacéo foi
adicionado 1mM de creatina monohidratada. Por ultino, verificamos que a
viabilidade de células de cortex cerebral ou de hggampo de ratos jovens nao foi
alterada quando medida através do método do MTT ealdeterminacdo da DHL
no meio de incubacdo onde as fatias eram imersas.

Em resumonossosresultados apontam para alteracgiiegortantes no
aprendizado de animais tratados intrahipocampabnemin os metabolitos acidos da
DXB em tarefas aversivas e ndo aversivabem como alteracdes de aprendizado nao
essencial quando da administragdo do principal éta que se acumula na acidemia
metilmalénica (MMA). Além disso, ates déficits comportamentais parecem estar
ligados a um comprometimento do metabolismo enegéerebral, visto que o pré-
tratamento com creatina em estudos com metabdijt@s se acumulam nas duas
doencas (HIV para a DXB e MMA para a acidemia m&tlbnica) preveniu o déficit de
memoria destes animais, bem como o pré-tratamembosticcinato evitou o déficit de
aprendizado espacial causado pelo HBg animais. Por outro lado, antioxidantes ou
0 antagonista do receptor glutamatérgico NMDA MK-8Q n&o preveniu esses
efeitos. Além disso, apresentamos evidéncias de qoeCIC e o HMV ativam o
sistema glutamatérgico, bloqueando a captacdo deuthmato por fatias de cortex
cerebral de ratos jovens, levando a um aumento da ugntidade dos

neurotransmissores na fenda sinaptica..



ABSTRACT

Learning disability is a common feature of patieattected by maple
syrup urine disease (MSUD) or methylmalonic acidaemmhe neurological symptoms
include mental retardation, delay on neuropsychomalevelopment, seizures and
alteration on neuroradiological images. MSUD isseliby severe deficiency of the
branched-chain lo-keto acid dehydrogenase complex (BCKAD) activégds to tissue
accumulation of aminoacids leucine, valine andeigoine, the branched chain keto
acids, a-ketoisocaproic, a-ketoisovaleric and a-ketof3-methylvaleric, and
corresponding a-hydroxyacids, a-hydroxyisocaproic, a-hydroxyisovaleric anda-
hydroxy{3-methylvaleric. The tissual accumulation of methglamic acid is the
biochemical hallmark of the methylmalonic acidaetmg&ause the methylmalonyl-CoA
mutase is defective on this disease. The tisswaldeof these metabolites are more
proeminents in crisis of metabolic decompensation.

In the present study we investigated the effe@anfte administration of
the acid metabolites cited above on the behaviadaft rats in the inhibitory avoidance
and open field habituation tasks. The DXB acid felites producing learning deficits
on aversive and spatial learning when infused ltutes before the training session of
the tasks but not when infused immediatelly aftaintng. The MMA injected 10
minutes before training provokes deficit only i thpatial task, and do not caused any
effect on animals submitted to inhibitory avoidanesk. The pretreatment with
energetic substrates was the only effective onegmethe memory deficit caused by
metabolites accumulating on MSUD or methylmalomiclaemia. The prevention of the
spatial memory deficit caused bwg-hydroxyisovaleric acid was achieved by
administration of creatine monohydrated or succat. The creatine monohydrated
was the only effective on prevention of learnindiae of open field habituation
provoked by methylmalonic intrahippocampal admmaisbn. The results of cerebral
glutamate uptake of 30 day-old rats showed a remlucf 25-50% by 30 min treatments
with a-ketoisocaproic acid anda-hydroxyf3-methylvaleric acid, respectively.
Differently, the a-hydroxyisovaleric acid elevated by 110% the glutenuptake and
the creatine monohydrated pretreatment (1mM) wiectfe on prevented this effect.
We veryfied that cellular viability of cerebral teal slices incubated with acid
metabolites of MSUD was normal when the studiesalular viability were performed



by MTT method and by mean of the LDH activity iretincubation bath of the cells.
The results of cerebral glutamate uptake of 30 adyats showed a reduction of 25-
50% by 30 min treatments witlu-ketoisocaproic acid and and-hydroxy{3-
methylvaleric acid, respectively. Differently, thehydroxyisovaleric acid elevated by
110% the glutamate uptake on cortical slices of gyaats, and the creatine
monohydrated pretreatment was effective on thegoran of this effect.

In conclusion, our results pointing to strongeedtions on learning of
animals treated with MSUD acids metabolites on siverand non aversive tasks., and
suggest that non essential alterations occur omitep of animals treated with
methylmalonic acid, which may be of value to elatedl some aspects of the
neurological dysfuncion occuring on these disea$és. behavioral deficits may be
linked to a compromise on cerebral energetic méithdecause the pre treatment with
energetic substrates was effective on preventianemory deficits caused by HIV and
MMA. Otherwise, focal effects on glutamatergic gyst may be the causative of
learning deficits provoked by administration of GCand HMV, it is reasonable because
the uptake of glutamate was reduced on rats treaigdthese metabolites, and it is

causative of elevation on neurotransmitter levelhe synaptic cleft.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - ERROS INATOS DO METABOLISMO
1.1.1 - Histérico

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi idmaido pelo inglés
Archibald Garrod, em 1908, ao estudar pacientes @oaptonuria, cistindria,
pentosuria e albinismo. Garrod verificou que varioempostos quimicos se
acumulavam na urina destes individuos e pressupésegsas observacdes poderiar
contribuir para o diagnostico e entendimento dedsascas. Ele prop6s que o acumulo
dessas substancias no organismo, com consequenregdx urinaria, devia-se a um
bloqueio parcial ou total nas suas rotas de oxw&ga decorréncia da deficiéncia de

uma proteina responsavel por uma reacao espegg#fiiascada caso.

Devido a observagédo de que ocorréncia dessas doengamaior em
irmaos e filhos de pais consanguineos, sugeriu wdel de heranca autossémica
recessiva, baseando-se nas leis de Mendel. Ja 68 Garrod propds que certas
doencas seriam devidas a deficiéncias herdadasm&anenzima responsavel por uma
etapa metabdlica definida. Somente em 1958, La Bolaboradores confirmaram a
hipotese de Garrod quando comprovaram a deficiénala oxidase do &cido

homogentisico no figado de um paciente com alcapimn
1.1.2 - Conceito dos EIM

Erros inatos do metabolismo séo disturbios hemo#ana maioria dos
casos de heranca autossémica recessiva, cujaer@&ach bioquimica principal € a
deficiéncia ou auséncia da atividade de uma enespacifica de uma rota metabdlica.
Além das enzimas, outras proteinas com funcacadiietomo proteinas de transporte e
estruturais, imunoglobulinas, hormonios, entreasjtpodem estar afetadas nos EIM. O
resultado deste bloqueio pode levar ao acumulaubdst&ncias toxicas nos tecidos ou
fluidos corporais ou a falta de substancias esasisncdesta forma muitas vezes
acarretando prejuizo no desenvolvimento mental &&co dos individuos afetados

14



(Del Rio, 1962). Além disso, rotas alternativas hém poderdo originar outras

substancias que possivelmente serao toxicas (Flglya

A XoB—>c—D

E— F

Figura 1.1 - Consequéncia da deficiéncia e/ou diminuicdo dadaiile de uma enzima
pertencente a uma rota metabdlica. O substrato dr&ertido por uma série de
intermediarios no produto final D. As enzimas queakisam estas reacdes estdo
indicadas pelas flechas horizontais. Neste caddoqueio é na reacdo que converte A
em B. O substrato A é convertido em F por uma N@reativa. Um defeito genético na
enzima que converte A em B pode ter consequénasddgicas relacionadas ao
acumulo de A (precursor toxico), ou de F (via aldiva), ou entdo a formacao
reduzida de D (deficiéncia do produto), ou algummlginacdo destas possibilidades.
Fonte: Beaudet et al., 1989.

1.1.3 - Classificacdo dos EIM

Em 1982, Sinclair propds uma classificacdo par&lds, conforme o
tipo de funcao exercida pela proteina deficientecalo envolvido, bem como aspectos
clinicos, bioquimicos, patoldgicos e terapéuticos:

1. Distarbios de transporte: atingem basicamerttarsporte renal/e ou
intestinal de moléculas orgénicas ou inorganicadetrminam graus variaveis de
deplecao tecidual e desnutricdo. Exemplos: defetdransporte de magnésio, doenca
de Hartnup.

2. Distarbios de armazenamento, degradacdo e &ecreqvolvem o
aparelho de Golgi ou os lisossomas e determinamimalo de macromoléculas e
consequentes alteracdes patoldgicas nos tecidesamddfeito se manifesta. Exemplos:

doencas lisossbmicas de depdsito, glicogenosesirose.
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3. Disturbios de sintese: s&o devidos a deficiém@a sintese de
moléculas biologicamente importantes tais comomidmios, proteinas plasméticas e de
defesa imunologica. Exemplos: hiperplasia adreoalgénita por deficiéncia de 21-
hidroxilase da rota de sintese do cortisol.

4. Disturbios do metabolismo intermediario: competem as vias de
metabolizacdo de pequenas moléculas. O defeitanétizD pode ocorrer ao nivel de
rotas metabdlicas importantes tais como o ciclo&wdos tricarboxilicos e o ciclo da
uréia. Nestas desordens, ocorre o acumulo de nigbabddxicos na célula que
promovem altera¢gdes bioquimicas locais ou em odg&os, bem como dano tecidual.
Exemplos: distirbios do metabolismo da frutoseaaake e pentose, defeitos no ciclo
da uréia, distarbios do metabolismo de aminoacelésidos organicos, porfirias e 0s

distarbios do metabolismo das purinas.

Uma classificagcdo mais completa dos EIM é a qudisana &area do
metabolismo afetada (Scriver et al., 2001) (Takhela

Tabela 1.1 - Classificacdo dos EIM de acordo com a éarea do

metabolismo afetada.

* EIM dos aminoacidos

* EIM dos &cidos organicos

* EIM dos glicidios

* EIM dos glicosaminoglicanos
* EIM das glicoproteinas

* EIM das purinas e pirimidinas
» EIM das enzimas eritrocitérias
* EIM dos metais

* EIM das lipoproteinas

* EIM dos hormonios

* EIM das proteinas plasmaticas

Fonte: Scriver et al., 2001.
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1.1.4 - Alteracdes Clinicas e laboratoriais

Os pacientes portadores de EIM apresentam gertdmnseritomatologia
variada e inespecifica, mesmo quando possuem o onebstirbio. A variacao
fenotipica destas desordens deve-se a difererdes ge deficiéncia enzimética, a area
do metabolismo envolvida e aos tecidos afetados.masifestacdes clinicas mais
comuns no periodo neonatal incluem deficiéncia resamento, vomitos, diarréia,
convulsdes, letargia ou coma, odor anormal na petificuldade alimentar. Outros
sinais como atraso no desenvolvimento psicomotoewodegeneracdo progressiva

aparecem mais tardiamente (Burton, 1987).

Entre os achados laboratoriais mais comuns assscafIM no periodo
neonatal incluem: acidose metabdlica, hipoglicenhiperamonemia, transaminases
elevadas, substancias redutoras na urina, testdodso férrico positivo, cetondria,

neutropenia, trombocitopenia e anemia (Burton, 1987

1.1.5 - Doenga do Xarope do Bordo

1.1.5.1 - Historico

Em 1954, Menkes e colaboradores descreveram umancaoe
degenerativa cerebral em quatro casos de uma nfasrie A manifestacdo do quadro
clinico se dava na primeira semana de vida comngsigo fatal nos trés meses
subsequentes. O achado mais proeminente foi um foder de acucar queimado na
urina, o que deu origem ao nome “Doenca do Xarap@8ardo” (DXB). Em 1957,
Westall e colaboradores observaram um outro p@cierencontraram concentragdes
muito altas dos aminoacidos de cadeia ramificagaciha, isoleucina e valina). Em
1959, Menkes isolou na urina dos pacientes com Do&Balfacetoacidos de cadeia
ramificada @-cetoisocaproico,a-cetoisovalérico ea-cetof3-metilvalérico) que se

derivam dos aminoacidos acima citados.
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1.1.5.2 - Etiologia

A doenca do Xarope do Bordo (DXB) é um disturbiotabélico de
heranca autossOmica recessiva causada pela deficiéa atividade do complexo
desidrogenase dascetoacidos de cadeia ramificada (Nobukuni etl@92; Chuang &
Shih, 2001). Esta deficiéncia enzimatica resultaciamulo dos aminoacidos de cadeia
ramificada (ACR) leucina, valina e isoleucina, beomo de seus respectivosi-
cetoacidos (CCR), acida-cetoisocaproico (HIC), acida-cetoisovalérico e acida-
cetof3-metilvalérico. Da mesma forma sdo encontrados encentracdes elevadas 0s
hidroxiderivativos correspondentes (HCR) &acidehidroxiisocapréico (HIC), acido
a-hidroxiisovalérico (HIV) e acido 2-hidroxi-3-metdlérico (HMV), com especial

énfase para o acidohidroxiisovalérico (Figura 1.2) (Adaptado de Seriet al., 2001).

1.1.5.3 - Metabolismo dos aminoacidos de cadeaiafreada

Os ACR leucina, valina e isoleucina correspondeapraximadamente
40% dos aminoé&cidos essenciais nos individuos nerma35% dos aminoacidos
indispensaveis para o tecido muscular. O prinailestino metabdlico destes ACR € a

incorporacao em proteinas corporais (Schadewaltrdel, 1997) .

A oxidagdo dos ACR pode ser vista na figura 1.2nTieicio com o
transporte destes aminoacidos para dentro da chalees do sistema de transporte L
localizado na membrana plasmatica. No interioradislas os ACR sofrem trés passos
iniciais comuns na sua via metabolica. O primeassp é uma transaminacgao reversivel
catalizada pela aminotranferase de cadeia ram#icatbduzindo os CCRg-
cetoisocaproéico da leucina;cetof3-metilvalérico da isoleucina e-cetoisovalérico da
valina. Apos isto, os CCR sdo translocados pardralesia mitocondria por um
transportador especifico onde sofrem descarboxilag&idativa catalisada pelo
complexo multienzimético desidrogenase desetoacidos de cadeia ramificada. Por
altimo, sofrem desidrogenacéo pela isovaleril-Casidrogenase ou pela acil-Caa
metil desidrogenase de cadeia ramificada . A segaéle reacbes dos respectivos acil-
CoA de cadeia ramificada apresenta vias distafaartir de entdo. A leucina apresenta

como produtos finais a aceti-CoA e 0 acetoacetdio.valina € convertida
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exclusivamente a succinil-CoA e a isoleucina prodcetil-CoA e succinil-CoA. Os
ACR séo portanto, tanto cetogénicos quanto glicegén servindo como precursores
para a sintese de acidos graxos e do colesteaoil®tn servindo como substrato para a

producao de energia via succinil-CoA e acetoacé@hhaang e Shih, 2001).

Leucina Isoleucina Valina

| | |

Acido a- Acido a-ceto-p- Acido
cetoisocaproico metilvalérico a-cetoisovalérico
Ot Acido = Acido = Acido
a-hidroxi 2-hidroxi- a-hidroxi
isocapréico 3-metilvalérico isovalérico
N 7’
Complexo desidrogenase dos/aaft,a\toécidos de cadeia rlamificada
7 < I
V‘ l
Isovaleril-CoA a-metilbutiril- Isobutiril-CoA
l CoA l
B-metilcrotonil- tiglil-CoA metilcrilil-CoA
-CoA
acetil-CoA acetil-CoA
+ + Succinil-CoA
acetoacetato succinil-CoA

Figura 1.2 - Rotas metabdlicas dos aminoacidos de cadeiaficana leucina,
isoleucina e valina. As duas primeiras reacfes osnsdo catalisadas pelas seguintes
enzimas: transaminagdo reversivel pela aminotreas#fedos aminoacidos de cadeia
ramificada (1) e, descarboxilagdo oxidativa do&etios de cadeia ramificada e
esterificacdo da coenzima A pelo complexo alfa@stn desidrogenase (2). Em

destaque é mostrada a etapa em que a enzima iénteficos pacientes com DXB.
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1.1.5.4 - Complexo desidrogenase dascetoacidos de cadeia
ramificada (CDCCR)

O bloqueio metabdlico na DXB foi demonstrado emQLp6r Dancis e
colaboradores, como sendo na descarboxilacdaaetodcidos de cadeia ramificada
em leucocitos. O CDCCR é um complexo multienzinoatmcalizado na membrana
interna da mitocondria das células de mamiferoaif¥a, 1986; Chuang e Shih, 2001),
envolvido na descarboxilagdo dos aminoécidos deiaaamificada leucina, valina e
isoleucina (Nobukuni, 1992; Parrella et al., 196fuang e Shih, 2001). Os produtos
finais desta reacdo sdo &Q@cil-CoA de cadeia ramificada e NADH na proporg&o
1:1:1 (Danner et al., 1979). A atividade deste demgpregula o fluxo dos ACR usados
para a producdo de energia e € 0 passo irreverddveia catabolica. O complexo
CDCCR € um membro do grupo de complexos de desdesgs dei-cetoacidos
bastante conservados e compreendendo o complax@aiurdesidrogenase (CPD)
cetoglutarato desidrogenasex-CCGD) e o complexo (CDCCR) que se apresentam
com estrutura e funcdo similares. O complexo eaon CDCCR € uma
macromolécula que possui trés componentes cabaliticuma o-cetoacido
descarboxilase de cadeia ramificada heterotetrae@rif3;) ou E1; uma di-hidrolipoil
transacilase (24 subunidades idénticas), ou E2a di-hidrolipoamida desidrogenase
homodimérica, ou E3.0s componentes E1 e E2 saciisps para CCDCR enquanto a
proteina E3 € também componente dos complexastoglutarato e piruvato
desidrogenase (Reed e Hackert, 1990). Além dissomplexo CCDCR de mamiferos
apresenta duas enzimas regulatorias: uma quinasmaefosfatase especificas que
regulam a atividade do complexo CDCCR através datosc de fosforilacdo
(inativacao)/defosforilacdo (ativacdo) de dois desgs de serina da subunidadeaE1l

(Eisenstein et al., 1991; Peinemann e Danner, 1994)

Os passos da reacao catalisados pelos trés conm@erEnenzima sao
mostrados na figura 1.3. O componente E1 cataliea descarboxilagdo dos-
cetoacidos mediada pela tiamina pirofosfatase (jrest al., 1992; Peinemann e
Danner, 1994; Chuang e Shih, 2001) e subsequentemeziuz a molécula de lipoil que
é covalentemente ligada a E2. A molécula do lipamiuzida e o dominio lipoil servem
como um bragco movel para transferir o grupo acilEdopara a CoA, aumentando a
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guantidade de acil-CoA. Finalmente, o componenteda® € fortemente ligado ao
FAD, reoxida o residuo de di-hidrolipoil do E2deno NAD" como Ultimo aceptor de
életrons (Reed e Hackert, 1990; Chuang, 1998; Ghaahih, 2001). O resultado final
da reacdo da desidrogenase desetoacidos de cadeia ramificada é a producdoite ac
CoA de cadeia ramificada, GG2 NADH.

A quinase liga-se aos residuos Ser-292 e Ser-308odunio EI,
(Cook et al., 1983; Cook et al., 1983a; Lau etl8B3; Paxton et al., 1986). Estudos
iniciais apontam para uma possivel ligacdo da faséaao centro da subunidade E2
(Yeaman, 1989).

o E3
‘ DESIDROGENASE  g-S

QUINASE
CDCCR El

= DESCARBOXILASE

47 TRANSACILASE
(24 MER'

, E2E1/E3

HPOICO DE LIGACAO

E2 powminio

Figura 1.3 - Complexo desidrogenase dmsetoacidos de cadeia ramificada (Chuang,
1998).
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1.1.5.5 - Diagnostico da DXB

O diagnéstico da DXB é fundamentalmente labordtoiiadentificacao
de concentracdes plasmaticas e urinarias elewdml$sucina, isoleucina e valina e de
seus respectivosi-cetoacidos, através de cromatografia de aminosceloacidos
organicos, respectivamente, caracterizam a doef@niveis mais altos encontrados
para os metabolitos acumulados na DXB séo os dambsudo acida-ceto isocaproico
e do acidax-hidroxiisovalérico (1,0-5mmol/L) quando analisamlplasma de pacientes
nao tratados. Os niveis destes metabdlitos quamalsado o liquido céfalo-raquidiano
estdo ao redor de (1,0mmol/L) (Shigematsu etl8B3). Muitos estados nos Estados
Unidos e outros paises utilizam um programa dgdérn em massa para identificar
neonatos com niveis plasméticos de leucina acima degy/100 ml (153umol/L)

indicativos da doenca (Danner e Elsas, 1989).

A presenca de quantidades mensuraveis de L-alosoke no plasma,
um produto da racemizacdo da isoleucina, € corsldenm determinante importante
para o diagnostico da doenca. No entanto, demanstoque a formacdo da L-
aloisoleucina ndo esta associada somente a DXBpoporre tanto em cultura de células

normaisin vitro como também em pessoas norniraigivo (Shadewaldt et al., 1990).

A confirmacéo do diagndstico é feita através daideeda atividade do
complexo desidrogenase das-cetodcidos de cadeia ramificada em cultura de

leucécitos periféricos dos pacientes (Peinemanareér, 1994).

O diagnéstico pré-natal da DXB pode ser realizadaeltura de células
do fluido amnidtico retiradas por amniocenteseesati4? e a 182 semana de gestacao,
ou por analise direta do tecido em vilosidadesooicas e cultura de células de
vilosidades coridnicas (Kleijer et al., 1985; Chg@nShih2001).
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1.1.5.6 - Fendtipos Clinicos

1.1.5.6.1 - Classico

A DXB que apresenta um quadro neonatal de enceftdope
considerada a forma classica, e representa o fendtais grave e comum da doenca.
Os niveis dos ACR e CCR, particularmente de leueidaidoa-cetoisocaproico, estédo
muito aumentados no sangue, chegando a 5 mM, beno ecw liquido céfalo-
raquidiano e na urina dos pacientes afetados. Adatle do complexo CDCCR em
fibroblastos ou cultura de linfocitos encontra-sialmente em 2% ou menos em
relacdo a atividade normal da enzima. Os paciaaftgados apresentam-se normal ao
nascimento e os sintomas que se desenvolvem getalr@etre o 4° e o 7° dia de vida
incluem letargia, recusa alimentar, alteracoesatégicas progressivas como hipotonia
e hipertonia, cetose, odor de aclUcar queimado ima,unipoglicemia, convulsbes e

coma.

A maioria dos pacientes, quando nao tratados, nmmsemeses de vida
em decorréncia de crises metabdlicas recorrentefe eleterioracdo neuroldgica,
frequentemente precipitadas por infeccdes ou ouewentos relacionados ao

catabolismo, tais como vacinagdes ou cirurgias &gwe Shih, 2001)

1.1.5.6.2 - Intermediario

Pacientes com esta forma apresentam elevacdestpetss dos ACR,
porém menores do que as verificadas na forma cssacompanhadas por
comprometimento neurolégico), mas ndo apresentamonsas severos no periodo
neonatal. Muitos casos ndo apresentam episodidest®mpensacdo metabdlica aguda.
A atividade residual da enzima é geralmente mabogue a apresentada no fenotipo
classico e varia entre 3 a 30% da normal, embxdsiaen relatos de niveis menores
(Fischer & Gerritsen, 1971; Muller et al., 1971; nMZales-Rios et al., 1985). O
diagnostico geralmente ocorre entre 5 meses a¥ dmaade em decorréncia de atraso
no desenvolvimento e/ou convulsdes e cetoacidosom encefalopatia aguda

raramente ocorra.
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1.1.5.6.3 - Intermitente

Pacientes apresentam um desenvolvimento inicialmalpr com
crescimento e inteligéncia normais. No entantos elpresentam risco de sofrerem
descompensacao metabolica durante situacfes dssestNo periodo assintomético da
doenca os niveis dos ACR s&o normais. A atividadé@rética situa-se entre 5 a 20%
da normal. Os sintomas iniciais normalmente surgetre os 5 meses e 2 anos de vida
em associacado com otite média ou outras infeccO@ssepisodios de mudancas agudas
no comportamento e dificuldade de caminhar podermolugv para crises de
descompensacdo com choque e coma. Os perfis de ACRERS nestes casos

equiparam-se ao do fenaotipo classico da DXB durasiaises (Chuang e Shih, 2001).

1.1.5.6.4 - Tiamina-responsivo

Normalmente, estes pacientes ndo apresentam doengatal aguda e
suas manifestacdes clinicas sdo semelhantes asntia ihtermediaria. A concentracéo
de ACR no plasma é cerca de 5 vezes maior quenoaholEstes niveis (2 a 5 mM) séo
reduzidos abruptamente para niveis normais consdizsd0 a 1000 mg/dia de tiamina
e com dieta restrita em proteinas. A atividade reéica situa-se entre 2 a 40% da
normal. As manifestacdes clinicas e laboratoriaassrreqiientes sdo descompensacao
metabdlica e acidose, acompanhada de desenvoldrfisito normal (Chuang e Shih,
2001).

1.1.5.6.5 - Diidrolipoil Desidrogenase (E3)-Defitie

A deficiéncia de E3 é um distarbio raro. Apresesiaais clinicos
semelhantes aos da forma intermediaria, mas é actraga de acidose latica grave. O
perfil de acidos organicos na urina exibe anormadiéd encontradas tanto na acidose
latica como na DXB. O lactato, o piruvatogecetoglutarato, a-hidroxiisovalerato e o
a-hidroxiglutarato estdo aumentados neste feno#pbiperalaninemia secundaria ao
acumulo de piruvato é também frequente. Os ACRbdst@&mente ou moderadamente
aumentados no plasma, quando comparados aos an@satrados na forma classica.

Estes pacientes tém deficiéncia das trés enzimsisirdgenases em que E3 é um
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componente, a a-cetoglutarato desidrogenase, a piruvato desidesgere aa-
cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada. @gerpes que apresentam este
fendtipo normalmente ndo apresentam sintomatolog& primeiros meses de vida.
Quando surge acidose latica persistente, entren@rses e 6 meses de idade, ocorre a
deterioracdo neuroldgica progressiva caracterizgaa hipotonia, atraso no
desenvolvimento e encefalopatia similar a de Lei@huang e Shih, 2001). Os
resultados dos tratamentos com doses farmacologieatamina, biotina, e acido
lipdico, combinados com restricdo na dieta de gasle AACRs ndo tém se revelado

satisfatorios.

[.1.5.7 - Genética

A doenca do Xarope do Bordo é uma desordem mlatatautossémica
recessiva. A frequéncia mundial baseada em neoeatainassa em 26,8 milhdes de
recém nascidos é de 1 para 185.000 (Naylor, 1988 frequéncia inclui o fendétipo
classico e as formas variantes da doenca. Os pesie@om o fendtipo intermediario da
doenca néo estéo incluidos nestes célculos. Esegaiujo casamento consanguineo €
comum (Turquia, Arébia Saudita, Espanha e indiéeguéncia é muito maior. A DXB
é altamente prevalente nas popula¢gfes Menonitasoholados de Lancaster e Lebanon
no estado da Pensilvania/EUA. Toda a populacdo Menafetada apresenta o fenétipo

Classico da doenca devido a uma mutacdo genética i@ subunidade &1

[.1.5.8 - Neuropatologia

1.1.5.8.1 - Achados neuropatolégicos

Na maioria dos pacientes com DXB observa-se ermqedih com edema
cerebral generalizado. Pode haver também a formdededema localizado intenso
envolvendo o tronco cerebral dorsal, os pedunatdosbrais e a capsula interna. Estes
estudos relataram também a ocorréncia de hipodetesidifusa no globo palido e
talamo afetando a substancia branca destas regidepje € um indicativo de
hipomielinizacéo (Treacy et al., 1992). A fase agdd edema também é seguida por

alargamento do sulco sobre os lobos frontais diskgas inter-hemisféricas e Silviana
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indicando atrofia cerebral. O trato piramidal dadma espinal, a mielina que circunda

0 nucleo dentado, o corpo caloso e os hemisfémosbcais sdo os mais afetados.
Paralelamente a deficiéncia de mielina, observadacdo dos oligodendrocitos. Outra
estrutura que apresenta alteracdes expressivasce&rebelo, pois relatos mostram
panecrose da camada de células granulares conrvargie das células de Purkinje.
Nos nucleos da base e substancia negra observparda neuronal consideravel
(Chuang e Shih, 2001).

Os achados radiolégicos mais recentes apontam gua@namalias
consistem de um sinal aumentado em neuroimagejs ¢lie € compativel com o
conteudo aquoso modificado na substancia braneateaistico da desmielinizacdo. As
areas afetadas mais comumente sdo: mesencéfalop teerebral, tAlamo e o globo
palido; as lesBes supratentorias sdo vistas somesteasos mais severos (Schonberger
et al., 2004).

Quando comparadas as presencas anormais dos AACRERs com
0s achados de neuroimagens, 0 aumento destes titesabta acompanhado por uma
difusdo protdnica marcantemente restrita, compateen edema citotoxico ou da
bainha intramielinica no tronco cerebral, nos gasdbasais, no tadlamo, no cerebelo, na

substéancia branca periventricular e no cortexicatéJan et al., 2003)

1.1.5.8.2 - Etiopatogenia do dano neuroldgico

Os mecanismos toxicos dos ACR e CCR sobre o cérabda nao
foram totalmente elucidados, mas diversos estuda®glizados contribuem para o
entendimento das suas acdes sobre o SNC. Algunsdatais como a complexidade do
desenvolvimento do cérebro, as concentracdes aldasgelas toxinas e o estagio do
desenvolvimento cerebral em que elas atuam preodio esclarecimento destes

efeitos.
Tashian, em 1961, demonstrou que o0s acul@etoisocaprico ex-

cetoisovalérico inibem competitivamente a glutamatdescarboxilase em

homogeneizados de cérebro de rato. Os hidroxiactdbgdroxiisocapréico ea-
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hidroxiisovalérico também apresentaram o mesmdoefeas em menor grau. Desta
forma, estes metabdlitos poderiam reduzir a quadéidde producdo de acide
aminobutirico (GABA), o principal neurotransmissioibitorio do sistema nervoso
central (SNC). Foi também verificado em um modeiional de DXB em bovinos, que
eles apresentaram uma perda marcante no numeeaef@ares pos-sinapticos GABA
demonstrada por ligacdo dei*jdiazepam (Dodd et al., 1992). Por outro lado, foi
demonstrado que os cetoacidos CIC, CIV e CMV mikee oxidacédo da glicose e a
sintese de acetilcolina, lipidios, proteinas e @giducléicos em fatias de cérebro de
ratos (Gibson e Blass, 1976). Além disso, essesstigadores demonstraram que estes
cetoacidos também inibem a enzima acido graxotasd#e além de observar que 0s
cetoacidos inibem a oxidacao do piruvato em cérdbnatos, o transporte mitocondrial
de piruvato, a atividade do complexo piruvato degjdnase e a atividade da enzima
cetoglutarato desidrogenase. Os aminoacidos valisaleucina, por sua vez, inibiram
alostericamente a enzima piruvato quinase em agrder ratos. Outros achados
mostraram que o0 excesso de leucina na dieta prowo@ diminuigcdo da serotonina
cerebral (Yuwiler e Geller, 1965). Finalmente, conma propriedade da leucina é
estimular a secrecédo de insulina, Panten e c@dboes (1972) propuseram que essa
acao poderia explicar os episodios de hipoglicapr@sentados pelos pacientes com a
DXB.

Dentre os cetoacidos acumulados na doenca, o aetgtoisocaproico é
considerado o mais toxico. O CIC inibe o consummxigénio em cérebro de ratos, a
oxidag&o do 3-hidroxibutirato (Gibson e Blass, )9¥@rovoca deficiéncia na formagéo
da mielina no cerebelo de ratos. Alguns estudosodstraram que a elevacao sérica de
leucina e de CIC no espaco extracelular alteranaasdracdo no SNC dos aminoacidos
transportados pelo transportador dos aminoacidosasede cadeia longa (sistema L)
que incluem a metionina, valina, isoleucina, tfighm, tirosina, fenilalanina e
glutamina (Aradjo et al., 2001). Desta forma, asbiotese celular de alguns
neurotransmissores cerebrais como as catecolami@aagrotonina poderia estar afetada
pela diminuicdo na concentracdo cerebral de algestes aminoacidos (Huang et al.,
1996; Zielke et al., 1996). Estes mesmos autoresregram que a adicdo de CIC a
cultura de astrécitos de rato diminui o conteudoghigamato aumentando a taxa de
oxidagdo do glutamato. O mecanismo sugerido foamasteréncia do grupo amino do
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glutamato para o CIC levando a formacédo de leueirecetoglutarato. Também
demonstrou-se que além de aumentar a taxa de émidcglutamato, niveis elevados
de CIC também aumentam a oxidacdo da glutamindkéZeg al., 1997). Na presenca
de um excesso de CIC, o contetudo de glutamatcceitdar em cultura de astrécitos
diminui em 50% (Yudkoff et al., 1993; Yudkoff et,al994). Outro efeito importante
parece ser o da leucina ao ativar alostericamerdezana glutamato desidrogenase
(Yielding e Tomkins 1961). Estudos subsequentesodstraram ativacdo semelhante
em mitocondrias de ratos (Coueé e Tipton, 1989esmaptossomas (Erecinska e
Nelson, 1990). Por outro lado, o CIC inibe a simtédge glutamina em cultura de
astrocitos (Yudkoff et al., 1994).

Jouvet e colaboradores (2000) descreveram os £f#i® ACRs e CCRs
sobre a viabilidade celular de fibroblastos culliva da pele de um paciente com DXB.
Pela proposicédo dos autores, a apoptose foi atipaldapresenca de niveis de ACRs e
CCRs que sdo comparaveis aos encontrados nos teaciédém disso, Funchal e
colaboradores (2004a) demonstraram, em cultursstiécdos, que os CCRs levam a
morte celular em concentracdes comparaveis ascaldas por individuos afetados e
que estdo no estado de descompensacdo metabdlmia. &hda, estes autores
demonstraram que os CCRs alteram a fosforilacAgrdéeinas do citoesqueleto
levando a reorganizacdo da actina e da GFAP (peotétida fibrilar glial) do
citoesqueleto celular (Funchal et al., 2002; Pe&soaur et al., 2002; Funchal et al.,
2004), bem como demonstraram que as células gletisdas com estes metabolitos
apresentam morfologia distinta das células corgrolfistinguindo-se do caracter
poligonal e apresentando uma distribuigcéo fusifoffanchal et al, 2004a).

Por outro lado, estudom vitro de metabolismo energético cerebral
apontam para uma reducdo na atividade da enziméinaequinase quando as células
eram expostas a concentracoes elevadas de ACRsamae CCRs (Pilla et al., 2003).
Além disso, foi demonstrado um efeito inibitomovitro dos CCRs sobre a producéo de
CO, e a atividade do complexo I-lll (40 e 60 % de dini¢do, respectivamente)
embora ndo tenham sido demonstrados efeitos neadée de lactato, utilizacdo de
glicose ou ainda na atividade dos outros complekosadeia respiratéria (Sgaravatti,
2003). Outros resultados indicam a existéncia dexmacao lipidica e reducéo da

capacidade cerebral em modular eficientemente mssdassociados com uma producao
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aumentada de radicais livres pelos aminoacidosAcklos e hidroxiacidos de cadeia
ramificadas que se acumulam na DXB, medidas pétascas de quimioluminescéncia,
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, poétrantioxidante total e reatividade
antioxidante total (Fontella et al., 2002; Bridia¢t 2003).

Em relagdo ao glutamato, resultados apontam paeadiminuicdo da
captacdo de glutamato por vesiculas sinapticasédebm de ratos jovens. Nestes
modelos foi demonstrado que os CCRs e ACRs inibetaptacado de glutamato em
concentracdes similares a de pacientes em desceag@@nmetabdlica sendo sugerido
inclusive um mecanismo de inibicdo competitiva erdgstes metabdlitos (Reis et al.,
2000; Tavares et al., 2000).

Alteracdes comportamentais também tém sido atrdisuigos ACR e
CCR acumulados na DXB. Utilizando um modelo crémeanjecdes de leucina, Mello
e colaboradores (1999) induziram deficit comportatalede longa duracdo quando os
ratos eram submetidos a duas tarefas distintapndizado (habituacdo ao campo
aberto e esquiva ativa de duas vias). Por ultimatir®o e colaboradores (2001)
investigaram o efeito da administracéo intraestridos CCRs que se acumulam na
DXB sobre o comportamento convulsivante de ratestasl Os resultados revelaram a
inducdo de convulsdes apos a injecao do awtdetoisovalérico e que estas podem ser

mediadas através de mecanismos de controle gabt@egyglutamatérgicos.

Deve-se enfatizar, no entanto, que a fisiopatogedaa disfuncéo
neurolégica presente nos pacientes com doenca mpexalo bordo ainda ndo esta

completamente esclarecida.

1.1.5.9 - Tratamento

O tratamento dos pacientes com DXB consiste bagictarem restricao
dos ACR da dieta para minimizar os efeitos do addrdas metabdlitos acumulados,
principalmente no sistema nervoso central. O olgetio tratamento é normalizar as
concentracdes dos ACR sem prejudicar o crescined&senvolvimento dos pacientes
e para tanto, deve ser iniciado o mais cedo pdseivanda no periodo neonatal.

Administra-se um leite especial com concentrac@shizidas de leucina, valina e
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isoleucina (Snyderman et al., 1964). Outras prgfas dietéticas especificas para
pacientes com DXB também foram desenvolvidas. Apiarcom tiamina (50 a 300
mg/dia ) por 3 semanas é empregada no inicio damemto para a deteccdo de

pacientes com a doenca tiamina-responsivel (Che&igh, 2001).

Em casos mais graves tem sido utilizado o transplale figado,
substituindo o 6rgdo com gene alterado por um Ongdonal. Desta forma, os

aminoacidos de cadeia ramificada podem ser mesallols normalmente.

Na fase aguda, emprega-se um tratamento mais &gQre§®Is O
aumento na concentracado dos ACR e CCR, frequentemeatipitado por infec¢des ou
outros estresses, leva a deterioracdo das funebelsrais. Existem trés medidas a ser
tomadas para o controle das crises metabdlicasog@mados metabdlitos téxicos;
promover suporte nutricional adequado e minimizaratabolismo e/ou promover o
anabolismo. Supfe-se que promover o anabolismo gadam dos mais importantes
fatores no controle da descompensacao metabolttauafg e Shih, 2001). A dialise
peritoneal e a transfusdo sanguinea séo utilizag@sa remocdo dos metabdlitos com
melhora significante e rapida do quadro neurolgio entanto, a hemodialise € mais
eficaz na depuracdo dos ACR e dos CCR do plasmgueaa didlise peritoneal. A
didlise peritoneal € um procedimento relativamesimples, enquanto que a
hemodialise requer um equipamento sofisticado anameento especializado.
Desenvolveu-se, para os pacientes com DXB, umpiéec@m nutricdo parenteral que
inclui uma mistura de ACR em combinacao com glicbpalios, eletrélitos e vitaminas
a fim de proporcionar uma nutricdo balanceada. fsjparacéo € utilizada nos casos de
descompensacdo metabdlica moderada ou em combimagdooutras terapias na
descompensacao metabdlica severa. Uma terapinagit@r consiste em evitar o estado
catabolico com administracdo de insulina e gliqéssgers et al., 1962; Wendel, et al.,
1982). Devemos no entanto enfatizar, que um graidwea de comprometimento da
cognicdo é observado na maioria dos pacientes amncd do xarope do bordo, os
guais foram submetidos a um tratamento aparentensdgquado, sugerindo que o
tratamento para esta doenca deva ser melhorado.
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1.1.6 - Acidemia Metilmalbnica

1.1.6.1 - Etiologia, Frequéncia e Achados Laboresisr

O acumulo tecidual de acido metilmalénico € a daréstica bioquimica
fundamental de um grupo de desordens metabodlichem@ca autossdbmica recessiva,
denominadas em seu conjunto de acidemia metiln@o(iic Kusick, 1998). Foi
descrita pela primeira vez por Oberholzer e cokadbares (1967) e é causada por uma
deficiéncia severa ou auséncia de atividade damenzi-metilmalonil-Coa mutase
(E.C.5.4.99.2) (Figura 2) (Fenton et,&001). Esta enzima é uma proteina com 150
Kda encontrada na matriz mitocondrial sob formaédioa. A L-metilmalonil-Coa
mutase possui duas subunidades idénticas, cada@elascontendo um sitio ativo para
adenosil cobalamina e um sitio ativo para metilm&lGoa. Na rea¢do de isomerizacdo
de L-metilmalonil-Coa a succinil-Coa, a enzima ataasferindo o grupo carboxil-Coa
(Fenton et aJ.2001). A frequéncia da doenca é da ordem de D088nascimentos
vivos (Massachusetts, 1994). A deficiéncia da déige desta enzima, que realiza a
conversdao de L-metilmaonil-Coa (MMCo0A) a succindA; leva ao acumulo de
metilmalonil-CoA (MMCoA) nos tecidos dos pacien@®tados, o qual se converte

espontaneamente em acido metilmalénico (MMA) oulmatonato.

Além do &cido metilmalénico (MMA) encontrado enmagltoncentracdes
no sangue € na urina, outros metabodlitos se acamuacundariamente em
concentracdes bem menores, sendo os principais deleido propiénico e o acido 3-
hidroxipropionico, seguindo-se o acido tiglico,igliitCoA, o acido metilcitrico e a
propionilglicina (Fenton et al., 2001). As concegfies de MMA no sangue dos
individuos afetados variam de 1 a 2,9 mM, enquamoindividuos normais ndo é
detectada. A concentragdo de MMA no liquor é igoal superior a do plasma
(Mayatepek et al 1996; Fenton et al2001).

Entre os achados laboratoriais mais frequentes esidose metabdlica,
cetonemia, cetondria, hiperamonemia, hipoglicemiemento nos niveis de glicina no
plasma e na urina, bem como leucopenia e tromhmmiia durante as crises agudas
(Mayatepek et al., 1996; Fenton et aD01). A figura 1.4 mostra a rota de degradacéo

do &cido metilmalonico. A deficiéncia da enzima ktitmalonil-CoA mutase causa a
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acidemia metilmalénica. A figura 1.5 mostra a dsaisecundaria dessa enzima.

Valina

Isoleucina

Metionina

Treonina

Timina

Uracila

Colesterol

Acidos graxos de cadeia impar

Propionil-CoA metilmalonil-Coa metilmalonil-CoA

Carboxilase Racemase Mutase

(a)
Propionil-CoA — D-Metilmalonil-CoA — L-Metilmalonil-CoA >(— Succinil-CoA
Adenosil
Cobalamina

Acido metilmalénico Ciclo de Krebs

Figura 1.4 - Metabolismo do acido metilmalénico (Adaptado detéeret al., 2001).
Nota: (a) Bloqueio da metilmalonil-CoA mutase induacidemia metilmalonica

R369H

Figura 1.5 - Estrutura secundaria da enzima metilmalonil-Cotitase de seres
humanos (Thoma e Leadlay, 1996)
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1.16.2 -

metilmaldnica

Classificacdo e manifestagbes clinicas deidemia

A acidemia metilmal6nica pode ser classificada a@do com o defeito
bioquimico envolvido. As variantes mais comuns sdmut’, no qual a enzima
metilmalonil-CoA esta totalmente inativa e a mwue apresenta 2 a 75 % da atividade
normal. Por outro lado, cinco variantes estédo rehadas com defeitos na sintese ou no
transporte do cofator, a adenosilcobalamina, univalds da vitamina B. Estas
variantes foram denominadas de Cbl A, Cbl B, ChiC),D e Cbl F. Na variante Cbl A
ocorre a deficiéncia em uma das redutases da coio@amitocondrial e na Cbl B
ocorre a deficiéncia na cobalamina adenosiltraaséerOs outros trés grupos, Chl C,
Cbl D e Cbl F, estdo associados com defeitos rassirde adenosilcobalamina e da
metilcobalamina. As variantes Cbl D e Chl C s&ovadeias de defeitos no metabolismo
citosolico das cobalaminas. A diferenca entre aasdteside na severidade dos
distarbios apresentados, sendo o tipo C o maisreea forma variante Chl F, o
defeito esta no transporte da cobalamina formadafpea do lisossoma (Fenton et, al
2001). A Tabela 1.2, a seguir, mostra os principaisados clinicos em 45 pacientes
pertencentes a quatro formas variantes de acidaeetibimalonica.

Tabela 1.2 -Formas variantes de acidemia metilmalonica

CLASSE MUTANTE
SINAIS E SINTOMAS

cbl A cbl B Mut” mut O
Letargia 78 83 100 85
Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor 79 84 4 77
VOmitos recorrentes 58 86 80 77
Desidratacéo 64 86 100 62
Sofrimento respiratério 89 67 50 55
Hipotonia muscular 44 57 33 91
Retardo no crescimento 36 33 25 65
Hepatomegalia 11 67 0 57
Coma 50 29 40 38

Fonte: Fenton et al., 2001.

Nota: Os dados estéo representados em percentageacidntes em cada grupo
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Em geral, os pacientes apresentam desidratacaoatoneggalia,
sofrimento respiratorio, hipotonia muscular geneaala, letargia, vomitos recorrentes,

atraso no desenvolvimento fisico e mental, encpéia, coma e convulsdes.

S&o encontradas com frequéncia alteracdes morfal®gno sistema
nervoso central (SNC) desses pacientes principatnsnnivel do globo palido (Korf et
al.,, 1986; Heidenreich et al, 1988; De Souza et ¥889; Roodhooft et al1990).
Postula-se que o aparecimento destas alteracOesa ptar relacionado com a
exposicao continua do cérebro a metabdlitos toxiPes Souza et gl 1989). Assim,
Roodhooft e colaboradores (1990) sugerem que a®sadrganicos envolvidos nesta
doenca sdo 0s provaveis agentes causadores das lés$ ganglios da base, com
necrose do putamen, hipodensidade e gliose do gtahdo, espongiose difusa do

cortex central e da substancia branca do cérethos bemisférios cerebelares.

1.1.6.3 - Diagnostico de acidemia metilmalénica

A acidemia metilmalénica € diagnosticada fundaniergate pela
deteccao de altas concentracfes do acido metilmalda urina dos pacientes, através
de cromatografia gasosa e/ou espectrometria deamassacidos 3-hidroxipropiénico e
metilcitrico e a propionilglicina também estdo antados. O diagndstico pré-natal
pode ser realizado pela quantificacdo dos acidoslnmaédnico, metilcitrico e de
propionilcarnitina no liquido amnidtico, bem coma weterminacdo da atividade
enzimatica (L-metilmalonil-CoA mutase) em culturake células deste liquido
(Sweetman et g11979; Chalmers e Lawson, 1982; Fenton e2801).

A identificacdo da variante envolvida na doencaig@fatravés da medida
da atividade da enzima deficiente em fibroblastamsi deucdcitos, bem como pela

dosagem sérica de cobalamina (Fenton.g2@01).
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1.1.6.4 - Fisiopatogenia da acidemia metilmalonica

Varios estudos demonstraram a reducao na prodegébral de energia
e de lipidios, bem como altera¢gBes na fosforilad@@roteinas cerebrais causados por
metabolitos acumulados na acidemia metilmalénicaraf descritos efeitos
importantesin vivo e in vitro do MMA sobre o metabolismo neuronal, tais como a
diminuicdo da concentracdo do acido N-acetilneunami(NANA/gangliosidios) em
cérebro de ratos (Wajner et,dl988), a diminuicdo na utilizacdo de glicose ealpos
cetbnicos por prismas de cérebro de ratos, proveergk devido a inibicdo das
atividades da sucinato desidrogenase B-balroxibutirato desidrogenase (Dutra ef al
1991, Dutra et al 1993), bem como uma formac¢do aumentada de laztatoa reducéo
na producédo de Cho cérebro de ratos jovens (Wajner et292). Outros resultados
sugerem que o MMA também aumenta a producédo datdaatravés de uma ativacao
secundaria dos receptores glutamatérgicos do tiRiDA e sugerem que o efeito
anticonvulsivante obtido pela pré-administracdocdsatina nas convulsées induzidas
pelo MMA pode ser devido a um incremento nos nideisfosfocreatina disponiveis
para 0s processos metabolicos (Royes et al., 2@8)siderando a importancia da
creatina quinase para a homeostase do metabolisrebral, Schuck e colaboradores
sugerem que a inibicdo desta enzima decorrenteiderdo nos niveis de MMA pode
contribuir para a neurodegeneracdo dos paciersgésdak pela acidemia metilmalbnica
(Schuck et al., 2004).

Outros estudos com culturas de células neurai®exce de estriado de
cérebro de embrido de ratos mostraram que a edopodigstas células a 10 mM de
metilmalonato por 24 horas causou uma mortalidaeamal superior a 90%, sendo
que as células corticais foram as mais vulneravdis decréscimo na relacéo
ATP/ADP também foi observado apds o tratamentocéagas com o metabdlito, que
foi atribuido a producdo de malonato a partir déilmalonato, descrito como inibidor
classico da cadeia respiratéria e do ciclo de Kré&tdm disso, foram encontradas
alteracdes no potencial de membrana apdés 20 mincdbacdo continua das culturas
com 10mM de metilmalonato (McLaughlin et,dl998).
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Em trabalhos recentes verificou-se que o acido Im&dbnico na
concentracdo de 2,5 mM reduz a fosforilagéo daeimas do citoesqueleto de fatias de
cortex cerebral de ratos incubados por 1 hora 2C3(De Mattos-Dutra et gl1997).
Além disso, utilizando modelos experimentais (aguglocrénico) com injecdes
subcutédneas de &acido metilmalonico, também foi detmada a reducdo na
incorporacdo de fésforo radioativo nas proteinasitt@squeleto de cortex cerebral de
ratos jovens (De Mattos-Dutra et,dl998).

Por outro lado, a administracao intra-estriatahdilmalonato provoca
convulsdes mediadas pelo sistema glutamatérgiaéast dos receptores NMDA, visto
que as convulsbes sdo prevenidas pela pré-adragéistrde bloqueadores desses
receptores, e provavelmente também pela inibicdcido de Krebs e da deplecédo de
ATP, visto que succinato previne parcialmente dséelios convulsivos (de Mello et
al., 1996). As convulsdes, provocadas pelo MMA sédo tamlatenuadas quando os
animais sao pré-tratados com acido ascorbica-tacoferol, o que indica a atuacéao de

radicais livres nas mesmas (Fighera gt18199).

Por outro lado, a hiperamonemia presente na acaenetiimalénica
também pode ser explicada devido ao acumulo dm darigpidnico, da propionil-CoA
ou dos outros metabdlitos acumulados nesta doeBt@sgow e Chase (1976),
observaram um efeito inibitério do acido propionsmbre a sintese de uréia em fatias
de figado de ratos utilizando amoénia como subst@éomesma forma, Coude et,al
(1979), verificaram que o acido propiénico redusirdese da uréia a 60% do normal a
partir de ornitina e amonia em figado de ratos.d@tmo lado, Stewart e Walser (1980),
baseados no aumento dos niveis de aspartato Eneitna urina de ratos tratados com
MMA, concluiram que o MMA pode exercer efeito indsio sobre a argininosucinato
sintase. Foi também sugerido que a deficiénciautistsato acetil-CoA ou a inibicao
competitiva da N-acetilglutamato sintase por propiGoA levaria a diminuicdo da
sintese de N-acetilglutamato e, consequentementaumento dos niveis plasmaticos
de amonia (Lehnert et.dl994; Bergman et al1996; Fenton et al2001).

Deve-se finalmente enfatizar que a fisiopatogena disfuncéo

neurolégica presente nos pacientes com acidemidnmalinica ainda ndo esta
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completamente esclarecida.

1.1.6.5 -Tratamento para a acidemia metilmalénica

O tratamento dos pacientes afetados pela acidemignralonica deve
ser introduzido o mais precocemente possivel paitareou diminuir o dano

neurol0gico N0OS Mesmos.

Os individuos afetados por acidemia metilmalénieseth restringir a
alimentagéo proteica e utilizar alimentos pobresneeationina, isoleucina, treonina e
valina, aminoacidos precursores da propionil-CoAofhas, 1994). A adicdo de L-
carnitina (100 - 200 mg/kg/d) a dieta é bastanite pidis esta se liga ao propionato e a
propionil-CoA através da carnitina acetiltransferasormando propionilcarnitina,
liberando a CoA para o metabolismo celular e semdwetada na urina (Bohmer e
Bremer, 1968). Desta forma, a suplementacdo deriiticen, por um lado facilita a
excrecdo dos produtos acumulados reconhecidamenieos para as funcdes
mitocondriais e por outro, previne o déficit denitina e coenzima A (Gregersen,
1981).

Por outro lado, os pacientes com acidemia metilmeddos tipos Cbl A
e Cbl B melhoram clinicamente e laboratorialmeme @ suplementacdo de vitamina
B12.

Medidas de urgéncia também devem ser instituidaaduem vigéncia
de crise metabolica. O catabolismo deve ser evifgla diminuir a formacdo de
propionil-CoA com alimentag&o parenteral com sdicogado, correcdo dos eletrdlitos
e pH e remocdo da amobnia feita atravées da adnaig#ir de benzoato de sodio.
Finalmente, os metabdlitos toéxicos devem ser el através da dialise peritonial,
hemodialise ou transfusédo. A hidratacdo e a adtrag&o de altas doses de vitamina
B12, 5 mg/Kg/d, também devem ser feitas duranterses metabdlicas (Thomas,
1994).
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Enfatize-se que, mesmo em pacientes com acidemtdnaénica
tratados “adequadamente” desde o periodo neonaiadstvel detectar-se um variavel

comprometimento da cognicao.

1.1.6.6 -Modelos Animais de acidemia metilmaldnica

A utilizacdo de modelos animais que simulem umalpgia no homem
facilita o estudo da fisiopatologia de vérias d@engincluindo os erros inatos do
metabolismo. Estes modelos permitem abordagenssshpmis de serem realizadas com
seres humanos, além de permitir a separacao desdsvfatores causadores da doenca
(Lo, 1996). Deve-se, entretanto, salientar que menmodelo animal pode mimetizar

completamente uma doenca, mas auxilia muito na ceenpéao de sua fisiopatogenia.

Um modelo agudo para a acidemia metilmalonica foppsto por Patel
e colaboradores (1976), no qual ratos com uma semarvida recebiam trés injecdes
intraperitoniais de MA, com duas horas de intervaldre as aplicacdes. O grupo
controle, mantido sob as mesmas condi¢cdes, reagbgdes de solucdo salina (NaCl
0,9%). O modelo, embora satisfatério em mimetizaloanca para os fins propostos,
causou a morte de 10% dos animais do grupo expaiainerovavelmente devido a

administracéo de altas concentracdes de acidomaddihico.

Um modelo experimental crénico de acidemia metiimigla baseado na
restricdo de vitamina B foi descrito e utilizado por varios pesquisaddi@arness et
al., 1963; Orlando et g11973). Este modelo, no entanto, foi abandonads, qausava
anemia megaloblastica nos animais, um sintoma gusEs pacientes com as formas

classicas de acidemia metilmalénica (Orlando eflalZ3).

Dutra e colaboradores (1991) propuseram um modeimico de
acidemia metilmalénica que consistia ha adminidmage MMA através de injecbes
subcutaneas de MMA, duas vezes ao dia,°dm38 dia de vida, mimetizando os dois
principais picos pés-prandiais de MMA encontrados pacientes com esta acidemia.
As concentracfes plasmaticas e cerebrais de MM@opealas por este modelo foram

de, respectivamente, 2,0-2,5 mM e 0,84intbl/g (equivalente a 1 mM).
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Por outro lado, foram realizados estudos comportgaree utilizando
este modelo, observando-se um déficit permanengé@andizagem e/ou memoria e do
desenvolvimento neuromotor causado pela admin&iragnica do acido (Dutra et,al
1991; Mello et al 1994). A utilizacdo desse modelo no estudo do cotamento de
ratos no labirinto aquético de Morris apontou unficitéde aquisicdo de um novo
paradigma de localizagcdo espacial nos animaisd@sta que indica comportamento
perseverativo (Pettenuzzo et al., 2003). Além disstratamento crénico com acido

ascorbico preveniu as alteracbes de comportameovogadas pelo MMA.

Outro modelo baseado na injecao intraestriatal MBAMmM ratos adultos
foi utilizado para estudar o comportamento dessigsaas (de Mello et al.,1996). Neste
estudo observou-se que a administracdo de MMA ind@o aparecimento de
comportamento rotacional e de convulsdes clonieafodna dose-dependente, e que
estas alteracbes foram prevenidas pela administrdedMK-801 e atenuadas pela
administracdo de succinato. O uso desse modeloerfsatente mostrou que
antioxidantes reduzem o comportamento convulsivdateatos que receberam injecao
de MMA em seu estriado (Fighera et al., 2003).
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1.2 - O CONCEITO DE MEMORIA

Todos o0s seres vivos buscam adaptar-se ao munda gaa
sobrevivéncia, aprendendo, através da experiéasiagstratégias adequadas de acdao.
Este aprendizado é caracteristica filogenéticarganismo e desenvolve-se ao longo

da evolugéo do mesmo.

Denomina-sememoria 0 armazenamento e a evocacdo, ou de suas
consequéncias, @prendizadoa aquisicdo da informacdo através da experiéncia
(Izquierdo, 1989). Poderiamos dizer ainda, que mdni@ € o traco duradouro deixado
por uma experiéncia de comportamento no cérebrondeanimal (Quillfeldt, 1994).
N&o ha portanto memadria sem aprendizado e nao Ieldipado sem experiéncias.
Aristételes dizia, ha 2000 anos: “ndo ha nada rieleéoto que ndo tenha estado

previamente nos sentidos”.

O traco de memoriaou a colecdo de modificacdes neurais represemtand
a memoria, € comumente conhecido cangrama conforme denominacdo dada pelo
bidlogo aleméo Richard Semon, no comeco do sécMgSchacter, 1982). Um dos
maiores focos de investigacdo contemporanea temasidentificacdo e a localizacao

destes engramas no cérebro.

Embora varias analogias tenham sido feitas pamafuentar os modelos
que descrevem o0 processamento da memoéria, a andisemenoldgica
(comportamentos observaveis emitidos antes e depsigxperiéncias novas) tem sido
a ferramenta de trabalho mais promissora para arpnetacdo dos processos
mnemaonicos (Gold e McGaugh, 1975; Izquierdo etl&i82).

1.2.1 - Fases da Memoria

Ao adotarmos uma abordagem fenomenolégica do estosiprocessos
da memoria existe a expectativa de que esta ndBaa@na desvendar a natureza do
engrama. Este processo ocorreria em duas instafaiascao e evocacad formacao
de memodrias incluiria trés fases bem definidesqusicaq periodo que se da durante a

exposicdo a experiéncia; ensolidacdp periodo em que o traco mnemonico é
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relativamente instavel e, portanto, suscetivel adifitagdes/modulacbes; o

armazenamentmnde ocorre a real internalizagdo do trago.

A evocacaocorresponde, por conseguinte, a forma que nos ifgerm
avaliar a memoéria: nos animais ela € observadaéastida reincidéncia de modificacbes
de comportamentos esteereotipados; no homem paeltesaler ao reconhecimento de

pessoas, palavras, lugares, etc. (Izquierdo, 1989).

E durante aonsolidacdada memodria que aparece a selecdo do que sera
ou ndo memorizado, além da “adicdo” e da “assocfad@ experiéncias novas ou
passadas (McGaugh, 1966; McGaugh e Herz, 1972kn%ab que, nesta fase, estédo
envolvidos o hipocampo e a amigdala (Schiitz e ézdaj 1979; Mishkin et al., 1984;
Markowitsch e Pritzel, 1985; McGaugh, 1988). Aléissd, a aquisi¢cdo, a consolidacao
e 0 armazenamento utilizam diferentes mecanismatifegentes areas do sistema
nervoso central (Squire, 1987; Asanuma e KelleB1li9hompson, 1991; Izquierdo,
1992).

Devemos ter em mente que a formagdo de memoriag ngi evento
instantaneo, mas, ao contrario, um processo depende tempo. Portanto, a discussao
dos experimentos realizados sera fundamentada tarebgundo a seguinte cadeia de

eventos:

aguisicdo= consolidacdo/armazenaments evocacao

1.2.2 - Medicdo da Memoria

N&ao se pode medir o aprendizado ou a memoria diegtie. A avaliagdo
da memoria € possivel apenas ao medirmos a suagmassumindo, com isto, que a
evocacdo € funcdo da memoria, e esta, do apreondiZadevocacdo depende da
intensidade do traco de memoaria estabelecido &easilade deste, consequentemente,

é funcdo da intensidade da experiéncia duranteiaig@o (Quillfeldt, 1994).

Visto que nos animais somente podemos demonsti@guasicdo de

experiéncias através de alguma alteracdo de coampemto, observavel/quantificavel,
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0s experimentos sobre memaria e aprendizado stis finpregando-se tarefas de 2
tipos, (1) aquisicdo de comportamentos ndo natwaig2) supressdo de respostas
inatas, pois sdo de mais facil quantificacéo (leqlo, 1989, 1989a).

1.2.2.1 — Como e o qué pode ser obtido com o extulias medicdes de

comportamento

Determinadas situacbes padronizadas de aprendizddonadas de
tarefas de comportamentsdo utilizadas para a medicdo da memodria e, gjesta
guantificam-se determinados aspectos motores dpadamento do animal (respostas
de esquiva, de orientacdo, de exploracdo, mobdidetd.). As tarefas sédo realizadas em
ambiente controlado, como caixas de condicionamenttabirintos. Na primeira
exposicdo a tarefa, a qual chamamossdssdo de treinoocorre aaquisi¢cao do
comportamento. Apds um certo intervalo de tempaa@odias, etc.), é realizada a
sessao de tes{ende novamente serdo medidos 0s aspectos moim@smportamento

do animal).

Certas diferencas aparecerao entre as sessoOesirte ér de teste, na
quantificacdo do aspecto motor estudado. Poderzes, @ntéo, que “aprender” a tarefa
ou “memoriza-la” passa por adquirir uma respostaugrimi-la (aumentar ou diminuir
a ocorréncia de um determinado comportamento metorrelagdo ao ocorrido na

sessdo de treino).

Tendo em vista 0 momento da aplicacdo de um detaduitratamento
farmacoldgico, por exemplo, e relacionando-o consess0Oes da tarefa, podemos ter
algumas restricoes nas interpretacfes dos ressltgdoados. A aplicacdo destes
farmacos (local ou sistémica) pode ser realizadajealquer um dos trés tempos: pré-

treino, pos-treino ou pré-teste.

Os tratamentos pré-treino podem representar difacld de interpretacédo
em termos de memoéria (McGaugh, 1966, 1969; McGamigHerz, 1972; Gold e
McGaugh, 1975; Gold e Zornetzer, 1983; Izquierd®919. Entretanto, realizando
experimentos-controle adequadamente desenhadogsmpedavaliar a extensao de

fatores extracognitivos, como possiveis alteractestoras, de motivacdo e/ou

42



sensoriais decorrentes do tratamento, e, “desacdoHas’, podemos avaliar a
performance de memoria de forma mais confiavel (Mafh e Herz, 1972; Overton,
1974; Gold & McGaugh, 1975; Izquierdo, 1984).

O tratamento farmacoldgico poés-treino, por sua w@zamplamente
utilizado na neurofarmacologia da memoérie permite avaliar o efeito destas
substancias especificamente sobre a faseodaolidacéo atuando tanto nos sistemas
moduladores como nos sistemas efetores de merpoéiganeste tempo, a aquisicéo ja
se deu (McGaugh, 1966; Gold e McGaugh, 1978; Izdaie Medina, 1991).

O tratamento pré-teste permite estudar os sisteema®lvidos na
evocacdo de memorias previamente consolidadasagCarr 1983). Neste tratamento
também devemos levar em consideracdo os efeito®resptde motivacdo e/ou
sensoriais que poderiam mascarar a evocagao (MtGatidgrz, 1972; Overton, 1974,
Izquierdo, 1984; Quillfeldt, 1994).

1.2.3 - Tarefas de Comportamento

[.2.3.1 - A aprendizagem da Esquiva

Testes de esquiva tém sido amplamente empregadpssquisas sobre
as bases neurofisiolégicas da memadria em animdabdeatorio. A resposta de esquiva
pode envolver pressionar uma barra, correr em o correr de um compartimento a
outro de uma caixa, pulara par uma plataformasp@num obstaculo que separa dois
compartimentos de uma caixa, descer correndo ustea @inibir uma resposta de entrar

num compartimento ou descer de uma plataforma.

Dentre a ampla gama de aparelhos possiveis pastudoeda esquiva,
guatro tém sido mais amplamente utilizados (Satddhson, 1985; Netto et al., 1989;
Fernandez-Teruel et al., 1991; Ichihara et al.,.219%®shimi e Iwata, 1995; Zhang et
al., 1994; Xavier, 1999):
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. Esquiva passiva (ou inibitéristep-down— esse tipo de teste é

realizado em uma caixa composta por uma platafestraita localizada
meia polegada acima e paralela a um piso de ni2gahnte a fase de
treinamento, o animal é colocado na plataforma semfado por um
tempo determinado. Cada vez que o animal descdatifqoma para o
assoalho, recebe um choque nas patas. Em segicdase a fase de
teste, na qual utiliza-se o mesmo procedimentoriieguara a fase de
treino. O tempo que o animal leva para descer @afpkma ao assoalho
€ registrado e o aprendizado € aferido em func&sadmténcia. Uma
média do numero de tentativas necessarias par@gjaeimais inibam
completamente o seu comportamento de descer deqoiat pode ser
calculada e é tomada como indice de aquisicaorefata

. Esquiva passivatep-thraugh — esse teste é realizado em uma

caixa composta por um pequeno compartimento inteeste iluminado,

o qual se liga p6 uma porta a um compartimentoresmam assoalho de
barras metalicas. A sessdo de treino consiste éoacaroo animal no

compartimento iluminado; quando ele adentra o @titpento escuro

recebe chogque nas patas até que escape de vdt® gampartimento
iluminado. O teste de retencdo é realizado a iatesvde tempos
variaveis, geralmente 24 horas apo0s o treino. Nease, o animal é
colocado novamente na camara clara e a laténcéagudrar na camara
escura é registrada. Estabelece-se um tempo maxsoa/mente 150,
300 ou 600s; caso o0 animal ndo entre no compartimesturo durante
esse tempo, ele € levado de volta para sua gaatébai-se esse valor de
laténcia indicativo de que houve aquisi¢cao da aaref

. Esquiva ativa em uma caixa de Skinnewér press box— para

esse teste utiliza-se uma caixa contendo uma barrama das quatro
paredes e um emissor do estimulo condicionadooflugom). Para cada
tentativa de treinamento, uma luz ou som apresendadante tempo
determinado (periodo de alerta) é seguido por uogud que deixa de
ser liberado quando o animal pressiona a barrdad&ade teste, coloca-
se o0 animal no aparelho e anota-se o tempo de dedaoanimal para
pressionar a barra apés a emissao do estimuloeda.aD numero de
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pressfes exercidas na barra ndo esta relacionadpasta de esquiva e
pode ser anotado como resposta espontanea.

. Esquiva ativa em umshuttle box- no procedimento de esquiva

ativa o animal é treinado a mudar de compartimdatdro de uma caixa
para evitar a punicdo, a qual geralmente caraatsgz por um choque
nas patas. A caixa é dividida em dois compartioeenbm as grades do
assoalho eletrificadas, separadas por uma portboena de guilhotina
ou por uma barreira transponivel. No procedimemt@shuiva ativa de
uma via, o animal € colocado no compartimento ‘weigio” e, apds um
intervalo pré-fixado, o choque é liberado até qamional se mova para o
compartimento seguro. O choque nao é dado quaadoral emite uma
resposta de esquiva, isto €, quando o animal correompartimento de
punicdo para o compartimento seguro dentro de tenvado de tempo.
Geralmente 24 horas ap0s o treinamento, os ansAaisubmetidos ao
teste de retengdo, o qual consiste na colocagcdoammal no
compartimento de puni¢cdo e observacdo por um periederminado
(usualmente, 180 s). A laténcia de entrada no cdimpnto escuro é
aferida como indice de retencdo da tarefa. No giownto de esquiva
ativa de duas vias, o choque é liberado apds asseqperdo de um
estimulo condicionado, usualmente uma luz ou sarandp o animal
deixa de escapar de um compartimento a outro dueaapresentacao do
estimulo condicionado. A resposta de cruzar de ompartimento a

outro durante a liberacdo do choque interrompeng;fa.

Comparacdes entre animais de linhagens, espédades ou sexos

diferentes tém lancado méao dessas variantes aodestsquiva. Dentre os fatores que

influenciam o desempenho dos animais em tarefagequelvem o comportamento de

esquiva pode-se destacar intensidade do choquenepm de sua aplicagéo, o intervalo

de tempo entre o treino e o teste (usualmente 248otioras), a pré-exposicdo ao

aparelho antes do treino, o retardamento de purécdddade e o sexo dos animais
(Xavier, 1999).

As vantagens no uso do procedimento de esquivagydarmente os de

esquiva passiva, estdo associadas a possibilidade @specificar com rigor o tempo
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decorrido entre a aprendizagem e a aplicacédo d@ssds tratamentos normalmente
utilizados para interferir no processo de memailam de sua execucdo demandar
pouco tempo, 0 que permite a realizacdo de graoeatigade de experimentos sem
excessivo gasto de tempo. Ha possibilidade deag#io desta técnica comportamental
em pesquisas sobre a acao de fatores ambientais diogas, entre outros fatores, na

aprendizagem.

Embora seja inequivoca a utilidade do teste deiwsaqumo método
comportamental em estudos de memoria, particuldaemnem decorréncia de sua
praticidade, deve-se ser cauteloso em relacdo@daitaténcia no teste como medida
direta da memoria. De fato, esse tipo de preocupeaed aumentando em laboratérios
que fazem uso intensivo desse tipo de teste coarperttal; como conseqiéncia, outros
testes de natureza ndo aversiva e que envolverasotiios de resposta vém sendo
empregados em associacdo com o teste de esquigmh@®a e McGaugh, 1992,
Williams e McGaugh, 1994). Alternativamente, testesmportamentais cujos
parametros expressam de forma mais assertiva a maed® animais poderiam ser

empregados.

1.2.3.2 - O teste do Campo Aberto

1.2.3.2.1- Atividade Exploratéria em Animais

Embora seja ainda de dificil definicdo, o termavidade exploratoria” é
amplamente utilizado em pesquisas relacionadas oagpatamento animal. Num
sentido geral, refere-se a todas as atividadesioakdas a obtencdo de informacao
acerca do ambiente, as quais abrangem ndo sO pestaEs reflexas atencionais
imediatas, como também as respostas voluntaricadipEssas atividades ja foram
anteriormente descritas como exploracao passivaa& gespectivamente, e equivalem
aos comportamentos inespectivos e inquisitivosrdesgor Berlyne (1960, apud Birke
e Archer, 1983).

No rato de laboratério, os comportamentos que lexaimma ampliacao
das informacdes obtidas pelo animal incluem coerr circulos, cheirarsqiffing),

levantar-se nas patas posterion&mi(ing), movimentar as vibrissas, direcionar-se para
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um estimulo particular, entre outros. Outras egsépodem manipular ou até mesmo
levar objetos a boca (Thinus-Blanc et al., 198&tutos psicologicos de atividade
exploratoria em animais tém se baseado na exposigdanimal a uma alteracao
ambiental discreta e localizada ou no confinameatoum ambiente nunca

experimentado anteriormente.

No ultimo caso, o novo ambiente pode ser um laoirfimm campo
aberto ou outro tipo de aparelhagem. A adocédo dgssele teste apresenta uma clara
conveniéncia pela facilidade de registro comportgalequando comparado ao estudo
no ambiente natural. O pressuposto basico envokmdaestudos de confinamento em
um novo ambiente é que, no intuito de explorar dbiante, o animal precisa
locomover-se nele. Dessa forma, a quantidade demmeato passa a ser um indicador
de atividade exploratéria. Tipicamente, a taxa d#wacdo, que envolve andar e
correr, € mensurada através da contagem do numeeseatdes do ambiente que séo
transpassadas pelo animal (por exemplo, setoressimalho de um campo aberto ou
bracos de um labirinto). Esse tem sido um dos petréds mais utilizados

possivelmente devido a sua facil mensuracao.

A resposta exploratéria de levantar-se nas patewitas rearing) é
também muito comum em roedores e tem sido utilizzmtlao medida do nivel de
excitabilidade desde que proposto por Lat (196@ddirke e Archer, 1983), uma vez
gue esse comportamento frequentemente se cormeacmm outras atividades como
auto limpeza corporalg(ooming, defesa e reacfes sexuais. A afericdo dessalépo
resposta € bastante simples, sendo necessariocsap@isa de um cronémetro para que

se registre o numero de vezes que o comportameatcece o0 seu tempo de duracéo.

Quando o animal executa esta atividade exploratbrszu objetivo é
aumentar o seu campo de visao para perceber o r@mlogjee o cerca de forma mais
eficiente, visando a sua maior seguranca e melliipreensdo do espagco em que se
encontra. Por isso, esta medida € tomada como dieile memoria na tarefa de
habituacdo ao campo aberto. Entre as sessOe® (&eé@ste) o animal tende a reduzir o
namero de eventos de exploracao vertioghringy, o que demonstra que o animal ja
percebe com mais clareza o seu ambiente e engmtnaelhor orientado devido a

exposicdo repetida ao aparato de teste que Iheegesypado.
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1.2.3.2.2 - Procedimentos Basicos do Campo Aberto

Em esséncia, o teste consiste na mensuracdo dopoxamentos
elicidados pela colocacao do sujeito experimemmaum espaco novo e aberto do qual a
fuga € prevenida por uma parede circundante. O ndadeamento desses
comportamentos € dependente da interacdo do aoimmalima variedade de fatores do
teste, tais como: (a) estimulagdo como resultadeni@cdo do animal de um ambiente
familiar; (b) estimulacdo envolvida na transferé@ndo animal para o campo aberto; (c)
exposicdo ao ambiente de teste, que é constit@idocampo aberto e seus arredores e
(d) toda a experiéncia prévia com a situacdo de;tem seja, também é possivel
mensurar habituacdo e aprendizado no campo ab&rteeguir podemos ver o0s
principais parametros comportamentais passiveisneéesuracdo no teste do campo
aberto (Adaptado de Walsh e Cummins, 1976):

1) Movimentacao corporea total
i) Tipo de Movimento
(a) distancia percorrida num determinado periodo d@btem
(b) tempo dispendido na ambulag&o
(c) frequéncia de comportamento de levantarsaring)
(d) tentativas de fuga
(e) laténcia — tempo para sair do ponto de partida
() tempo dispendido sem movimer{fceezing)
i) Localizacbes
(a) area visitada do campo (regido periférica ou cntra
(b) interacdo com estimulos
2) Movimentacgdo corporea parcial
(a) manipulacao de objetos
(b) cheirar
(c) cocar
(d) escavar
(e) ranger os dentes
() limpeza (grooming)
(g) vocalizacao

(h) exploragéo visual
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Resumidamente, no teste de campo aberto colocasentl numa
arena durante um tempo pré-determinado. Desenhlsmdsetores de tamanho
aproximado correspondente ao comprimento do animahssoalho do aparelho, é
possivel quantificar a atividade do animal a patéircontagem do nimero de setores
adentrados pelo animal num intervalo de tempo. @str®@ pode ser manual (o
experimentador tem em maos uma folha quadriculadamerada que reproduz
exatamente o trajeto que o animal percorre) oua feit partir de programas
computacionais associados a uma filmadora que captejetéria do animal. A
defecacdo pode facilmente ser quantificada peloendirde bolotas fecais despejadas
pelo animal durante uma sessédo experimental, castaol final da sessédo. Os tempos
ou o0 numero de eventos de imobilidadeedzing, autolimpeza grooming e
comportamento de levantar-se nas patas poste(reaing) podem ser obtidos a partir

de registro em um cronémetro manual simples owcpotagem direta.

1.2.4 - Memoéria e Hipocampo

A memodria ndo é um processo unitario, além distopreende um certo
namero de processos ou estagios: aquisicdo, cdasab e evocacdo. Aprender com a
experiéncia, que €, relembrar eventos que acoamacero passado em momentos
decisivos, representa provavelmente uma das agastédaptativas de maior sucesso.
Desta forma, lembrar eventos passados é um faterntieante de estratégias de
sobrevivéncia em todas as espécies, sendo de ampirtcapital na determinacédo de

nossa singularidade como individuos.

Vérios trabalhos que estudam lesdes em animaisegiMo®loser, 1998;
Zola e Squire, 2001) e pacientes (Rempel-Clowexd.etl996; Teng e Squire, 1999) e
estudos com modelos transgénicos (Bourtchuladz@4;1Blinichiello et al., 1999)
sugerem que a formacdo hipocampal mantém um papeiakc em varios tipos de
memoéria. Ja esta bem estabelecido que o hipocaegebe informagdo do cortex
entorrinal e esta conectado através deste a araigdaloutras areas corticais. Algumas
destas areas também estdo envolvidas no procedsadermemorias (Izquierdo e
Medina, 1997; Setlow et al., 2000; Wilensky et 2000; Goosens e Maren, 2001).
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Em ratos, a consolidacdo da memoria de longa duragduma tarefa
de esquiva inibitoria € bloqueada pelos antaganidéareceptores glutamatérgicos dos
tipos NMDA e AMPA que séo infundidos na regido Céd hipocampo dorsal logo
apos o treino e esta associada com um aumentoorapichiUmero total de sitios de
ligacdo [(3)H]JAMPA (Cammarota et al., 2004). O aumae[(3)H]JAMPA induzido pelo
aprendizado € acompanhado pela translocacdo danidatlas GIuR1 de receptores
AMPA para o terminal pos-sinaptico junto com susfddlacdo no sitio Ser831. Em
adicao, o aprendizado da tarefa motivada pelo etz a ativacdo da translocacao de
receptores CaMKII dependentes para a densidadesipéstica. A inibicdo desta
proteina quinase tanto quanto o bloqueio de receptdMDA extingue a translocacao
induzida pelo aprendizado dos receptores GluR1 hmmo sua fosforilacdo
(Cammarota et al., 2004).

De forma similar, a evocagdo da memaria requeivagito de receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA/kainato (Szapiro et 2000; Riedel et al., 1999). Além
disso, o bloqueio de receptores glutamatérgicosoétbpicos impede a evocacao de
memodrias aversivas contextuais (Schulz et al., 280apiro et al., 2000). Em contraste,
a administracdo pré-teste de antagonistas de o@esptNMDA, nas doses que
blogueiam a formacdo de memodria (utilizando-se dtasfas comportamentais
distintas) quando administradas ao tempo do treilzquierdo et al, 1997; Steele e

Moris, 1999) ndo alteram a evocacdo da memoria.

Vérias proteinas quinases ja estado relacionada® quarticipantes na
evocacado de memoaria. Entre elas podemos citartaipaoquinase C, a MAP quinase e
a proteina quinase A. Por outro lado, a deteccauodalade espacial é associada com
uma ativacdo sequencial da proteina quinase A,gdasses reguladas por sinais
extracelulares, da Ghcalmodulina quinase e também & fosforilacdo daepra
responsiva ao AMPc (CREB) no hipocampo (Viannd.e2800).

Estes dltimos achados sugerem que a formacdo dednasnespaciais
depende de uma integridade dos receptores glutayitaie dos tipos NMDA e AMPA
e da atividade da CaMKII na regido CAl do hipocarapque a deteccdo da novidade
espacial € acompanhada pela ativacdo de ao meé@ssdiierentes cascatas de

sinalizacdo que utilizam proteinas quinase hipoeésngtistintas. Conclui-se que alguns
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dos mecanismos no hipocampo responséaveis pela@etele tarefas de aprendizado
dependentes do hipocampo sé&o similares aquelaangoézem a formacdo de memoria.
Entretanto, outros mecanismos cruciais para aicadé&o ou consolidacdo de memoarias
de longa duracdo, como receptores NMDA e a CaMkah sdo necessarios para a

evocacao (Szapiro et al., 2002).

Andlises atuais da atividade neuronal em Rodentimstraram que nao é
somente a informagdo espacial que € representadaippgcampo, mas também
informacdes adicionais, como por exemplo a velaBddo movimento, a direcdo do
movimento, detecc¢des tipo “match / non-match topdest, identificacao olfatorial, e
outras. Além disto, foi encontrado que certas leséeletivas do hipocampo nestes
modelos animais bloqueiam a navegac¢édo espacidben@acdo de memdria de forma
moderada. Somente lesdes simultaneas de algurness Grgicais em conjunto com a
formacao hipocampal puderam reproduzir os blogueismtomas que foram descritos
em casos que se imaginava serem decorrentes dss lesfiitamente hipocampais. E
proposto que o processamento da informacéo e afdionda memoria se deve a vérias
areas cerebrais que atuam como um sistema funicegage o hipocampo € parte deste
sistema e desempenha um papel de suporte na assod@um complexo multimodal
da informagé&o delineando novos tragos de memooiauimo, o conceito de funcbes
especificas alocadas (como o desenvolvimento denapa cognitivo) exclusivamente

no hipocampo néo encontraria suporte (Holscher3200

1.2.5 - Sistemas Moduladores da Memoaria

A neuromodulacdo, a interacdo entre dois mensag&tdmicos Nno
sistema nervoso, pode estar envolvida nos mecasispebo qual a associacao
bioquimica pode ocorrer. Uma hipotese simples,aimqge convincente, € de que 0s
critérios para a expressao do aprendizado assacitia memadria sdo alcangados por
eventos bioquimicos que sdo associativos por rmHureOs sistemas de
neurotransmissores e neuromoduladores, centraispeariféricos, envolvidos na
expressao dos efeitos do condicionamento de coamerttos, ou de tratamentos
farmacoldgicos administrados pré e pés-treino desato teste (isto €, nos efeitos sobre
a formacdo ou evocacdo da memodria), seriam dendosnasegundo esta Otica, de

sistemas moduladores de memoaria (Quillfeldt, 1994)nanipulacdo destes sistemas
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apresenta extrema relevancia clinica e terapéufmas seus resultados sao
concernentes as etapas do processo da memdérigesersacdo de farmacos e outros
fatores externos (lzquierdo, 1989b).

Os sistemas mediados por catecolaminas (como anadidh® e a
noradrenalina) eram, até pouco tempo, um dos nsaislados em memdria, tanto em
seu papel na resposta de adaptacdo ao estresse goaautras situacdes (lzquierdo e
Dias, 1983; Gold, 1984; McGaugh et al., 1984; Mckvet al., 1995; McEwen e
Sapolsky, 1995; Meaney et al., 1995; de Quervaah. £1998).

Os neuropeptideos, comoBeendorfina (Izquierdo, 1979, 1980, 1982a,
1982b e 1984) e outros, tém importante envolvimem® processos de memoria (de
Wied e Van Ree, 1982; Introini-Collison e BaraftB86; Altman e Normile, 1988;
McGaugh et al., 1993; Kovacs e de Wied, 1994; Masimet al., 1996; Quirarte et al.,
1998) sendo bastante estudados, onde os peptiggndes parecem ter uma funcéo

regulatoria do sistema adrenérgico (McGaugh e Ca8i97).

O sistema colinérgico € um dos mais estudados emosedo seu
envolvimento na consolidacdo de memoérias (Ovetsti®84; Hasselmo et al., 1992;
Jerusalinsky et al., 1994; Blokland, 1995; Baxtealg 1999).

Além destes sistemas, outros tém papel importac@wno as
benzodiazepinas (Thiebot, 1985; Izquierdo e Medif8,1; Kévacs e de Vied, 1994), a
adenosina (Ambrosio et al., 1997), a esperminad¢kieet al., 1997) e os canabindides
(Shen e Thayer, 1998). Todos estes sistemas podgmdea forma individual ou

interativa.

A tentativa de explicar a formacdo efetiva dosdsagde memadria sé
encontrou algum sucesso com o0 estudo dos mecanisim@gticos de plasticidade
neural, de onde se destacam os trabalhos comtemass associados aos aminoacidos;
tanto os de carater excitatorio, como o Glutambtorii et al., 1986; Izquierdo, 1991,
Advokat e Pellegrin, 1992; Davis et al., 1994; iegdo et al., 1992; Quillfeldt et al.,
1994; Aigner, 1995; Fedele e Raiteri, 1999), quasdade carater inibitério, como o
GABA - acido gama-aminobutirico (McGaugh et al.84;9Brioni e McGaugh, 1988;
Castellano e Pavone, 1988; McGaugh, 1988, 1989dbjerdo et al., 1990, 1991;
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Izquierdo e Medina, 1991; Jerusalinski et al., 1%ments e Bourne, 1996; Salinas
e McGaugh, 1996; Sirvio et al., 1996; Zarrindasilgt1998).

1.3 - O SISTEMA GLUTAMATERGICO

A maior parte da transmissao sinaptica excitatdoiaérebro € mediada
pelos aminoacidos glutamato, aspartato e outrdeguos estruturais (Dingledine e Mc
Bain, 1999). Sabe-se, ainda, que as vias glutagieddrestao envolvidas em processos
tao diversos, quanto importantes: epilepsia, lesiggemicas, sinaptogénese, ontogenia
normal, aprendizado e envelhecimento (ibidem). Atipala década de 80, com o
advento das técnicas de biologia molecular, queamifiemm a clonagem e o
sequenciamento dos receptores destes aminoacid@studo da neuroquimica e
neurofarmacologia desses receptores passa a recaloeratencdo dos neurocientistas.

O glutamato e o0 aspartato podem ser consideradosio co
neurotransmissores candnicos e nao apenas putédigoper et al., 1986; Dingledine e
McBain, 1999), pois, além de serem 0s neurotrarssres mais provaveis de receptores
excitatérios de aminoacidos, apresentam uma extisgéuicdo em todos os tipos de
neurbnios. Ambos estdo presentes em alta concéaotrag SNC e sdo liberados
mediante estimulacdo elétrica, apresentam potdat® excitatorio e tém sistemas de
recaptacdo de alta afinidade. Ndo bastassem eastastaristicas, ainda apresentam
sitios de ligacao seletivos facilmente demonstgaper técnicas auto-radiograficas e

farmacoldgicas (Cooper et al., 1986).

Entretanto, a demonstragcdo de que o glutamato spartato eram
realmente neurotransmissores no SNC é bastanteteep®is € um composto também
envolvido no metabolismo intermediario da maioras decidos, inclusive do tecido
neural, estando sua sintese e metabolismo compatinos de uma forma bastante
complexa. Estes aminoacidos ndo-essenciais, gedets a partir da glicose e outros
precursores, além de apresentarem enzimas deesitdsgradacdo especificas, bem
como transportadores préoprios. O glutamato acuseilem vesiculas através de um
processo dependente de ¥1@ ATP em altas concentracées (Dingledine e McBain,
1999).
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O aminoécido glutamato € o principal neurotransonigxcitatorio do
sistema nervoso central. O glutamato estad envoleidomuitas fungbes importantes
como plasticidade neural, desenvolvimento neurahesirodegeneracdo (Choi e
Rothman, 1990; Nakanishi et al., 1998). Ele tamlet& envolvido da memoria e
aprendizado (Ozawa et al., 1998), cognicdao, movimen sensibilidade (Gasic e
Hollmann, 1992). No entanto, a excessiva ativacé® ikceptores glutamatérgicos
durante situacdes de estresse, como trauma crangfaico e ataques epilépticos,
podem levar a morte neuronal. Neste contexto, muistudos relacionam a
neurotoxicidade do glutamato a génese de variamcdse neurodegenerativas
(Rothman e Olney, 1987; Choi, 1988; Choi e Rothni®90; Meldrum e Garthwaite,

1990; Lipton e Rosenberg, 1994).

1.3.1 - Biossintese do glutamato

O glutamato é um aminoacido nédo essencial e o maisdante
aminoacido livre no SNC. No terminal nervoso pode sintetizado a partir de
intermediarios do metabolismo da glicose, da cachibonada de outros aminoacidos e
de intermediarios do ciclo de Krebs, por transagéina Além dessas fontes, o
glutamato pode ser formado diretamente a partirgildamina. A glutamina é
transportada para os terminais nervosos e entacextma nos neurdnios a glutamato
pela enzima glutaminase (Dingledine et al., 199¢mond et al., 1999). Uma vez
sintetizado, o glutamato € armazenado em altaseotmagdes (100 mM) em vesiculas

gue se encontram no terminal pré-sinaptico (Figuéa

1.3.2 - Receptores glutamatérgicos

Os receptores glutamatérgicos mediam a maioriaed@otransmissao
excitatoria no cérebro, desempenhando, portanto, pepel fundamental na
neurotransmissao cerebral. Existem dois tiposndistide receptores glutamatérgicos:
ionotropicos e metabotrépicos (Nakanishi et al9890s receptores ionotropicos sao
assim denominados por serem acoplados diretameatgass idOnicos na membrana. Os

metabotrdpicos pertencem a uma familia de receptaceplados a proteina G, cuja
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modulagéo é feita por segundo-mensageiros intdaceficomo o inositol trifosfato, o

calcio e os nucleotideos ciclicos (Lipton e RosemhE994) (Tabela 1.3).

Cilutamato

Glutamina
siniase

Modulagio da liberagio
por autoreceplor

Neurdnio pré-sinaptico

Transporiador
vesicular

Transportador de
mémbrana f
plasmatica

Figura 1.6 - Sinapse glutamatérgica: rotas de sintese, amaazento em vesiculas,
liberacdo do terminal pré-sinaptico, interacdo daratransmissor com o terminal pré-
sinaptico e remocdo do glutamato da fenda singmcdransportadores de membrana

ou células gliais.

1.3.2.1- Receptores glutamatérgicos ionotropicGsuiR)

Os iGIuR podem ser divididos em trés subtipos deptres: N-metil-
D-aspartato (NMDA),a-amino-3-hidoxi-5-metil-4-isoxazol-acido propidni¢dMPA)
e acido cainico (KA) de acordo com a sensibilidadestes agonistas. No entanto,
nenhum agonista ou antagonista distingue clararenteceptores AMPA dos kainato
e, por este motivo, eles sao frequentemente deolmsncomo receptores nao-NMDA
(Ozawa et al., 1998).
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Os receptores NMDA séo constituidos por trés sulaggs, uma
representada por um simples gene (NMDAR1) e asasupor mdultiplos genes
(NMDAR2A-NMDAR2D, NMDARS3A) (Tabela 1.3). A subunidie composta por
NMDAR1 é responsavel pelas caracteristicas farmgams dos receptores NMDA.
Estes receptores apresentam seis sitios distietbgatao para ligantes enddégenos que
influenciam distintamente na abertura do canalc@riFigura 1.7). Este canal consiste
de dois diferentes sitios de reconhecimento aosistgs, um para o glutamato e outro
para a glicina, e também um sitio regulatério déeaponas, sendo todos responsaveis
pela ativacdo do receptor. Além destes, apreséima separados de reconhecimento
para Mg*, Zn** e H" que inibem o fluxo idnico provocado pela ligac&oagonistas dos

receptores (Dingledine e McBain, 1999).

Os receptores do tipo NMDA, quando ativados, pemib influxo de
calcio e de soédio. A superestimulacdo deste tipgedeptor € um dos mecanismos

responsaveis pela sobrecarga de calcio nos nesrfinpion e Rosenberg, 1994).

A ativacdo de receptores AMPA por glutamato € mesaeel pela
maioria da neurotransmissdo excitatéria no SNCa Edasse de receptores era
denominada de “receptor quisqualato”, mas estandgr@agao caiu em desuso, pois 0
quisqualato pode ativar muitas classes de receptalém dos AMPA. A ligacédo de
glutamato ou AMPA ao receptor esta associada comflaxo de Nd do espaco
extracelular para o compartimento intracelular. r@sptores AMPA sdo permeaveis
primariamente ao Naembora se tém demonstrado que alguns destesoesepio
altamente permeaveis ao“{aA permeabilidade dos receptores AMPA ad’Gaas
diferencas nas propriedades funcionais destes toFesp sdo determinadas pela
composicdo da subunidade (Greenamyre e Porter,; 102dwa et al., 1998). Os
receptores Kainato sdo ativados pelo Kainato quenéanalogo do glutamato ciclico
que se liga com grande afinidade a este recep®maniagonistas do receptor AMPA
geralmente em altas concentracdes também antagorogareceptores Kainato. As
propriedades farmacoldégicas e fisioldgicas depte die receptor variam de acordo com
a composicao das subunidades (GIuR5, GIuR6, GIKRZ, e/ou KA2) do receptor

individual (Greenamyre e Porter, 1994).
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Tabela 1.3- Subtipos de receptores, genes, agonistas e amgtagoglutamatérgicos.

Receptores glutamatérgicos

lonotrépicos

Receptores AMPA Cainato NMDA Metabotrépicos
GIuR1(A) |GIuR5 NMDAR 1 MgluR1 (PI)
GIluR2 (B) |GIuR6 AB,CEF, G MgluR5 (PI)
Produtos GIluR3(C) |GIuR7 NMDAR2A MGIUR2 (cCAMP)
Genéticos GluR4 (D) |GIuR KAl NMDAR2B MGIuR3 (cCAMP)
GluR KA2 NMDA2C MGIuR4 (cAMP)
NMDA2D MGIuR6 (CAMP)
MGIUR7 (CAMP)
AMPA Kainato NMDA 1S, 3R-ACPD
Agonistas ATPA Domoato Acido Quinolinico| DCCGIV
L-AP3, L-AP4
NBQX NS 102 D-CPPene AP3
YM 900 GYKI 52466 |CGS 19755 MCPG
LY 293558 |GYKI 53566 |D-AP7
GYKI 52466 HA 966
Antagonistas | GYKI 53566 MK-801
ADCI
Ifenprodil
Eliprodil

Fonte: Meldrum, 1994.
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1.3.2.2 - Receptores glutamatérgicos metabotrépicos

Até o momento, oito subtipos de receptores metdpioims foram
clonados mGIuR1-mGIuR2 (Ozawa et al., 1998). Estdsipos foram classificados em
trés grupos de acordo com a homologia da sequée@ainoacidos: grupo | (mGIuR1
e mGIuR5), grupo Il (MGIuR2 e mGIuR3) e grupo MGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 e
MGIuUR8) (Ozawa et al., 1998) (Tabela 1.3).

Os receptores metabotropicos estdo acoplados eimadt e a enzimas
citoplasmaticas. Dependendo do subtipo de receptlr tipo celular, estes receptores
podem mediar o metabolismo do inositol fosfataparb¢do de acido araquid6nico ou
influenciar os niveis de adenosina monofosfataczi¢Tanabe et al., 1992).

et ey

C-F'F’anai
.EIEJ i [ O-aPs

[E 7 reer | a2 F

:E,T-"-I:I'EI"C:I'—}I G E=permina

)
-------

i . Do, 5~ AMPIGMP

h‘-’l cAMBCEMP

Figura 1.7 - Classes de receptores glutamatérgicos.
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1.3.3 - Transportadores de glutamato

O glutamato € removido do espaco extracelular gteraas de captacao
soédio-dependentes com alta afinidade e transporpgtta dentro dos astrocitos e
neurdnios através de transportadores. O sisterosapiacdo do glutamato usa a energia
derivada do gradiente de sodio para transportalutargato do espacgo extracelular,
presente em concentracdes micromolares, para domtgas células onde atinge

concentracdes milimolares (Lipton e Rosenberg, 1994

Trés membros desta familia de transportadores focimados: o
transportador glutamato-aspartato (GLAST), o trartsplor-1 glutamato (GLT-1) e o
carreador-1 de aminodacidos excitatorios (EAAC1).9NC, os transportadores GLT1 e
GLAST sao expressos preferencialmente em célulagis.glEm contraste, o
transportador EAAC1 é expresso predominantementaeamrdnios, principalmente no
hipocampo, e estad ausente nas células gliais. Estesportadores sodio-dependentes
ndo sado dependentes de ions Ol transporte de glutamato € intensificado por uma

elevada concentracéo intracelular de(Ringledine e McBain, 1999).

O papel principal dos transportadores de glutam@tdiminuir as
concentracbes de glutamato e aspartato no espaffacedmlar, evitando uma

estimulacao excessiva dos receptores glutamatér@fRmthstein et al., 1996).

Foi demonstrado em testes de estimulacdo elétrhgavitro que o
glutamato é liberado das vesiculas sinapticas deingaCa>dependente. O glutamato
é armazenado em vesiculas sinapticas através detramsporte M§ e ATP-
dependente. Este mecanismo de captacdo é inibideybstancias que destroem o
gradiente eletroquimico (Dingledine e McBain, 1998p6s a despolarizacdo do
terminal pré-sindptico e a entrada de calcio, ecarliberacdo do glutamato das
vesiculas para o meio extracelular (fenda singptip@mdendo assim agir como

neurotransmissor ao estimular os seus receptqresiéesos.
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1.3.4 - Excitotoxicidade relacionada ao glutamato

O glutamato e outros aminoacidos foram reconhecicg@sno
neurotoxinas em 1970, pois causavam neurodegeneaggtiia quando administrados
oralmente a animais. Embora os mecanismos da regegndracdo sejam complexos,
foi verificado que a ativagdo dos receptores i@pmtos é um passo importante neste

processo degenerativo.

Demonstrou-se também que uma grande parcela dadadé associada
com a ativacao de receptores glutamatérgicos &adeude uma excessiva elevagdo nos
niveis intracelulares neuronais de *€gRothman, 1992). O aumento do *€a
citoplasmatico pode ativar diversas enzimas calejpendentes, tais como a proteina
quinase C, a fosfolipase A2, a fosfolipase C, aegina quinase Il dependente de
Ca/calmodulina, a 6xido nitrico sintase e variasrasifproteases e endonucleases.
Uma inibicdo metabdlica que prejudique a produgdd\@P predispde os neurdnios a

neurotoxicidade mediada pelo glutamato (Greeneser@amyre, 1996).

Periodos de anoOxia ou hipOxia importante que podeatrer durante
acidente vascular cerebral ou parada cardiaca enégmente resultam em
neurotoxicidade. A falta de oxigénio resulta emleigfio dos estoques de energia dentro
dos neur6nios e das células gliais, com concoteitacidose e liberagdo de radicais
livres. O déficit energético afeta o metabolismdulee, as bombas ibnicas energia-
dependentes e a manutencdo do potencial de acAse@@ntemente, a despolarizacao
das células resulta em potenciais de acao e liderdg glutamato dos terminais pré-
sinapticos terminais que ativam o0s receptores p@piscos AMPA e NMDA. A
entrada de CA nas células através dos receptores glutamadérgicmenta a
concentracdo de &aintracelular e ativa uma cascata de segundos meinssgA
inabilidade das células de manter o potencial dmbnana leva finalmente a lesdo ou
morte neuronal (Dingledine e MacBain, 1999). Ndsnds anos tem-se observado que
a ativacdo excessiva de receptores NMDA e nao-NMixdle contribuir para a
degeneracdo neuronal excitotoxica em vérias doemgasoldgicas cuja etiologia até

entdo era totalmente desconhecida (Lipton e Rosgnb@94).
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Recentemente tem-se atribuido a excitoxicidade papel na
patogénese de doencas neurodegenerativas comoaddenkluntington, Alzheimer,

Parkinson e na Esclerose Amiotrofica Lateral (EAR)eenamyre e Porter, 1994).

Finalmente, foi observado por varios pesquisadguesantagonistas dos
receptores NMDA e ndo-NMDA atenuam os danos casspdio glutamatn vivo em
modelos animais o vitro de isquemia cerebral e hipoglicemia (Choi, 198®Idrum
e Garthwaite, 1990), pelo trauma ao SNC (Faden.etl@89; Lipton, 1993) e por
insultos aos neurdnios motores (Regan e Choi, 1991)
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1.4 - OBJETIVOS

Tendo em vista que pacientes com doenca do xarod®io e com
acidemia metilmalénica apresentam um grau varideedtraso na cognicéo, o presente

trabalho objetivou estudar:

1) a influéncia de concentragfes altas no hipocampoatbs adultos
jovens (através da administracdo intrahipocampa$) dorincipais
metabdlitos acidos acumulados nestas doencas sabre
comportamento cognitivo de ratos nas tarefas degaamberto e da
esquiva inibitoria;

2) o efeito dos metabdlitos acidos acumulados nagoda xarope do
bordo sobre a viabilidade de células neurais e escddguns

parametros do sistema glutamatérgico em cérebratoe jovens

Os metabdlitos estudados foram:
= Doenca do Xarope do Bordo

CIC - &cidoa-cetoisocaproéico

CIV — 4cidoa-cetoisovalérico

CMV - acidoa-cetof3-metilvalérico
HIC — &cidoa-hidroxiisocaproéico

HIV — acidoa-hidroxiisovalérico

HMV — acidoa-hidroxi-3-metilvalérico

= Acidemia Metilmalbnica

MMA — &cido metilmal6nico
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - MATERIAL

2.1.1 - Reagentes

- a-Tocoferol - Sigma

- Acido a-cetof3-metilvalérico (CMV) - Sigma

- Acido a-cetoisocapréico (CIC) - Sigma

- Acido a-cetoisovalérico (CIV) - Sigma

- Acido a-hidroxi-B-metilvalérico (HMV) - Sigma
- Acido a-hidroxiisocapréico (HIC) - Sigma

- Acido a-hidroxiisovalérico (HIV) - Sigma

- Acido Ascérbico - Sigma

- Acido Cloridrico (HCI) - Merck

- Acido Glutamico - Sigma

- Acido metilmalénico (MMA) - Sigma

- Acido Succinico - Sigma

- Albumina Bovina - Sigma

- Azul de metileno - Merck

- Bicarbonato de Sdédio - Merck

- Brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-diferelrazélio (MTT) -Sigma
- Cloranfenicol (quemicetina succinato) - Scheritigugh
- Cloreto de Calcio Dihidratado - Sigma

- Cloreto de Magnésio Hexahidratado - Sigma
- Cloreto de Potassio - Sigma

- Cloreto de sadio (NaCl) - Merck

- Cloridrato de Ketamina - Vetbrands

- Cloridrato de Xilasina - Kénig

- Creatina Monohidratada - Sigma

- Dimetilsulfoxido - Nuclear

- Folin - JLC

- Formaldeido - Merck
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- Fosfato de Potassio - Merck
- Fosfato de Sédio Heptahidratado - Quimibras
- Glicose - Sigma
- Glutamato radiativo - Amersham
- Hidréxido de Sédio (NaOH) - Merck
- Kit DHL - Dole
- Liquido de Cintilacéo - Perkin Elmer
- MK-801 (maleato de dizocilpina) - RBI
- Sulfato de Cobre - InLab
- Sulfato de Magnésio Heptahidratado - Merck
- Tartarato de Potassio -Merck

- Xilocaina - AstraZeneca

2.1.2 - Vidraria e outros materiais

- Acrilico autopolimerizante classico - Jet
- Agulha Descartavel 25 x 7mm - BD

- Agulhas gengivais - 30G - Gengibras

- Beckers

- Eppendorffs

- Pinceis de Marta - Faber Castell

- Pipetas de Vidro 1 e 5 ml

- Pipetas Pasteur

- Placas Acrilicas 24 pocos

- Placas de Petri

- Placas p/ teste Elisa

- Ponteiras Descartaveis - Axygen Scientific

- Resina acrilica auto polimerizavel - Jet
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2.1.3 - Equipamentos

- Agitador de tubos do tipo vortex - Daigger

- Balanca analitica modelo E42-B - Gilbertini
- Banho-Maria Modelo 1052 - Biomatic

- Cintilador - Walac

- Espectrofotdmetro Genesys 8 - Spectronic

- Leitor de Placas — Tecan Spectra

- Mini motor de suspenséao 15000 rpm - Bethil
- pHmetro TEC-2 - Tecnal

2.1.4 - Material Permanente

- Aparelho Estereotaxico - SPS ltda

- Discos de corte (cutt-off) n° 23 - Pontas Schelbe
- Material cirargico (tesoura, bisturi, espatula)

- Paguimetro 6” / 150mm - Starret

- Seringa Hamilton @ e 1Qul

2.1.5 - Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 30 e 68 de idade do
Biotério do Departamento de Bioquimica do ICBS, &R Os animais tiveram livre
acesso a agua e a racado comercial contendo 20,68inar (predominantemente de
soja), 54% de carboidratos, 4% de lipidios, 4,5%fides, 7% cinzas e 10% de
umidade. Eles foram mantidos em ciclo claro-esclere 12 horas a uma temperatura

de 24°Cx 1°.

Ratos de trinta dias de idade foram utilizados parastudos de captacéo

de glutamato e de medidas de viabilidade celulalianée as técnicas da desidrogenase
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latica e do sal de metiltetrazdlio. Ratos de sdasgias de vida foram utilizados para

0s estudos comportamentais.

2.2 - METODOS

2.2.1 - Preparacgao das fatias cerebrais para a me@i da captacao de

L-[ *H]glutamato e para os testes de viabilidade celular

Ratos Wistar de 30 dias de vida foram decapitados anestesia e seus
cérebros imediatamente removidos e submergidosolmgd® de Hank, pH 7,2, com
glicose (glicose HBSS), contendo 137 mM NaCl, Gy Na2HPO4-7H20, 4,17 mM
NaHCO3, 5,36 mM KCI, 0,44 mM KH2PO4, 1,26 mMCaCi2D, 0,41 mM
MgS04-7H20, 0,49 mM MgCI2:6H20, e 1,11 mM de gkco® cortex cerebral foi
dissecado da area parietal e fatias de 0,4 mm pks®sa foram obtidas usando um
fatiador Mcllwain. As fatias corticais foram lavadem glicose HBSS e separadas com
o auxilio de uma lupa. As fatias consideradas otesy adicionaram-se 280L de
glicose HBSS. As fatias consideradas testes,atdicam-se 26(L de glicose HBSS e
20 pyL dos é&cidos a serem testados (CIC, CIV, CMV, HHKY e HMV) nas
concentracdes finais de 0,01 a 1 mM. Para os tekesiabilidade celular foram
utilizadas também fatias de hipocampo dorsal swieemo procedimento citado acima.

Obs.: Nos testes de desidrogenase latica realizadws os a-
hidroxiacidos foi utilizada somente a concentragl@o 1mM para a incubacdo dos

acidos.

2.2.2 - Captacdo de L*H]glutamato por fatias de cortex cerebral

As fatias cerebrais foram pré-incubadas por 23 mairpresenca de um
dos acidos organicos a serem estudados. Apésaisiaptacao foi iniciada pela adicdo
de 20uL de solucdo 1,5mM de glutamato contendo |0Ci de L-[H]glutamato em
glicose-HBSS A incubacéao foi interrompida depois de 7 minutos goas lavagens
com 1 mL de glicose-HBSS gelada, imediatamenteidaqela adicdo de 3Q6L de
NaOH 0,5 N para destruir o tecido. Apdés um periddaaproximadamente 24 horas,

aliquotas do tecido lisado foram utilizadas padeterminacdo do conteudo intracelular
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de L-PH]glutamato através de um contador de cintilacapidia (Wallac). A
concentracdo de proteinas foi medida pelo métodoLalery (1951). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e aiané&al utilizada para os calculos

estatisticos.

2.2.3 - Ensaios de Viabilidade

Método do Sal de Tetrazodlio (MTT) ensaio de viabilidade foi realizado
pelo método colorimétrico do brometo de 3(4,5-dilti@tol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) (Hansen et al., 1989). Este ensaio é basead®ducdo mitocondrial de MTT-
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazaf bromide) a sais de formazam que
deixam a célula. Fatias de cértex (em triplicath)p@campo (em duplicata) de ratos de
30 dias de idade foram dispostas em placas asrifie24 pocos sobre tampéo HBSS e
pré-incubadas a 35°C em atmosfera contendo misartagénica por 3h. Os ensaios
foram realizados na presenca ou auséncia de Q@ivMLde CIC, CIV, CMV, HIC,
HIV e HMV. Imediatamente apés a pré-incubacdopl@e MTT (0.5 mg/ml) foram
adicionados ao meio contendo as fatias, seguindwaseincubacéo de 45 min a 35°C.
O formazam, produto gerado durante a incubacaoeXtvaido com dimetilsulféxido
(DMSO) e medido a 570 e 630 nm, sendo o delta derbéncia utilizado como a
medida de células viaveis AA= A570nm - A630nm) .Nesta técnica somente asdatia

viaveis conseguem reduzir o MTT.

Ensaio de Desidrogenase Latica (DHW) viabilidade das fatias também
foi medida pela liberagcdo da enzima citosélicaalactdesidrogenase para 0 meio
extracelular. As fatias de cortex cerebral (emlit@ta) e de hipocampo (em duplicata)
tratadas com CIC, CIV, CMV, HIC, HIV ou HMV foranmréincubadas, segundo o
método descrito acima e aliquotas de |25 utilizadas para quantificagdo de DHL
atraves de kit comercial (Doles). Este kit € umalificacdo da técnica de Whitaker
(1969), utilizando a reacdo lactato / piruvato, caeterminacdo quantitativa e
simultdnea do NADH formado na reacdo enzimatica.eSsltados sdo expressos em %
do controle, sendo a unidade absoluta dos contidlds (U.I/L). Uma Unidade
Internacional .1.) de DHL, corresponde a formacao denbl de NADH por litro de

soro por minuto, a 37°C.
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2.2.4 — Andlise Estatistica

A andlise estatistica utilizou o programa SPSStig8tal Package for

the Social Sciences) em um computador PC-compative

Foram utilizados os métodos paramétricos de anddisariancia de uma
via seguida do teste de raios multiplos de Duncaando o F foi significativo e
alternativamente o teste de analise de variancauds vias seguido da analast-hoc
mediante o teste de raios multiplos de Duncan. Qmaapenas dois grupos eram
analisados utilizou-se o testé de Student para amostras dependentes, ou
alternativamente o teste para amostras indepersdeotgforme necessario. Efeitos

dose-resposta foram obtidos por testes de regréssao

Os dados n&o paramétricos forma analisados pedesNilcoxon para
comparacao entre duas amostras dependentes e egsédode Mann-Whitney para
amostras independentes, em ambos 0s casos quandimdos ndo seguiram a

distribuicdo normal. Um p < 0,05 foi consideradgndicante.
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3.RESULTADOS

3.1 - Efeito in vitro dos acidosa-cetoisocaproico,a-cetoisovalérico ea-cetof-
metilvalérico sobre a captacéo de L2H]glutamato por fatias de cortex cerebral de
ratos jovens.

Estudou-se inicialmente a influéncia do acidecetoisocaproico sobre a
captacéo de L3H]glutamato por fatias de cértex cerebral de ratofigura 3.1 mostra
que o 4&cido a-cetoisocaproico diminuiu significativamente a eg@b de L-
[*H]glutamato [F(3,16)=8,520; p<0,01]a partir de OMnde forma dose-dependente
(B=-0,6058; p<0,01). Os resultados apresentadcstesail os valores de captacao de L-
[*H]glutamato em relacéo percentual do controle, média encontrada para os valores
absolutos foi de 0,420,071 nmol L-fH]glutamato /mg de proteina.min. Além disso, a
figura 3.1 também mostra que 0s acidesetoisovalérico [F(3,16)=0,320; p=0,816] e
a-cetof-metilvalérico [F(3,16)=0,231; p=0,874] em todas casmcentracfes testadas
(0,01 a 1 mM) nao produziram efeito significativabee a captacéo de EH]glutamato
por fatias de cortex cerebral de ratos. O valoolalbs médio para a captacédo de L-
[*H]glutamato do grupo controle para os acidoetoisovalérico foi de 0,342 0,104
nmol L-[*H]glutamato /mg de proteina.min e para o acideetof-metilvalérico foi de
0,313+ 0,122 nmol L-fH]glutamato /mg de proteina.min. Conclui-se, pddamue
houve um efeito especifico inibitério do acidecetoisocaproico sobre a captacdo de

glutamato por fatias de cortex cerebral.
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Figura 3.1 - Efeito dos a-cetoacidos de cadeia ramificada sobre a captagdo d
[*H]Glutamato em fatias de cértex cerebral de rates3@ dias. Os resultados sdo
expressos como média e desvio padrédo de 5-6 exgreomrealizados em triplicata. A
diferenca entre as médias foi calculada por andkiseariancia de uma via (ANOVA)
seguida do teste de Duncan (* p<0,05; ** p<0,0Inparado ao grupo controle). CIC=
acido a-cetoisocaproico, CIV= acidau-cetoisovalérico, CMV= acidoa-cetof3-

metilvalérico.
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3.2 - Efeito in vitro dos acidosa-cetoisocaproico,a-cetoisovalérico ea-cetof3-
metilvalérico sobre a viabilidade celular em fatiasde coértex cerebral e de
hipocampo de ratos jovens medida pelos métodos daeacdo ao sal de

metiltetrazolio (MTT) e da atividade da desidrogenae latica (DHL).

A andlise dos resultados dos testes de viabilidaiidar medida pelo
método de MTT, expressos em percentagem dos cesitralemonstrou que os acidos
a-cetoisocaproico  (CIC) [F(3,20)=1,05; p>0,05],a-cetoisovalérico (CIV)
[F(3,12)=0,82; p>0,05] ea-cetof-metilvalérico (CMV) [F(3,20)=0,56; p>0,05],
guando incubados por 3 horas, ndo diminuiram ailidatle das células neurais das
fatias de cortex cerebral (Figura 3.2). A vialdtie também néo foi alterada em fatias
de hipocampo incubadas com estes metabdlitos @&igu). CIC: [F(3,20)=0,05;
p>0,05], CIV: [F(3,12)=0,23; p>0,05] e CMV: [F(3,2M,45; p>0,05]. As médias e
desvios padrbes dos valores absolutos dos gruposoles para o deltad] de
absorbancia utilizado nos experimentos desetoacidos para o cortex cerebral foram
de 0,51% 0,083 para o CIC, 0,410,075 para o CIV e de 0,432,026 para o CMV.
Nos ensaios realizados com o hipocampo os valamesote foram de 0,372 0,048
para o CIC, de 0,4180,046 para o CIV e de 0,432,074 para o CMV.

Os testes de viabilidade celular medidos pela ¢acmie LDH né&o
evidenciaram qualquer efeito dos acidoscetoisocaproico (CIC) [F(3,16)=0,681,
p>0,05], a-cetoisovalérico (CIV) [F(3,12)=0,024; p>0,05] ae-cetof-metilvalérico
(CMV) [F(3,12)=0,705; p>0,05] sobre a viabilidadasdcélulas neurais contidas nas
fatias de coértex cerebral, quando incubadas poorash(Figura 3.4). Verificou-se
também que os acidosi-cetoisocaproico (CIC) [F(3,16)=0,275; p>0,05-
cetoisovalérico (CIV) [F(3,12)=0,0188; p>0,05] @cetof3-metilvalérico (CMV)
[F(3,12)=0,524; p>0,05] ndo produziram qualqueritefema viabilidade de células
contidas em fatias de hipocampo, para o0 mesmo telapocubacéo (Figura 3.5). As
médias e desvios padrbes dos valores absolutosredadégs Internacionais de DHL
dos grupos controles nos experimentosaagtoacidos para o cértex cerebral foram de
15,48+ 2,02 para o CIC, de 9,171,49 para o CIV e de 8,840,95 para o CMV. Para
0S ensaios realizados com o hipocampo os valomnm#ados foram de 11,862,35
para o CIC, de 8,22 0,78 para o CIV e de 9,841,26 para o CMV.
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Figura 3.2 - Efeito dosa-cetoacidos de cadeia ramificada (3h de incubagsdble a
viabilidade celular medida pelo método do sal ddilrmgazdlio (MTT) em fatias de
cortex cerebral de ratos de 30 dias. Os resultadosxpressos como média e desvio
padrado de 4-6 experimentos realizados em triplicsavalores absolutos dos grupos-
controles sdo apresentados no texto. Nao houveedde significativa entre os varios
grupos para o CIC, CIV e CMV (ANOVA). ). CIC= acidocetoisocaproéico, CIV=

acidoa-cetoisovalérico, CMV= acida-cetof3-metilvalérico.
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Figura 3.3 - Efeito dosa-cetoacidos de cadeia ramificada (3h de incubagsdble a
viabilidade celular medida pelo método do sal ddilrmgazdlio (MTT) em fatias de
hipocampo de ratos de 30 dias. Os resultados saessos como media e desvio
padrado de 4-6 experimentos realizados em dupli€daralores absolutos dos grupos-
controles sdo apresentados no texto. Nao houveedde significativa entre os varios
grupos para o CIC, CIV e CMV (ANOVA). ). CIC= &cidocetoisocaproéico, CIV=

acidoa-cetoisovalérico, CMV= acida-cetof3-metilvalérico.

73



150 ~

100 '|' -[

a1
o
1

Atividade da desidrogenase lactica (% controle)

0,01mM CIC 0,1mM CIC 1,0mM CIC

150+

100+

504

Atividade da desidrogenase lactica (% controle)

0,01mM CIV 0,1mM CIV 1,0mM CIV

150

100+ 1 T I

50

Atividade da desidrogenase lactica (% controle)

0,01mM CMV 0,1mM CMV 1,0mM CMV

Figura 3.4 - Efeito dos a-ceto &cidos de cadeia ramificada sobre a liberda&nzima
desidrogenase latica no meio de incubacéo de fatiasOrtex cerebral de ratos de 30
dias. Os resultados séo expressos como média @ dexirdo de 4-6 experimentos
realizados em triplicata. Os valores absolutosadwdroles sdo apresentados no texto.
N&o houve diferenca significativa entre os variogpgs para o CIC, CIV e CMV
(ANOVA). ). CIC= &cido a-cetoisocaproéico, CIV= &cida-cetoisovalérico, CMV=

acidoa-cetof3-metilvalérico.
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Figura 3.5 - Efeito dos a-ceto &cidos de cadeia ramificada sobre a liberda&nzima
desidrogenase latica no meio de incubacao de fa¢idspocampo de ratos de 30 dias.
Os resultados sao expressos como média e desvi@opalk 4-6 experimentos
realizados em duplicata. Os valores absolutos dosates sdo apresentados no texto.
N&o houve diferenca significativa entre os variogpgs para o CIC, CIV e CMV
(ANOVA). CIC= &cidoa-cetoisocaproéico, CIV= acido-cetoisovalérico, CMV= &cido

a-cetof3-metilvalérico.
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3.3 - Efeito in vitro dos acidosa-hidroxiisocaproéico, a-hidroxiisovalérico e 2-
hidroxi-3-metilvalérico sobre a captacédo de LH]glutamato por fatias de cértex
cerebral de ratos jovens.

A andlise do efeito do &cidw-hidroxiisocaproico sobre a captacdo de
L-[*H]glutamato por fatias de cértex cerebral de rafis evidenciou qualquer alteragéo
deste parametro [F(3,20)=0,850; p>0,05] quandaadest incubacées de 23min em
concentragcdes na faixa de 0,01mM-1,0mM. Os reswdtapresentados (Figura 3.6)
refletem os valores de captacdo de’ti}§jlutamato em relacdo percentual do controle,
cuja média dos valores absolutos foi de 0,403,162 nmol L-fH]glutamato/mg de

proteina.min.

De outra forma, a andlise do efeito do acidéidroxiisovalérico
evidenciou que este metabdlito induziu um aumeatcaptacdo de L}f{]glutamato
por fatias de cortex cerebral de ratos. [F(3,1®38, p<0,01] a partir de 0,1mM de
forma dose-dependent®<0,671225; p<0,01). Os resultados apresentadgsré-B.6)
refletem os valores de captacdo de’ti}§jlutamato em relacdo percentual do controle.
O valor absoluto médio para a captacdo déHlglutamato do grupo-controle foi de

0,265+ 0,045 nmol L-fH]glutamato /mg de proteina.min.

Ao contrario, 0  &cido a-hidroxi-B-metilvalérico  diminuiu
significativamente a captacéo de HJglutamato por fatias de cértex cerebral de ratos
[F(3,12)=6,131; p<0,01] a partir de 0,2mM de forduse-dependent@£ -0,685860;
p<0,01). A figura 3.6 apresenta também os valoeesaptacéo de L}fijglutamato em
relacao percentual do controle para o ensaio ssdizom o CMV. O valor absoluto
médio para a captacéo de3H]glutamato do grupo-controle foi de 0,46®,084 nmol

L-[*H]glutamato /mg de proteina.min.
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Figura 3.6 - Efeito dosa-hidroxiacidos de cadeia ramificada sobre a captaig
L[®H]Glutamato em fatias de cértex cerebral de ra®s3@ dias. Os resultados sdo
expressos como média e desvio padrédo de 4-6 exgreomrealizados em triplicata. A
diferenca entre as médias foi calculada por andkseariancia de uma via (ANOVA)
seguida do teste de Duncan (** p<0,01, comparadgrago controle). HIC= acido-

hidroxiisocaproico, HIV= acida-hidroxiisovalérico, HMV=a-hidroxi-3-metilvalérico.
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3.4 - Efeito in vitro dos hidroxiacidosa-hidroxiisocaproico, a-hidroxiisovalérico e
2-hidroxi-3-metilvalérico sobre a viabilidade celudr em fatias de cértex cerebral e
hipocampo medida pelos métodos da reagdo ao sal metiltetrazélio (MTT) e da

atividade da desidrogenase latica (DHL).

Os resultados para os ensaios comadsidroxiacidos nos testes de
viabilidade celular mediante utilizacdo da técrdeaMTT demonstraram que os acidos
a-hidroxiisocaproico [F(3,20)=0,03; p>0,01]a-hidroxiisovalérico [F(3,20)=1,81;
p>0,05] e 2-hidroxi-3-metilvalérico [F(3,20)=0,4{3>0,01), em incubac¢bes de 3 horas,
nao alteraram a viabilidade de células de fatiaxdhtex cerebral de ratos jovens
(Figura 3.7). Da mesma forma, a incubagdo dos Xigtaos HIC [F(3,20)=0,06;
p>0,05], HIV [F(3,20)=2,36; p>0,05] e HMV [F(3,2002; p>0,05] ndo produziu
efeito significativo sobre a viabilidade celular fd¢ias de hipocampo de ratos jovens
quando incubadas por 3 horas na presenca destabdtites (Figura 3.8). Os valores
absolutos médios e os desvios padrdes para o @gltde absorbancia dos grupos
controles nos ensaios em cortex cerebral foram%%7& 0,115 para o HIC, 0,567
0,152 para o HIV e 0,594 0,161 para o HMV. Nos ensaios em fatias de hippcaos
valores encontrados foram de 0,380,083 para o HIC, 0,4750,081 para o HIV e
0,360+ 0,113 para o HMV.

Quando utilizamos a técnica de DHL como paramegovidbilidade
celular, observamos resultados similares, i.e.se@evidenciou qualquer efeito dos
hidroxiacidos HIC, HIV E HMV (na concentracdo d@rhM) sobre as células neurais
de fatias de cértex cerebral [F(3,12)=0,110; p5Pde ratos jovens incubadas por 3
horas na presenca destes metabdlitos (Figura @.9hesmo padrdo foi encontrado
quando o ensaio de viabilidade foi realizado enagdatle hipocampo de ratos jovens
incubadas por 3 horas na presen¢a dos acidos HN,eHHMV [F(3,12)=1,212;
p>0,05].Para os experimentos em cortex cerebral, o gruptrate apresentou média
de 5,431,61 Unidades Internacionais de DHL. Nos ensaiox@&uolas hipocampais a

média do controle foi de Unidades Internacionai®Hg 4,14+0,51.
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Figura 3.7 - Efeito dosa-hidroxidcidos de cadeia ramificada (3h de incubpsébre a
viabilidade celular medida pelo método do sal ddilrmgazdlio (MTT) em fatias de
cortex cerebral de ratos de 30 dias. Os resultadosxpressos como média e desvio
padréo de 4-6 experimentos realizados em tripliddd® houve diferenca significativa
entre os varios grupos para o HIC, HIV e HMV (ANONVAHIC= acido a-

hidroxiisocaproico, HIV= acida-hidroxiisovalérico, HMV=-hidroxi-B-metilvalérico.
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Figura 3.8 - Efeito dosa-hidroxidcidos de cadeia ramificada (3h de incubpsébre a
viabilidade celular medida pelo método do sal ddilraazdlio (MTT) em fatias de
hipocampo de ratos de 30 dias. Os resultados saessos como media e desvio
padrdo de 4-6 experimentos realizados em duplibita.houve diferenca significativa
entre os varios grupos para o HIC, HIV e HMV (ANONAHIC= acido a-

hidroxiisocaproico, HIV= acida-hidroxiisovalérico, HMV=a-hidroxi-B-metilvalérico.
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Figura 3.9 - Efeito dos a-hidroxiacidos de cadeia ramificada sobre a libirada
enzima desidrogenase latica no meio de incubacdatids de cortex cerebral de ratos
de 30 dias. Os resultados sao expressos como méeisvio padrao de 4 experimentos
realizados em triplicata, os valores absolutos atwgroles sdo apresentados no texto.
N&o houve diferenca significativa entre os grupcsatos e o grupo controle
(ANOVA). HIC= 4&cido a-hidroxiisocaproico, HIV= acidoa-hidroxiisovalérico,

HMV=a-hidroxi-3-metilvalérico.
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Figura 3.10 - Efeito dos a-hidroxidcidos de cadeia ramificada sobre a libivaga
enzima desidrogenase latica no meio de incubacdatids de hipocampo de ratos de
30 dias. Os resultados sdo expressos como médkaviopadrdo de 4 experimentos
realizados em duplicata, os valores absolutos dogales sdo apresentados no texto.
Nao houve diferenca significativa entre os grupcstatos e o grupo controle
(ANOVA). HIC= 4&cido a-hidroxiisocaproico, HIV= acidoa-hidroxiisovalérico,
HMV=a-hidroxi-B-metilvalérico.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo principaldesto efeito de altas
concentracdes hipocampais dos principais metabolimdos acumulados em duas
doencas neurometabdlicas (doenca do xarope do lmrdoidemia metilmalbnica)
caracterizadas por retardo mental sobre o compert@mcognitivo de ratos adultos
jovens injetados agudamente com essas substaAcidsenca do xarope do bordo
(DXB) caracteriza-se clinicamente por manifestagireslominantemente neuroldgicas,
tais como atraso psicomotor e retardo mental, centnvulsées (Chuang e Shih,
2001). Os pacientes afetados acumulam em seusgeosl-cetoacidos de cadeia
ramificada (CACR)a-cetoisocaproico (CIC)a-cetoisovalérico (CIV) ea-cetof3-
metilvalérico (CMV), bem como oa-hidroxiacidos e aminoécidos correspondentes.
Acredita-se que esses compostos sejam neurotoxmosespecial énfase para o CIC e
leucina (Gibson e Blass, 1976; Zielke et al., 199 entanto, os mecanismos dessa
neurotoxicidade sédo pouco conhecidos. Neste pkatjdoi demonstrado que os CACR
inibem o metabolismo energético (Pilla et al., 208@aravatti et al. 2003), apresentam
propriedades convulsivantes (Coitinho et al., 20@bmpetem com o glutamato por
descarboxilacdo (Zielke et al., 1997) e por consgguprovocam uma reducdo dos
niveis cerebrais de GABA (Dodd et al., 1992) e ugligam o desenvolvimento da
bainha mielinica (Treacy et al., 1992, Schonber@®04). Além disso, induzem
apoptose em células gliais e neuronais (Jouvdt 80@0a; Funchal et al., 2004), bem
como sao responsaveis por alteracdes morfologioasitdesqueleto (Funchal et al.,
2004).

Essa doenca possui tratamento que € baseado mngareste proteinas e
dos aminoéacidos ramificados leucina, isoleucinaln&, o que evita o acumulo dos
metabdlitos acumulados e os seus efeitos, primograe sobre o SNC. O importante é
a manutencdo dos niveis plasmaticos adequados @esieoacidos para o crescimento
e desenvolvimento psiquico, sem propiciar 0 acundgstas substancias e de seus
metabolitos. Em alguns casos, nos periodos de mpsrsacdo metabdlica, a dialise
peritoneal é o meio empregado para que se redusamiveis dos metabdlitos que se

acumulam na DXB em um tempo suficientemente r4gdm se evitar os danos

82



neuroldgicos severos decorrentes da superexpasiesias substanciaexpressos nos

pacientes com edema cerebral agudo (Snyderman £9641).

A acidemia metilmaldnica, da mesma forma que a DXBbém esta
associada a manifestac6es neuroldgicas severdsila?®s que o aparecimento destas
alteracdes possa estar relacionado com a expasicdimua do cérebro aos metabdlitos
toxicos que se acumulam nesta doenca (De Souza,et989). Aléem do acido
metilmalénico (MMA) encontrado em altas concentes;®io sangue e na urina dos
individuos afetados, outros metabdlitos se acumulaecundariamente em
concentracdes bem menores, sendo os principais dedeido propidnico e o acido 3-
hidroxipropionico, seguindo-se o acido tiglico,igliitCoA, o acido metilcitrico e a
propionilglicina (Fenton et al., 2001). Aléem de re® no putamen, podem ser
encontradas lesdes nos ganglios da base, hipoddesi gliose do globo palido,
espongiose difusa do cértex central e da substénaieca do cérebro e dos hemisférios
cerebelares (Roodhootft et al., 1990).

Muitos estudos demonstraram os efeitos deletérios metabdlitos
acumulados na acidemia metilmalénica sobre a pémdude energia no cérebro
(Wajner et al., 1988; Dutra et al., 1991a; Wajnerake, 1992; Dutra et al., 1993;
Toyoshima et al., 1995; Wajner e Coelho, 1997; Migkdin et al., 1998; Brusque et
al., 2002;,0kun et al., 2002; Schuck et al., 2004).

O tratamento dos pacientes com acidemia metilmzddtambém e
baseado na restricdo da proteina na alimentac&baeuplizacdo de alimentos pobres
em metionina, isoleucina, treonina e valina, togwscursores da propionil-CoA
(Thomas, 1994). Devido a propriedade de ligacdprapionato e a propionil-CoA que
a L-carnitina apresenta, a sua utilizacdo comoesuphto alimentar € extremamente
importante pois leva a formacado de propionilcamaito que facilita a excrecdo e
consequentemente diminuindo os produtos reconhmeidle téxicos gerados pelo
bloqueio metabdlico desta enfermidade. Da mesmmadajue os pacientes da DXB, a
dialise peritoneal, a hemodialise e a transfusadémn sdo importantes no tratamento

durante os episédios de descompensacao metabdlica.
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Nos ultimos anos tem sido verificado que mesmoepdes com DXB
aparentemente “bem” tratados apresentam déficiniteg, o que reflete que o
tratamento baseado fundamentalmente nos nivemséalbs aminoacidos ramificados
leucina, isoleucina e valina deve sofrer ajustessipelmente no que se refere aos
metabdlitos &cidos toxicos desta doenca e a suatogicidade. Fator similar occore
com a acidemia metilmalénica em que ndo ha um alenéfetivo da neurotoxicidade

do acido metilmalénico.

Os objetivos iniciais do presente trabalho forammtgmio verificar o
efeito agudo da administracdo intracerebral doscjmais metabdlitos acidos
acumulados nessas duas desordens sobre o compudacognitivo de ratos como
forma de se avaliar a sua neurotoxicidade. Utilzsupara tal fim duas tarefas, uma nao
aversiva (campo aberto) e outra aversiva (esquaibitdria). O hipocampo foi utilizado
para as injecdes, visto que o0 mesmo é essencatgrafas de aprendizado/memoria.

Neste particular, varios trabalhos sobre o estuEldedbes em animais
(Moser e Moser, 1998; Zola e Squire, 1990; Zolajeir®, 2001) e pacientes (Rempel-
Clower et al., 1996; Teng e Squire, 1999), bem cano modelos transgénicos
(Bourtchuladze et al., 1994; Tsien et al., 1996nibhiello et al., 1999) sugerem que a
formacéao hipocampal desempenha um papel essentigbgos tipos de memoaria. A
analise da neuroanatomia animal também nos pecaniteluir que o hipocampo recebe
informacdo do cortex entorrinal e estd conectadavés dele a amigdala e a outras
regides corticais associadas com o processamentoed®ria (Izquierdo e Medina,
1997; Setlow et al., 2000; Wilensky et al., 2000p&ens e Maren 2001)

Por outro lado, a formagcdo hipocampal é bem codhegior seu
envolvimento em aprendizado estritamente espa8Siquife, 1992). Além disso, o0s
estudos mais recentes apontam o hipocampo comcessea associacdo dos sinais do
meio ambiente produzindo uma percepcao espaco-taimguesa e unificada (Sweatt,
2004).

Embora o medo adquirido a lugares ou contextosu@aassociacado com
eventos aversivos seja uma forma de condicionanfeattoviano, um periodo inicial

de exploracdo é necessario para permitir ao arfonalar uma memoaria integrada das
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caracteristicas do contexto antes que o condicientimpossa existir. A formacao
hipocampal também desempenha um papel critico nasteesso, onde células
localizadas do hipocampo estdo envolvidas na fdmacarmazenamento e

consolidacdo de uma representacao integrada dextorttas tarefas (Fanselow, 2000).

Na andlise do aprendizado, e consequente formde@temoria a partir
deste, convém relembrar que ndo se pode mediremdipado ou a memaoria de forma
direta. A avaliacdo da memoria é possivel apenasnadirmos a sua evocacao,
assumindo com isto que a evocacdo é funcdo da neeradesta do aprendizado
(McGaugh e Herz, 1972). Além disso, somente podedepsonstrar a aquisicdo de
experiéncias (formacdo de memorias) nos animaevedr de alguma alteracdo de
comportamento quantificavel. Os experimentos de énene aprendizado sdo feitos no
sentido de adquirir comportamentos nao naturaideoguprimir respostas inatas, pois
sdo de mais facil quantificacdo (Izquierdo 198B9E). Determinadas diferengas serdo
geradas entre as sessdes de treino e as de teqtemiicacdo ou qualificacdo do
aspecto motor estudado; podemos dizer entdo queri@dgxr” a tarefa (memoriza-la)
passa por adquirir uma resposta ou suprimi-la (atemeu diminuir a ocorréncia de um

determinado comportamento motor em relacdo aoidoana sessao de treino).

Quando estudamos os efeitos da administracéo higcwampal aguda
dosa-cetoacidos de cadeia ramificada sobre o apreraliggpacial e aversivo de ratos
adultos verificamos que as concentracdes admidegrgs-gimol) destes metabolitos

provocaram déficits na performance cognitiva.

A administracdo dos acidosi-cetoisovalérico (CIV) ea-cetof3-
metilvalérico (CMV) 10 min antes do treino reveloon padrdo diferente de respostas
de orientacdo espacial ao longo das sessoes femdarbabituacdo ao campo aberto em
relacdo com os animais injetados com NaCl e o &idetoisocaproico. Enquanto os
animais injetados com NaCl diminuiram significathente o nimero de respostas de
orientacdo da sessdo de treino para a sessaoteleotggupo de animais injetado com
CIV néo apresentou variagdo no numero de respestas as sessdes treino e teste, ou
seja, ndo se habituou. De forma mais marcantejmogte animais injetados com CMV

apresentou um aumento significativo no numero dpastas de orientacdo da sesséo
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treino para a sessao teste, enquanto o seu grupgmleoapresentou a diminui¢cdo
esperada na exploragdo ao campo aberto (nimemsgpestas de orientagdo espacial).
Os animais tratados com CIC também apresentarantuagdio ao campo aberto,
semelhante aos injetados com NaCl (controles).e@ apresentaram uma diminuicdo
do numero dessas respostas de orientacdo entess®es de treino e de teste. Estes
resultados indicam que os ratos injetados com CI¥/ n&o se habituaram a um
novo ambiente (campo aberto), visto que, ao sep@sentados pela segunda vez a
tarefa, continuaram com os mesmos niveis de exgéorpara localizacdo (déficit de

aprendizado espacial).

Por outro lado, a administracéo intrahipocampasekesicidos organicos
imediatamente apO0s o treino ndo provocou qualqlieragdo na performance dos
animais nesta tarefa, indicando que esses metababito provocaramer se lesdes no
hipocampo capazes de alterar o comportamento demaosee explicar os resultados
anteriores. Desses resultados podemos concluia qdeninistracdo dos CACR antes do
treino é necessaria para observarmos o déficitogeicio nessa tarefa. Este padrao
aponta para efeitos deletérios no processo de igimisda memdria, visto que
concentragbes intrahipocampais elevadas destes bdligia administradas
anteriormente ao treino (dez minutos) foram resggis pelo aparecimento de déficits
de aprendizado espacial na tarefa de habituacacampo aberto. No entanto, s&o
desconhecidos ainda os mecanismos biologicos pelas agem estes metabdlitos e
nao podemos afastar a possibilidade de que umdaja®etempo maior possa ser
necessaria para que os seus efeitos sejam evidéldste contexto, a administracédo
intrahipocampal imediatamente apo0s o treino podeteésido eficaz, pois os efeitos
deletérios do CIV e do CMV podem estar iniciandsua acao fora do tempo que se
presupde que a estrutura hipocampal seja fundahpataos processos de aquisicao e
consolidagdo de memoria (Zanatta et al., 1996, ;1@§udierdo et al., 1997).

Na tarefa de esquiva inibitoria, os animais injetado hipocampo com
cada um dosu-cetoacidos, antes da sessdo de treino, apresantara déficit na
retencdo da tarefa, revelado pela auséncia do @onmas laténcias de descida da
plataforma entre as sessodes (diferenca das lasétmeiao/teste) , contrastando com 0s
animais dos grupos-controles (NaCl), que apresamtatempos de descida da

plataforma significativamente maiores na sessateste. Estes dados sugerem que o
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CIC, o CIV e 0 CMV provocam deficit de aprendizatntarefa da esquiva inibitéria.
Os resultados de nossas medidas de controle majeresn ainda que alteragbes nas
atividades de locomocdo ndo parecem ser as rey@imspelos achados nas

modificacbes de aprendizado descritas acima.

Verificamos também que a motricidade e a emocidadé dos animais,
medidos pelo nimero de cruzamentos na tarefa dpacaberto e pela laténcia de sair
da plataforma no treino da esquiva inibitdria eope&limero de bolos fecais,
respectivamente, foi similar em todos os gruposmenais, indicando que alteracdes
desses parametros nao foram responsaveis pelat dafgnitivo observado nessas

tarefas pelos animais injetados com os alfa-cedoaaspecificos.

O préximo passo foi o de verificar se ashidroxiacidos de cadeia
ramificada que se acumulam na DXB poderiam altereomportamento dos animais
nas tarefas do campo aberto e da esquiva inibitdlidgervamos que a administracao
dos acidos a-hidroxiisocapréico (HIC),a-hidroxiisovalérico (HIV) ea-hidroxi-3-
metilvalérico (HMV) 10 min antes do treino prejudlic diferencialmente a
performance de ratos adultos na tarefa ndo avedsivebituacdo ao campo aberto e
também na tarefa de medo condicionado (aversiva¥gaiva inibitoria. Os animais
tratados com HIV e HMV 10 min antes do treino n@mndnstraram a diminuicéo
caracteristica nas respostas de orientacdes vertiodongo das sessdes na tarefa de
habituacdo ao campo aberto, enquanto que os gogpbeies (NaCl) e os animais
tratados com HIC apresentaram habituacéo, isedéziram o nimero de respostas de
orientacdo na segunda sessdo. Visto que uma recucdmimero de respostas de
orientacao vertical ao longo das sessdes na tdeef@bituacdo ao campo aberto pode
ser interpretada como indicador de que os anineaisnhecem e se recordam de uma
prévia exposicdo ao ambiente, e que os animaiadbatcom HIV e HMV nao
apresentaram este padrdo, assumimos que essessamresentaram um déficit de

memoria causado por estes alfa-cetoacidos.
No intuito de verificarmos 0s possiveis mecanismos induziram o

aparecimento dos déficits comportamental nessawma#)i pré-injetamos diversos

compostos (energéticos, antioxidantes e antagsnigtaamatégicos) na tentativa de
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prevenir o blogueio de memdéria causado pelo agiiaroxiisovalérico. Inicialmente,
avaliamos se a superestimulagcéo de receptoresmgltéegicos do tipo NMDA poderia
estar implicada no déficit de aprendizado induzidto HIV. A pré-administracdo de
MK-801, um antagonista NMDA ndo competitivo, ndodapaz de reverter o prejuizo
de memoria decorrente da administracdo intrahippehme HIV, indicando que o
efeito do HIV ndo pode ser atribuido a superestigio de receptores NMDA. O pré-
tratamento (5 dias) concomitante de dois compasitiexidantes conhecidos, o &cido
ascorbico e oa-tocopherol, também n&o foi capaz de prevenir oicitléf
comportamental induzido pelo HIV, ndo causanddouéa alteracdo nos niveis de
exploracdo vertical do grupo tratado com este aorg@nico. Por outro lado, a preé-
administracdo dos compostos energéticos isoladamardreatina monohidratada e o
acido succinico, preveniu totalmente o déficit dthgm de memoria espacial
provocado pelo HIV na tarefa de campo aberto. Assinadministracdo de &cido
succinico (2.5umol), 30 min antes da infusdo de HIV, bem comaatatnento prévio
durante 3 dias com creatina monohidratada (50mg@kggdia), permitiu aos animais
injetados habituarem-se normalmente ao campo abseid quaisquer alteracdes
motoras ou de emocionalidade que pudessem exmgse efeito. Nestes grupos,
assim como no grupo controle, verificou-se uma g&dwaracteristica no numero de
respostas verticais de orientacdo ao longo da®esedreino/teste, caracteristica de

aprendizado espacial coerente para animais naadsat

Embora desconhecamos estudos que demonstrem prejubz
metabolismo energético causado pelos HACR, nosslbadas apontam para isso.
Assim, torna-se interessante estudar o efeito sesm@postos sobre 0 metabolismo
energético no cérebro. Por outro lado, j4 estd bemonstrado que os CACR
comprometem o metabolismo energético cerebral (Havkee, 1963; Halestrap et
al., 1974; Land et al., 1976; Danner e Elsas, 1988yet et al., 2000a; Pilla et al.,
2003; Sgaravati et al., 2004). Nao se pode, paodato, excluir que uma parte dos

a-hidroxiacidos injetados tenha se convertido-@toacidos.
A administragdo dosu-hidroxiacidos que se acumulam na DXB

também provocou déficit cognitivo de memodria awersha tarefa de esquiva

inibitéria. Os animais injetados com todos os hidroidos isoladamente (HIC, HIV e
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HMV) ndo aumentaram a laténcia de descida da plataf durante a sesséo de teste, 0
gue é caracteristico de déficit de memoria aversiva este teste de comportamento.

Verificamos também que os déficit cognitivos obadbns com a
administracdo intrahipocampal dos HACR néo se @evex alteracbes motoras ou a
emocionalidade dos animais, visto que todos o0s ogrugpresentaram a mesma
motricidade e a mesma emocionalidade, conformeessltados das medidas do
numero de cruzamentos e do numero de bolos fexspectivamente, durante a sesséo
de treino na tarefa de habituagdo ao campo ali®¥to,como dos valores de laténcia
de descida da plataforma durante o treino na taeefsquiva inibitoria.

Cremos que nossos resultados presentes relativosmaprometimento
cognitivo de animais injetados com os CACR e os RAggjam pioneiros, embora ja
se tenha demonstrado que a inje¢cdo crénica denkguoi aminoacido que mais se
acumula na doenca do xarope do bordo, durante endalsimento provoca déficits
cognitivos em ratos adultos em tarefas ndo aversvaversivas (Mello et al. 1999).
N&ao podemos também excluir que os CACR e os HAGKmoater sido convertidos
nos aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) comedpntes no hipocampo, sendo
estes ultimos, ao menos parcialmente, responspekis alteragcbes comportamentais

observadas.

O passo a seguir em nossa investigacao foi estad&feito da
administracdo intrahipocampal do acido metilmalénicprincipal metabdlito
acumulado na acidemia metilmalénica, sobre o cotapmnto cognitivo de ratos
jovens adultos nas tarefas do campo aberto e esquibitoria. Observamos que a
administracao intra-hipocampal de metilmalonato (MMbrejudicou a performance
de ratos adultos na habituacdo ao campo abertfgtaéo aversiva). Foi observado,
inicialmente, que os animais pré-tratados com MMAniinutos antes da sessdo de
treino ndo apresentaram habituacdo ao longo daSesesa tarefa do campo aberto,
enquanto os controles apresentaram habituacao,idanpdla reducéo de respostas
verticais de orientagcéo espacial ao longo da sessao

Investigamos também os possiveis mecanismos edeslvia falta de

habituacdo dos animais injetados com MMA. Os radod apontam para uma
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prevencdo do déficit de aprendizado pela pré-adinagdo de creatina. Por outro lado,
a pré-administracdo de acido succinico ndo foi zafe prevenir as alteracdes de
comportamento provocadas pela administracao impaampal de MMA. Este
resultado € surpreendente ja que o MMA ¢é inibidonpetitivo da enzima sucinato
desidrogenase (Dutra et al., 1993). E possiveltaptw, que a dose de sucinato
injetada (1,5umol) tenha sido pequena. Portanto, € importante admanse doses
maiores de sucinato para verificar se estas das#snp prevenir o efeito do MMA
sobre a cognigdo dos animais. No entanto, a préeepr creatina do déficit
comportamental induzido pelo MMA sugere que o @&fiagnitivo dos ratos injetados
com MMA possa ser devido a um comprometimento ndéaboéismo energético

cerebral.

Em contraste, a administracdo intrahipocampal deAMiMio afetou a
performance geral de ratos na esquiva inibitoriarefa aversiva de medo
condicionado), o que é bastante interessante elesté&éordo com resultados prévios
de administracdo cronica do MMA a ratos durantew gesenvolvimento (Dutra et
al., 1991). Verificamos previamente que a injecédnica de MMA provoca um
deficit significativo de aprendizado/memoaria enosaddultos submetidos a uma tarefa
nao aversiva, mas nao afeta o desempenho cogeitivtarefas aversivas. Podemos,
portanto, sugerir que a habituacdo ao campo alpedsa ser um parametro mais
sensivel na deteccdo de déficits mais especifieoapdendizado do que tarefas que
empreguem um estimulo aversivo. Os resultados epeos também estdo de
acordo com o de outros autores (Strupp et al., )1984, trabalhando com ratos
fenilcetondricos, concluiram que tarefas ndo es$aisnsdo mais apropriadas para
identificar pequenos déficits de comportamento de dgarefas de aprendizados
essenciais, nas quais os animais devem aprender gmisfazer necessidades

biolégicas essenciais, tais como obter alimentesmapar de um estimulo aversivo.

Neste contexto, deve ser mencionado que os semegniog portadores de
retardo mental respondem a testes de condicionarckssico da mesma forma que os
nao portadores desta deficiéncia, mas, por causaudehabilidade diminuida em
adquirir informacgdes novas de forma espontaneagsaptam muita dificuldade em
responder a novas situacdes que requeiram expesépassadas (Zeaman e House,

1967). E possivel entdo, que estudos comportarsengmivolvendo modelos
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experimentais, particularmente aqueles que utiligauacdes sem estimulos aversivos,
possam servir como método para detectar déficitspoatamentais leves em certas
patologias nas quais o retardo mental € comum. Messsim, estudos adicionais que
utilizem outras tarefas de aprendizado ndo esdes@manecessarios para corroborar esta
hipotese. Neste sentido, a utilizagdo do mesmo lmodesenvolvido por Dutra e
colaboradores (Dutra et al., 1991) com o objetigeedtudar o comportamento de ratos
no labirinto aquatico de Morris (Pettenuzzo et 2003), apontou um déficit de

aquisicao de um novo paradigma de localizacdo edpars animais testados.

Tendo em vista que o glutamato é o principal neangmissor do SNC
e desempenha uma funcédo fundamental no aprendizan@ria, 0 proximo passo de
nossa investigacao foi estudar o efeito in vitre @ACR e dos HACR sobre a
captacdo de glutamato em fatias de cérebro (coeesbral) de ratos jovens. Por outro
lado, aumento nas concentracdes de glutamato rda feimgptica pode provocar
excitotoxicidade que resulta em morte neuronal.ifi¢eu-se que, dentre os-
cetoacidos estudados, apenas o agidetoisocaproéico foi capaz de diminuir 0s niveis
de captacdo (preponderantemente astrocitéria) deanghto por fatias de coértex
cerebral de ratos jovens. Esta diminuicdo foi disgendente na faixa de 0,01 mM
atel,0 mM (inibicdo até 30 %), sendo que o efsotornou significativo, em relacéo

ao grupo controle, a partir de 0,1mM.

Em relagdo aosi-hidroxiacidos, verificou-se que o acidehidroxi3-
metilvalérico diminuiu significativamente a captacde glutamato nas doses de
0,1mM e 1,0mM(33 e 52%, respectivament&nquantoum aumento expressivo da
captacdo de glutamato foi encontrado quando ddagéo das fatias com o acide
hidroxiisovalérico. Este aumento variou entre 40%71 de forma dose-dependente na
faixa de 0,01-1,0mM, sendo que se tornou significaa partir de 0,1mM de
concentracdo do acido.

N&do estudamos 0s mecanismos pelos quais essess amiganicos
alteraram para mais ou menos a captacdo de gluaiMatentanto, uma explicacao
plausivel para a diminuicdo da captacdo de glutamatle ser devido ao seu efeito

sobre o metabolismo energético, como ja demonsipagdiamente para o acido
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cetoisocaproéico (Sgaravatti et al., 2003pr outro lado, uma diminuicdo da captagéo
de glutamato por morte neuronal € improvavelovigte verificamos que a incubagéo
de fatias de cortex cerebral e hipocampo de rato$ horas na presenca dos acidos
o-cetoisocaproéicoy-cetoisovaléricoq-cetof3-metilvalérico,a-hidroxiisocaproéicog-
hidroxiisovalérico ex-hidroxi3-metilvalérico, nas concentra¢des de 0,01mM, 0,1mM
e 1,0mM, ndo provocou uma diminuicdo da viabilidagéular determinada pelos
métodos do MTT e LDH.. Tais resultados indicam ewposicdo aguda por até 3
horas de fatias do cortex cerebral a esses methdlao provoca morte celular.
Tendo em vista que 0s pacientes afetados por eksascas apresentam atrofia
cerebral, € possivel que somente uma exposicaacar@m SNC a esses acidos

organicos seja capaz de causar dano cerebralrsieske

Quanto ao aumento da captacéo de glutamato capséméllV, embora
0 mecanismo nao tenha sido investigado, esultatckesi@es mostraram que agentes
excitotéxicos como o proprio glutamato (Duan et B999), aumentam a quantidade
de transportadores glutamatérgicos na membranatdicitos. Resultados similares
ocorreram com o acido 3-hidroxiglutarico, um reaitlo agonista NMDA que se

acumula (Frizzo et al., 2004) na acidemia glutétijppa I.

Por outro lado, ndo sabemos o resultado final dab@cao concomitante
dos CACR e os HACR sobre a captacdo de glutamato czorre na doenca humana,
mas devemos lembrar que os metabdlitos que maaswgaulam sao os acidos
cetoisocaproéico a-hidroxiisovalérico que apresentaram efeitos omostque o0 acido
a-hidroxi3-metilvalérico apresenta concentracdes 100 vezesomae do que 0S
supracitados. Nossos resultados demonstrandocélterea captacao de glutamato por
alguns desses acidos, aliado a resultados antederaonstrando captagéo diminuida
desse neurotransmissor em vesiculas sinapticasqada pelos CACR (Reis et al.,
2000; Tavares et al., 2000) ou mesmo quando metidaptacdo em um modelo
animal transgénico da doenca com bloqueio do compI¥OCCR (Dodd et al., 1992)
nos permitem propor que alteragcdes no metabolidotargatérgico cerebral possam
explicar ao menos em parte as alteracoes neurakgios pacientes afetados pela

doenca do xarope do bordo.
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Ndo estudamos a acdo do MMA sobre a viabilidad&ties de células
cerebrais, ou sobre a captacdo de glutamato, pbigcacdes recentes da literatura ja
demonstraram que o MMA induz morte neural nessiaasf§Maciel et al., 2004) e

altera varios parametros do sistema glutamaté(giacque et al., 2001).

Concluindo, observamos inicialmente no presentaidestque o0s
metabolitos acidos acumulados na doenca do xarapdoddo provocam deficit
cognitivo em tarefas aversivas e nao aversivagjang o MMA somente induz deficit
cognitivo em tarefa ndo aversiva. Portanto, é pekgue o aumento das concentracdes
desses metabdlitos no hipocampo, estrutura fundaineara a cogni¢cdo, possam
alterar rotas bioquimicas necessarias para o pogesmal de aprendizado/memoaria.
Neste particular, tendo em vista que substanciasgéticas, como pro exemplo a
creatina, previniram o deficit comportamental indozpor alguns dos acidos de cadeia
ramificada e por MMA, é possivel que um mecanismpartante de acdo desses acidos
seja diminuir a producéao de energia no sistemaosercentral. Neste contexto, seria
interessante testar se substancias energéticasrigmdeervir como tratamento
coadjuvante para melhorar a cognicado de crianggads#s por essas doengas e tratar
energeticamente as crises agudas dos pacientesdadepor DXB e acidemia
metilmalénica com aporte substancial de soro gidose outras medidas que

favorecam o anabolismo.
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5. CONCLUSOES

Ratos adultos administrados intrahipocampalmenten cos acidos a-
cetoisocaproico (CICY-cetoisovalérico (CIV) @-cetof-metilvalérico (CMV)
10 minutos antes do treino apresentaram falta détuagédo na tarefa nao
aversiva do campo aberto, refletindo um déficiageendizado espacial.

. A administracdo intrahipocampal dos acidos CIC, €I\€MV imediatamente
apos o treino em ratos adultos ndo provocou défeciaprendizado espacial na

tarefa de habituagdo ao campo aberto.

. A motricidade e a emocionalidade dos animais idpgantrahipocampalmente
com CIC, CIV e CMV, medidas respectivamente pelm& de cruzamentos e

de bolos fecais na sesséo de treino da tarefardpcacaberto, ndo se alterou.

Ratos adultos administrados intrahipocampalmente os acidos CIC, CIV e

......

déficit de aprendizado.

Ratos adultos administrados intrahipocampalmenten cos acidos a-
hidroxiisocaproico  (HIC), a-hidroxiisovalérico (HIV) e a-hidroxi3-
metilvalérico (HMV) 10 minutos antes do treino raaefa do campo aberto

apresentaram falta de habituacéo, refletindo umcitidé aprendizado espacial.

. A administracdo intrahipocampal dos &cidos HIC, HI\HMV imediatamente
apos o treino em ratos adultos ndo causou déficiaptendizado espacial na

tarefa do campo aberto.
. A motricidade e a emocionalidade, medidas pelo mdrde cruzamentos e de

bolos fecais na sessao de treino da tarefa deulaghtt ao campo aberto, dos

animais injetados intrahipocampalmente com HIC, HIMMV néo se altera
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8. O pré-tratamento com os substratos energéticodiraea acido succinico
previniram o déficit de aprendizado espacial indozipela administracao
intrahipocampal do acido HIV em ratos adultos n&ftade habituacdo ao
campo aberto, sugerindo que um déficit na produgitosfatos de alta energia

podem estar envolvidos na falta de habituacéo sessmais.

9. O pré-tratamento com compostos antioxidantes (édasddrbico ex-tocoferol)
ndo previniu o déficit de aprendizado espacial pcado pela administracdo do

acido HIV em ratos adultos na tarefa de habituagdoampo aberto.

10. A pré-administracao de 0,3 nmol MK-801 ndo previmidéficit de aprendizado
espacial provocado pela administracdo intrahipoehmp &cido HIV em ratos
adultos na tarefa do campo aberto, porém a admaigési de 15 nmol de MK-

801 provocou déficit de aprendizado nos animaigrdpo controle.

11.Ratos adultos administrados intrahipocampalmente @s acidos HIC, HIV e
HMV 10 minutos antes da tarefa da esquiva initat@presentaram déficit de

aprendizado de memoria aversiva.

12.Ratos adultos administrados intrahipocampalmente aaacido metilmalénico
(MMA) 10 minutos antes do treino apresentaram fd#ahabituacdo na tarefa

nao aversiva do campo aberto, refletindo um défieiaprendizado espacial.

13. A motricidade e a emocionalidade dos animais idpantrahipocampalmente
com o acido MMA, medidas respectivamente pelo ndrdercruzamentos e de

bolos fecais na sessao de treino da tarefa do cabgrto, ndo se alterou.
14.Ratos adultos administrados intrahipocampalment® ©o 4cido MMA 10

minutos antes da tarefa aversiva da esquiva ini@dittho apresentaram déficit

de aprendizado.

15. A incubacéo por trés horas de fatias de coértegbcalr ou de hipocampo de
ratos jovens com os metabdlitos acidos CIC, CIV,\CMIC, HIV e HMV
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(0,01- 1 mM) néo alterou a viabilidade celular ndedpelas técnicas de MTT
ou de DHL.

16.0 CIC provocou uma reducdo significativa dose-ddpate (0,01-1 mM) na
captacdo de glutamato por fatias de cortex cereleraatos jovens da ordem de
50% em relacdo aos animais nao tratados com edebadlio, enquanto 0s

acidos CIV e CMV néao alteraram esse parametro.

17.0 acido HMV provocou uma inibicéo significativas@edependente (0,01-1,0
mM) na captacdo de glutamato por fatias de cortegbral de ratos jovens da
ordem de 50% em relacdo aos animais nao tratadws este metabdlito,
enquanto o acido HIV provocou um aumento significatdose-dependente
(0,01-1,0mM) na captacdo de glutamato por fatiagdateex cerebral de ratos
jovens da ordem de 110% em relacdo aos animaistrafaxlos com este

metabdlito.
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