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Resumo

RESUMO

A hiperamonemia ¢ um achado comum em criancas com
acidemia metilmalonica, um erro inato do metabolismo caracterizado
por retardo mental, convulsdes e actimulo tecidual de 4acido
metilmalonico (MMA). Embora existam evidéncias de que o MMA
induza convulsdes por inibicdo da sucinato desidrogenase (SDH),
muito pouco se sabe sobre a contribuicdo da hiperamonemia para o
desenvolvimento das convulsdes nestes pacientes. No presente estudo
investigou-se os efeitos do acetato de amodnio sobre a agdo
convulsivante do MMA in vivo e do cloreto de amonio sobre a
inibicdo da SDH estriatal induzida pelo MMA in vitro. Ratos adultos
foram injetados com acetato de amonio (1,5 mmol/kg, s.c.) ou acetato
de soédio (1,5 mmol/kg, s.c.) e, apds 5 minutos, injetados
unilateralmente no estriado com MMA (3 umol/ul) neutralizado para
pH 7,4 com NaOH ou NaCl (4,5 pumol/ul). O pré-tratamento com
acetato de amoénio aumentou o nimero e duracdes dos episodios
convulsivos induzidos pelo MMA. O cloreto de aménio ndo teve
efeito sobre a atividade da sucinato desidrogenase e nao alterou a
inibicdo da SDH induzida pelo MMA in vitro. Estes resultados
sugerem que a amoOnia potencializa os efeitos comportamentais
induzidos pelo MMA por mecanismos que nao envolvam adicional
inibicdo da SDH. Este estudo prové evidéncias de que a

hiperamonemia pode potencializar os efeitos neurotoxicos do MMA.
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Abstract

ABSTRACT

Hyperamonemmia is a common finding in children with
methylmalonic acidemia, an inherited metabolic disease characterized
by mental retardation, convulsions and accumulation of
methylmalonic acid (MMA). Although it has been suggested that
MMA induces convulsions through succinate dehydrogenase (SDH)
inhibition, very little is known about the contribution of
hyperammonemia for the development of convulsions in these
patients. In the present study the effects of ammonium ions on the
convulsant action of MMA and on MMA-induced inhibition of striatal
succinate dehydrogenase were investigated. Adult rats were injected
with ammonium acetate (1.5 mmol/kg, s.c.) or sodium acetate (1.5
mmol/kg), followed 5 min later by buffered MMA (3 umol/ul) or
NaCl (4.5 pmol/ul) injected into the striatum. Ammonium acetate
pretreatment increased the number and duration of convulsive
episodes elicited by MMA. Ammonium chloride had no effect on
basal succinate dehydrogenase activity and did not alter MMA-
induced inhibition of SDH in vitro. These results suggest that
ammonia potentiates MMA-induced behavioral effects through a
mechanism which does not involve further succinate dehydrogenase
inhibition. This study provides evidence that hyperammonemia may

potentiate the neurotoxic effects of MMA.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. Acidemia Metilmalonica

A acidemia metilmalonica foi descrita pela primeira vez por
@erhoolzer et al. em 1967, quando investigavam criancas que
apresentavam profunda cetoacidose metabdlica e retardo no
desenvolvimento, com elevadas quantidades de acido metilmalonico
(MMA) no sangue e na urina. A acidemia metilmaldnica ¢ um erro
inato do metabolismo autossdmico recessivo caracterizado por
acimulo tecidual de 4acido metilmalonico e de outros metabolitos
secundarios como propionato, metilcitrato, J-OH-propionato e cetonas
de cadeia longa, devido a deficiéncia na atividade da enzima
metilmalonil-CoA mutase (EC 5.4.99.2) (@iver, 1995). Esta enzima
faz parte da rota de degradacao do propionato e promove a conversao
do L-metilmalonil CoA a sucinil-CoA (figura 1).

A producdo aumentada de dcido metilmaldnico leva a acidose
metabolica @ton & Rosemberg, 1995). Os sinais e sintomas da
doenca variam em gravidade, de acordo com a idade que se instala o
disturbio metabolico. Quando o quadro se instala precocemente (até
21 dias) o paciente geralmente vai ao Obito, e apresenta maior

morbidade @ier et al., 1990).
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Valina

Isoleucina

Metionina

Treonina

Timina

Uracila

Colesterol

Acidos graxos de cadeia impar

Ciclo de
Krebs

\ 4 Propionil CoA Metilmalonil CoA
carboxilase mutase

PROPIONIL-COA == \ETILMALONIL-CoOA === SUCINIL-CoA

Biotina Adenosil
ATP cobalamina
Mg2+

ACIDO PROPIONICO ACIDO METILMALONICO

Figura 1 - Metabolismo da propionil-CoA: metabdlitos, enzimas e cofatores. O passo que
envolve a conversdo de D-metilmalonil-CoA em L-metilmalonil-CoA, catalisado pela
metilmalonil-CoA racemase foi suprimido, da mesma forma que o bicarbonato utilizado
pela propionil-CoA carboxilase, por motivos de clareza (modificado de Fenton e
Rosenberg, 1995).

O quadro laboratorial caracteriza-se, principalmente, por
acidose metabolica, hipercetonemia, hiperamonemia, hipoglicemia,
hiperglicinemia, neutropenia e trombocitopenia (Fenton &
Rosemberg, 1995). Os pacientes que sobrevivem (menos de 15% no
periodo de dois anos) apresentam convulsdes, retardo mental e
psicomotor, além de alteragdes comportamentais, € neuropsiquiatricas,
tais como déficit de atengdo, quadros de agressividade e
comportamento autista (Dutra, 1992). O tonus muscular apresenta-se
geralmente comprometido, e a hipotonia se acentua apos crises de
descompensagdo metabodlica. Quando a instalagdo do distirbio ocorre

tardiamente (2 a 24 meses de vida) os pacientes apresentam um
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prognoéstico melhor, tanto do ponto de vista da morbidade como da
mortalidade. As alteragdes metabdlicas sdo menos intensas que as
observadas no inicio precoce e variam, desde auséncia de
comprometimento neurologico até cetoacidose leve e ataxia @1 der
Meer et al., 1994).

Os pacientes podem apresentar alteracdes morfologicas no
sistema nervoso central como edema da substincia branca nas
primeiras semanas, podendo evoluir para um aumento no volume
ventricular, desmielinizagdo e degeneragdo dos nucleos da base
(@smar & Ozand, 1994).

Os niveis sanguineos de MMA, quase indetectaveis em pessoas
normais, passam a ser encontrados proximos de 2,9 mM (34 mg/dl)
nos pacientes afetados, e a excrecdo deste metabodlito, que
normalmente ndo ultrapassa a 5 mg (0,04 mmol) em 24 horas, passa a
ser de 240 a 5700 mg (2,1 a 49 mmol) em 24 horas (Scriver, 1995). A
concentracio de MMA no liquido céfalo-raquidiano, nos poucos
pacientes onde foi dosada, demonstrou-se ser equivalente a do plasma
(Fenton & Rosenberg, 1995).

Os pacientes que apresentam formas mais brandas da doenga ou
a forma benigna possuem niveis séricos muito mais baixos de MMA,

particularmente quando assintomadticos clinicamente (Scriver, 1995).
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1.1.1 Metabolismo do Propionato

A maior parte do propionato utilizado por animais nao-
ruminantes provém do metabolismo lipidico e protéico. O catabolismo
de alguns aminoacidos como a isoleucina, metionina, treonina e valina
leva a formacao de propionil CoA. Segundo Ebmpson et al. (1990) o
catabolismo destes aminoacidos contribui com aproximadamente 50%
do propionato formado em pacientes com erros inatos do metabolismo
do metilmalonato e propionato. Outras fontes geradoras de propionil
CoA sdo as rotas de degradacdo das bases nitrogenadas timina e
uracila, e de acidos graxos de cadeia com niimero impar de 4tomos de
carbono. A degradagdo da cadeia lateral do colesterol também
contribui para a formagdo de propionil CoA, porém de forma quase
insignificante em relagdo as demais fontes do mesmo (@ﬁelsson,
1963). Alguns trabalhos sugerem que as bactérias intestinais
contribuem na formagdo de propionil CoA, e esta contribuicao parece
ser um fator importante no acimulo de propionato em pacientes
portadores de alteracdes na rota de degradagdo deste composto,
podendo esta contribuicao ser superior a 20% (El)mpson et al., 1990).

O propionil CoA € convertido a sucinil CoA seguindo trés
reacOes enzimaticas consecutivas (figura 1). Na primeira, o propionil
CoA ¢ carboxilado a D-metilmalonil CoA pela propionil CoA
carboxilase (EC 6.4.1.3) que utiliza bicarbonato e ATP, tendo como
cofatores biotina e magnésio. O D-metilmalonil CoA € convertido a
L-metilmalonil CoA pela enzima metilmalonil CoA racemase (EC

5.1.99.1). Na terceira reacdo, a metilmalonil CoA mutase (EC
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5.4.99.2) catalisa a isomerizacdo do L-metilmalonil CoA a sucinil
CoA, onde o grupo carboxila SCoA ¢ transferido através de uma
isomerizagdo intramolecular de C-2 para C-3. O sucinil CoA, por sua
vez, pode entrar no ciclo de Krebs, onde sofrera oxidagao (I_?thinger,
1995).

As deficiéncias na atividade da metilmalonil CoA mutase
podem ser decorrentes de alteragdes na apoenzima, deficiéncia de
cobalamina ou das enzimas responsaveis pelo metabolismo do cofator.
O metabolismo da cobalamina e suas alteragdes podem ser revisados

em Ellton & Rosemberg, 1995.

1.1.2 Efeitos do MMA sobre o Metabolismo Intermediario

A deficiéncia na atividade da metilmalonil CoA mutase leva ao
acimulo de L- metilmalonil CoA que, por tiolise transforma-se em
acido metilmalonico, o principal metabolito acumulado na acidemia
metilmalonica. No entanto, outras alteragdes bioquimicas sao
encontradas na doenga, tais como hipoglicemia, hipercetonemia,
hiperamonemia, hiperglicinemia e deficiéncia na sintese de acidos
graxos (Ellton & Rosemberg, 1995).

@er, em 1970, demonstrou que a piruvato carboxilase ¢ inibida
por metilmalonil CoA, sugerindo que a gliconeogénese hepatica pode
estar comprometida pelos elevados indices de MMA, assim como sua
contribuigdo para a manutencdo da glicemia. Além disso, foi
demonstrado queEIMMA inibe o transporte mitocondrial de malato,

sugerindo mais um ponto de inibicdo possivel para a gliconeogénese
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(Halperin et al., 1971).

O MMA parece afetar o metabolismo dos corpos cetonicos, € a
hipercetonemia observada na doenca parece estar relacionada a menor
utilizacao da acetil CoA, devido a inibi¢ao nas atividades das enzimas
citrato sintetase, aconitase e isocitrato desidrogenase pelo metilcitrato,
um metabolito que se acumula na doenca @do etal., 1971; @ema—
Dhadli et al., 1975).

A sintese de acidos graxos no sistema nervoso e figado de
animais lactentes ¢ feita a partir de corpos cetdnicos. O passo inicial
desta sintese ¢ conversdao de p—OH-butirato em acetoacetato pela 3—
OH-butirato desidrogenase. O MMA inibe competitivamente esta
enzima em varios tecidos (@1 etal., 1975; E[el etal., 1976 ¢ @tra et
al., 1993), causando uma diminui¢do na sintese de acidos graxos por
reducdo na disponibilidade de fonte de carbonos para este fim.
Também foi demonstrado por @dinale et al. em 1970 que o
metilmalonil Coa inibe a incorporagdo de acetil CoA e malonil CoA
em acidos graxos em figado de ratos, além deste proprio metabolito
ser incorporado nas por¢des terminais das moléculas resultando acidos
graxos saturados e ramificados, cuja alteragdes estruturais poderiam
afetar o funcionamento das células, como as propriedades da
membrana celular. Elnkel et al. em 1973 observaram que o
metilmalonil CoA era capaz de inibir as atividades da acetil CoA
carboxilase e da sintetase de 4cidos graxos em figado e sistema
nervoso de ratos deficientes em vitamina B;,, relacionando assim a
diminui¢do na sintese de acidos graxos ao acimulo dos diferentes

metabodlitos comuns na acidemia metilmalonica.
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Segundo Elman & Otto (1974), uma das possiveis causas para
a hiperglicinemia observada parece ser a inibicdo da enzima de
clivagem da glicina em CO, e NH; por tiglato e isoleucina,
metabolitos que se encontram em concentragdes elevadas na acidemia
metilmalonica.

O acimulo de amédnia na acidemia metilmalonica sera

detalhadamente abordado mais adiante no item hiperamonemia.

1.1.2.1 Inibicdo metabolica na acidemia metilmalonica

Em @3 Dutra et al. demonstraram que o MMA ¢ capaz de
inibir a sucinato desidrogenase (SDH) e a [p—OH-butirato
desidrogenase cerebral in vitro. Bljner et al.,, em 1992, observaram
que este acido reduz a producdo de CO, e aumenta a produgdo de
lactato pelo cérebro. As diminui¢des nas atividades da sucinato
desidrogenase ¢ B—OH-butirato desidrogenase causadas pelo MMA
parecem estar relacionadas a redu¢do da utilizacao de glicose e B—OH-
butirato por prismas cerebrais de ratos em jejum verificadas na
presenca deste acido (@ra et al., 1989; 1991). Em @2, Hayasaka et
al. observaram que pacientes com acidemia metilmalonica ou
propionica, em acidose, apresentavam uma reducdo de até 70% da
atividade da enzima citocromo oxidase, sem, contudo, descobrirem a
causa direta do achado. A partir destes achados tem sido postulado
que o MMA possa causar interferéncia no metabolismo aerobico

celular, levando provavelmente a uma diminui¢do na producao de

ATP.
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A deplecao de ATP tem sido associada a excitotoxidade
(Ebene et al., 1993; Elillner et al.; 1994; Bbene & Greenamyre,
1995; Elssel & Sonnewald, 1995; E‘Naught et al., 1995; Bl;enow et
al., 1995; Bbvalk et al., 1995) e ao dano celular oxidativo pela
formacgdo de radicais livres, e parece estar intimamente relacionada a
patogénese de diferentes doencas neurodegenerativas (@rle &
Puttfarcken, 1993; Blner, 1994; Ellulz & Beal, 1995; Schulz et al.,
1995), incluindo esclerose lateral amiotrofica (@itakis &
Constantakakis, 1993; @hstein et al.,, 1993), mal de Parkinson
(Jenner, 1994; McNaught et al., 1995), doenca de Alzheimer (Jenner,
1994; El‘ris et al., 1995) e coréia de Huntington (Jenner, 1994; @ton
& Rosemberg, 1994; Eﬁolph etal., 1993; E‘ns et al., 1995).

Quando as células se encontram em condi¢cdes normais os niveis
de ATP disponiveis sdo suficientes para manter os gradientes i16nicos e
a polarizacdo da membrana (figura 2).

Um bloqueio na fosforilagdo oxidativa ocasiona redugdao nos
niveis de ATP (figura 3), e como consequéncia, despolarizacao
neuronal parcial por faléncia de varias ATPases que mantém o
gradiente de ions através das membranas celulares, principalmente da
Na', K'-ATPase @hanson et al., 1995). A despolarizacio da
membrana leva a saida do Mg>", que bloqueia o canal do receptor
glutamatérgico subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA) de uma maneira
voltagem-dependente, e permite a entrada de ions, particularmente

Na' e Ca'" para o meio intracelular @Donald & Schoepp, 1993).
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Figura 2 - Célula em condi¢des normais. O ATP disponivel celular ¢ suficiente para
manter funcionantes as ATPases que mantém os gradientes idnicos e a polarizagdao da
membrana. O gradiente de Na' estabelecido pela Na’, K'-ATPase possibilita o
funcionamento do transportador de glutamato neuronal e glial, deixando as concentragdes
extracelulares deste aminoacido baixas. O complexo NMDA estd com o canal fechado

pela presenca de Mg”", que ¢ mantido de maneira voltagem-dependente.
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A entrada de Na' parece ser a responsavel pelo edema celular
que se verifica nos estagios iniciais do chamado dano excitotoxico, e
ocorre principalmente através de canais associados a outro subtipo de
receptores glutamatérgicos, denominados AMPA-Kainato (porque liga
o acido DL-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionico) (Blan
et al., 1979). O aumento na concentragio celular de Ca'" leva a
ativacdo de enzimas dependentes deste ion envolvidas no fendmeno de
neurotoxicidade, incluindo calpaina (@rson et al., 1995), fosfolipase
C @emura et al.,, 1992), proteina quinase C @thman, 1992;
E)lakovic et al., 1995), calcineurina @nstrong, 1989; @'der &
Sabatini, 1995) e a 6xido nitrico sintetase, que produz NO* @rder e
Bredt, 1992). O NO® parece interagir com radicais superoxido (0,°) e
formar peroxinitrito (ONOQ"). Este radical pode difundir-se para o
meio intra, ou extracelular e entdo promover a oxidacao de lipidios,
proteinas e DNA (Ehkman et al., 1990). Além disso, o peroxinitrito
pode produzir ions nitronio, os quais sao capazes de nitrificar residuos
de tirosina e de gerar OH™ através da decomposicdo de sua forma
protonada (ONOOH) (Beckman et al., 1990; Ehiropoulos et al.,
1992). O aumento na concentra¢do intramitocondrial de O,°, da
mesma forma que o prejuizo no fluxo de elétrons através da cadeia
respiratdria resulta em oxidacdo incompleta do oxigénio e a formagao
de O, @ckens, 1994). Além destes mecanismos de lesdo celular
envolvendo a despolarizagdo da membrana poOs-sinaptica, a deplegao
de ATP leva ao aumento na liberagdo de glutamato através de
mecanismos dependentes de célcio e pela inibicdo e/ou reversdao de

mecanismos de recaptacdo deste aminoacido excitatdorio na pré-
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sinapse (@dl & Burgesser, 1993). O aumento na concentragdao
extracelular de glutamato ativa os receptores glutamatérgicos subtipo
NMDA e AMPA/kainato e como consequéncia ocorrem os fendmenos
celulares descritos acima.

As ce¢lulas gliais também sdo afetadas pela inibi¢do do
metabolismo aerdbico, € podem contribuir para o aumento do
glutamato extracelular através da diminui¢do e/ou reversdo da
recaptagdo do glutamato @nba et al., 1994). Como consequéncia do
comprometimento do metabolismo energético ocorre, nos astrocitos e
neurdnios, um processo de acidose intracelular devido ao acumulo de
lactato neste meio, sendo que este ¢ capaz de inibir a recaptacdo de
glutamato de astrocitos em cultura. Além disso, a diminuicao do pH
intracelular ¢ capaz de inibir a recaptacdo do glutamato mesmo na
presenca de niveis teciduais normais de ATP, e contribuir para o dano
excitotdxico (@anson et al., 1995).

Vérios inibidores metabolicos sdo capazes de induzir lesdo
celular através de mecanismos que envolvem o glutamato,
particularmente o receptor subtipo NMDA. Entre eles podemos citar a
rotenona, cianeto, oxi-aminoacetato, 3-nitropropionato € malonato;
estes ultimos inibidores da sucinato desidrogenase, como o MMA
(@Donald & Schoepp, 1993; @uillet et al., 1994; @Valk et al.,
1995; @mens et al., 1995, @lakovic etal., 1995).
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Figura 3 - Alteracdes provavelmente induzidas pela presengca do MMA, inibidor da SDH.
A inibicdo da SDH neuronal e glial causa deple¢ao de ATP. A deplecdo de ATP leva a
faléncia das ATPases, causando despolarizacdo neuronal e alteracdes nos gradientes
i6nicos. A despolarizagdo provoca a liberagdo de glutamato armazenado em vesiculas
sinapticas, ¢ o desaparecimento do gradiente i6nico leva a inibi¢do e reversao dos
transportadores responsaveis pela recaptagdo do glutamato a nivel neuronal e glial, que
resulta no aumento da concentracdo de glutamato no compartimento extracelular, que se
liga ao receptor NMDA. A faléncia energética atinge também a pos-sinapse, causando
despolariza¢io e saida do Mg*" que impedia o fluxo de Ca®* e Na* através do canal
NMDA, além de inibi¢ao da Ca’"-ATPase do reticulo endoplasmatico, levando a um
aumento na concentragdo intracelular desse cation divalente. O aumento na concentracao
intracelular de Ca*" ativa proteases, fosfolipases, endonucleases, proteinas quinase e a
formacdo de radicais livres, provavelmente envolvidos na propagacdo do foco de
despolarizagdo, e na génese da convulsdo; e talvez em dano celular.

Além disso, o padrao das lesdes no SNC causadas pela
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administragao sistémica do 3-NPA em ratos e pela intoxicagdo
acidental em humanos ¢, morfologicamente, semelhante aquelas
observadas em pacientes portadores de acidemia metilmaldnica, no
que diz respeito ao comprometimento seletivo dos nucleos da base
(Eholph et al., 1992; B[al, et al., 1993; @ton & Rosenberg, 1995).
A administracdo de MMA intra-estriatal causa convulsdes em ratos
adultos, e estas convulsdes sdo inibidas por MK-801 e atenuadas por
sucinato, sugerindo o envolvimento de receptores NMDA, e
provavelmente da inibicdo da SDH nas convulsdes induzidas por este
acido organico (Mello et al., 1996). As convulsdes induzidas por
MMA sdo igualmente atenuadas pela administracdo de antioxidantes,
como a vitamina C e a vitamina E (Fighera et al.,, 1999), e
recentemente foi demontrado que o MMA induz formacdo de
substancias reativas ao dacido tiobarbitirico in vitro e reduz a
capacidade antioxidante total do sistema nervoso, confirmando que a
presenga de MMA induz a formagao de radicais livres (Fontella et al.,

2000).
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1.2. Hiperamonemia

A amonia ¢ uma substancia proviniente do metabolismo dos
compostos nitrogenados, sendo produto e/ou precursor de importantes
compostos (@minger, 1995). Este metabolito possui um papel
importante na manutencdo da homeostase do nitrogénio nos
organismos vivos, mas quando se acumula em altas concentragdes se
torna extremamente toxico, principalmente para o sistema nervoso

central (Ebper & Plum, 1987).

1.2.1 Hiperamonemia na acidemia metilmalonica

A hiperamonemia ¢ um dos principais achados na acidemia
metilmalonica afetando 70% dos pacientes (Eiver, 1995) e esta
associada a uma diminuicdo no funcionamento do ciclo da uréia
(figura 4). Segundo Ehde et al. (1979) e Bllsgow & Chase (1976), o
propionil CoA, um dos principais metabolitos acumulados na
acidemia metilmalonica, inibe competitivamente a sintese de N-
acetilglutamato a partir de acetil CoA. O N-acetilglutamato ¢ um
ativador alostérico da carbamil fosfato sintetase, a enzima responsavel
pelo primeiro passo do ciclo da uréia. Um bloqueio na sintese da uréia
resulta num acimulo de amoénia justificando a hiperamonemia
apresentada por estes pacientes. Além disso, segundo @ton &
Rosenberg (1995), a propria inibigdo da carbamil fosfato sintetase |
por ¢ésteres de CoA pode causar hiperamonemia. No entanto, em @O,

Stewart & Walser postularam que a causa da hiperamonemia em ratos
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tratados com MMA era mais complexa, uma vez que o aumento
verificado nos niveis de aspartato e citrulina sugerem que o MMA
possa exercer efeito inibitdrio sobre a argininosucinato sintetase.
Portanto ainda sdo necessarios estudos complementares para elucidar

0s eventos responsaveis pela hiperamonemia apresentada por estes

pacientes.
ARGININA FUMARATO
UREIA
4
ORNITINA ARGININOSUCINATO
: g
NH 3 » CARBAMIL FOSFATO argininosucinato < —= - - MMA
carbamil fosfat sintetase —_—
sintetase |
© 1 »
/
/ XS} CITRULINA ASPARTATO

/ \
/

\
PROPIONIL CoA ESTERES DE CoA

Figura 4 — Efeito do propionil CoA, dos ésteres de CoA e do MMA sobre a sintese da
uréia. Na acidemia metilmalonica a hiperamonemia esta associada a uma diminui¢do no
ciclo da uréia. O propionil CoA inibe competitivamente a sintese de N-acetilglutamato,
um ativador alostérico da carbamil fosfato sintetase I, comprometendo este passo do
ciclo. Os ésteres de CoA inibem diretamente a carbamil fosfato sintetase I. O MMA inibe
a argininosucinato sintetase.

A hiperamonemia ¢ causa primaria de neurotoxicidade em uma
gama de patologias, particularmente aquelas associadas a insuficiéncia
hepatica @eltzer & Bare, 1996; Stewart & Walser, 1980), levando a

dificuldades motoras, alteragdes comportamentais, convulsdes, coma e
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morte. Além disso, os pacientes que possuem niveis sé€ricos elevados
de amonia podem apresentar diarréia, vomitos e acidose metabolica
(Smeltzer & Bare, 1996).

Os mecanismos de neurotoxicidade da amonia ainda ndo estdo
bem esclarecidos. Contudo, existem evidéncias de que os distirbios
provocados pela amonia no SNC sejam decorrentes da combinacao de
alteragdes bioquimicas, morfoldgicas, energéticas e fisico-quimicas,
tais como alteracdes no pH celular e consequente modificacdes na
estrutura celular, principalmente nos astrocitos (@linska et al., 1996,
Elawes & Leino, 1985; @emberg et al., 1991); alteracdes no
metabolismo de alguns neurotransmissores (@ipo et al., 1994; Ebu
et al., 1999; E‘oper & Plum, 1987, El;man et al., 1992); produgido de
radicais livres (Ekenko et al., 1999); possivel deplecdo de alguns
intermediarios do ciclo de Krebs @oper & Plum, 1987) e, em ultima
instancia, de ATP (Cooper & Plum, 1987; Felipo et al., 1994;
Kosenko et al., 1994; @nakumari et al., 1995; Elrcaida et alli,
1996).

1.2.2 Caracteristicas e concentracdo de amoénia nos liquidos
biologicos
E importante que se conhega como a amoénia se comporta nos
liquidos bioldgicos para que se compreenda os mecanismos pelos

quais este composto causa efeitos deletérios ao organismo.

A amonia € uma base organica forte que possui pKa de 9,1-9,2
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a 37 °C (Cooper & Plum, 1987). A forma protonada de amonia (NH,")
¢ um acido fraco e a forma ndo protonada (NH;3) ¢ uma base forte.

(Lehninger, 1995).

pKa=9,15

NHg* NH3 + H*

Figura 5 — Reag@o de equlibrio da amonia no sangue. A amonia ¢ uma base organica
forte que possui o pKa de 9,1-9,2 a 37 °C.

Portanto, na corrente sanguinea humana onde o ¢ pH 74, a
maior parte da amonia (NH3) se encontra na forma ionizada (NH,")
(@minger, 1995). Apesar de a maioria da amoénia gerada no
catabolismo estar presente como NH, em pH neutro, algumas reagdes
produzem NH;. Quando a NH; se encontra em concentragdes
excessivas ocorre uma alcalinizacdo dos fluidos celulares (I_?thinger,
1995).

Os niveis de amoOnia na corrente sanguinea podem flutuar
rapidamente, fazendo com que uma simples determinagdo da sua
concentracdo ndo seja um bom pardmetro para se definir a

concentragao real deste metabolito (@gel et al., 1994).
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1.2.3 Mecanismos propostos para a toxicidade da amonia

1.2.3.1 Toxicidade mediada por receptores glutamatérgicos do tipo

NMDA

Os eventos toxicos provocados pela amoéOnia parecem estar
relacionados aqueles envolvidos na neurotoxicidade glutamatérgica,
uma vez que concentragdes elevadas de amoénia induziram um
aumento nos niveis extracelulares de glutamato @lipo et al., 1994;
Ebu et al., 1999; Elsman et al., 1992). Um aumento na concentragao
extracelular de glutamato pode resultar em ativagdo dos receptores
NMDA, levando a abertura dos canais de ions a eles associados,
permitindo o influxo neuronal de fons Ca** e Na' @Donald &
Schoepp, 1993). O aumento intracelular de calcio permite a ativagdo
de algumas enzimas dependentes deste ion e de outros mecanismos
que desencadeiam injuria neuronal @rson et al., 1995; @emura et
al., 1992; @hman, 1992; @lakovic et al., 1995; @nstrong, 1989;
@rder & Sabatini, 1995; @/der & Bredt, 1992).

De fato, existem varias evidéncias de que a neurotoxicidade da
amonia se da por mecanismos glutamatérgicos por meio de receptores
NMDA. Segundo Elrcaida et al. (1992) e Bkenko et al. (1994)
bloqueadores deste tipo de receptor, como o MK-801, previniram a
morte ¢ deplecdo de ATP induzida pela administragdo aguda de
amonia em ratos. Porém, o MK-801 ndo previniu as alteracoes
provocadas pela amoénia nos niveis cerebrais de determinados

metabolitos destes animais, como a diminuicdo no conteudo de
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glicogénio, corpos cetonicos e de glutamato. Tampouco previniu o
aumento nos niveis de glicose e glutamina, porém previniu
parcialmente o aumento nas concentracdes de lactato e piruvato
(@ipo et al., 1994). Partindo destes resultados, foi sugerido que o
mecanismo de toxicidade da amoOnia ndo estava exclusivamente ligado
aos efeitos mediados pelo receptor NMDA, mas que a ativacdo deste
receptor era um passo essencial no processo que levava a deplecao de
ATP e morte dos animais. Embora o MK-801 ndo tenha previnido as
alteragdes no metabolismo energético citadas acima, ele previniu a
morte destes animais e a deplegdo de ATP, sugerindo que as
modificacdes nos niveis destes compostos ndo estavam diretamente
relacionadas a morte ¢ nem a deplecio de ATP dos animais
intoxicados pela amodnia @ipo et al., 1994; Elsenko et al., 1995).
Além disso, Esenko et al. (1995) demonstraram que
administragdo de compostos que previnem a toxicidade glutamatérgica
do tipo NMDA, como os inibidores da enzima 6xido nitrico sintetase,
atenuaram a toxicidade e as alteracOes nos metabolitos cerebrais
provocadas pela amonia. A nitroarginina, um inibidor da NOS,
previniu parcialmente a morte dos animais e a deplecio de ATP
induzidas pela amoénia. Além disso, previniu completamente o
aumento no contetudo da glicose, quase completamente o aumento de
lactato e piruvato e, parcialmente, o decréscimo no conteido de
glicogénio. No entanto, ndo previniu o aumento dos niveis de
glutamina e diminuicdo de glutamato. Estes dados sugeriram o
envolvimento da producao de 6xido nitrico via ativagdo de receptores

NMDA nos efeitos toxicos causados pela amdnia.
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Um dos achados mais proeminentes nos estados de
hiperamonemia ¢ a deplecdo de ATP. Varios trabalhos tentaram
elucidar a causa da deplecao deste nucleotideo ocorrida nestes estados.
Recentemente foi proposto que a deple¢do de ATP na hiperamonemia
¢ decorrente da ativagdo da enzima Na',K'-ATPase, induzida pela
amonia @ipo et al., 1994; Bkenko et al., 1994; @nakumari et al.,
1995). Com a ativacdo dos canais i0nicos ligados a receptores
ionotropicos e sensiveis a voltagem, haveria um influxo de ions Na' e
Ca™ para o meio intracelular. Para a manuten¢gdo da homeostase, o
excesso de Na' deve ser bombeado para fora da célula pela enzima
Na',K'-ATPase, um processo que requer o consumo de ATP. A partir
disso, foi sugerido que o aumento na atividade desta ATPase poderia
ser responsavel pela deplecao de ATP observada na hiperamonemia.
E\ 1994 Kosenko et al.. demonstraram que a amoénia induziu uma
ativacdo da Na", K'-ATPase, e que 0 MK-801 previniu completamente
este aumento na atividade desta enzima, indicando que este evento
estava relacionado com ativacao de receptores NMDA, e que poderia
estar envolvido na deplecdo de ATP. Foi proposto que a amonia
pudesse ter influéncia sobre a fosforilagdo desta ATPase pela proteina
quinase C (PKC) ou sobre a a desfosforilacdo desta enzima por uma
fosfatase. Como j4& havia sido descrito que a amodnia diminuia a
fosforilacido mediada pela PKC da proteina MAP-2 associada aos
microtubulos (@ipo et al., 1993) foi investigado se ocorreria
diminuicdo deste processo também para esta ATPase. Foi verificado
que na presenca de um ativador da PKC a ativagdo que a amonia

causava sobre a atividade da ATPase era completamente revertida,
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indicando que a ativagdo era devido ao decréscimo da fosforilagdao
mediada pela PKC da ATPase resultando, assim, numa ativacao da

ATPase e consequente deplecao deste nucleotideo.

1.2.3.2 Efeito da amoénia sobre o metabolismo energético

A deplecdo de ATP pela amoénia foi inicialmente associada a
incorporagdo dos grupos amino ao a-cetoglutarato, glutamato e
glutamina, em uma sequéncia de reagdes que culminaria no consumo
de ATP pela glutamina sintetase. Além do consumo de ATP pela
glutamina sintetase, o seqiiestro de o-cetoglutarato provavelmente
resultaria em interferéncia no funcionamento do ciclo de Krebs, ja que
este composto ¢ um intermediario deste ciclo, diminuindo a producdo
de ATP e assim contribuindo para a depleg¢do deste nucleotideo (figura
6). Entretanto, alguns anos mais tarde, foi demonstrado que a deple¢ao
de ATP nao estava associada a uma diminui¢cdo no conteudo de o-
cetoglutarato em todas as regides do cérebro (Elldfeld et al., 1977;
@senko et al.; 1993, EI)S). Com isso, dissociou-se a deple¢do de
ATP da diminui¢do dos niveis de a-cetoglutarato celular. Embora a
redugdo nos niveis de a-cetoglutarato em certas areas do cérebro, ou
em alguns tipos celulares, ndo possa ser excluida como causa da
deple¢ao de ATP, esta alteragdao bioquimica ndo explica a deplegdo

generalizada de ATP cerebral observada na hiperamonemia.
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Acetil CoA
Oxalacetato Citrato Glutamina
Isocitrato ADP + Pi
glutamina sintetase
Ciclo de Krebs ATP NH3
a-Cetoglutarato == Glutamato
Sucinil CoA

Figura 6 - Interferéncia da amoénia no funcionamento do Ciclo de Krebs e sintese de
glutamina. Na tentativa de detoxificar a amodnia, os grupos amino sdo primeiramente
incorporados ao a-cetoglutarato, um intermediario do Ciclo de Krebs, assim formando
glutamato. Em seguida os grupos amino sdo incorporados ao glutamato para sintetizar
glutamina em uma reagdo catalisada pela glutamina sintetase que consome ATP
(Lehninger, 1995).

O enfraquecimento da hipotese da deple¢ao de a-cetoglutarato,
contudo, ndo invalidava a hipotese de queda nos niveis de ATP pelo
alto consumo deste nucleotideo pela enzima glutamina sintetase, uma
vez que na hiperamonemia ha uma alta taxa de produgdo de glutamina,
que ¢ o mecanismo pelo qual o tecido nervoso detoxifica a amodnia
(Lehninger, 1995) (figura 6). No entanto, Ekenko et al. em 1994,
demonstraram que o MK-801 previniu completamente a deple¢do de
ATP induzida pela aménia, e acentuou o actimulo de glutamina,
sugerindo que a deple¢do do nucleotideo ndo era decorrente do

aumento na producdo de glutamina.
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Além das teorias ja citadas para a deplecdo de ATP, alguns
trabalhos demonstraram que a amoénia influencia diretamente o
funcionamento do ciclo de Krebs, uma vez que este composto inibe
algumas enzimas importantes deste ciclo como a o-cetoglutarato
desidrogenase. Em @6 Lai & Cooper demonstraram que o complexo
a-cetoglutarato desidrogenase cerebral de ratos era inibido por
concentragdes consideradas patoldgicas de amoénia (0,2 a 2 mM).
Segundo @gel (1994) o excesso de amoOnia também inibiu a
isocitrato desidrogenase em mitocondrias de figado de ratos, porém
seu efeito sobre a enzima cerebral nao era conhecido.

Uma outra hipotese sugeriu que a amonia pudesse causar uma
inibicdo da lancadeira de elétrons malato-aspartato, uma vez que a
diminuicdo nos niveis de glutamato total pode comprometer o
funcionamento desta langadeira pela diminuicao do fluxo de elétrons,
e consequente interferéncia no metabolismo oxidativo (I_?Vlzpatrick et
al., 1983). Segundo Siegel et al. (1994) ratos com hiperamonemia
apresentaram as relagdes de lactato/piruvato e NADH/NAD"
citoplasmaticas aumentadas, indicando assim que podia existir um
comprometimento no funcionamento da langadeira de elétrons que
possivelmente fosse devido a uma diminuicdo na translocagdo do
glutamato-aspartato e pelo decréscimo nas atividades das aspartato

aminotransferases, principalmente a mitocondrial (figura 7).
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Figura 7 — Inibic¢do causada pela amdnia na atividade da langadeira malato-aspartato. A amoénia
causa inibi¢do da langadeira de elétrons malato-aspartato pela diminuigdo na translocagdo do
glutamato-aspartato através da membrana mitocondrial (A) e pelo decréscimo nas atividades das

aspartato aminotransferases (B), principalmente a mitocondrial.

Além da interferéncia na produgdo de energia pela inibi¢do do
ciclo de Krebs, ¢ do decréscimo no transporte de equivalentes
reduzidos para a mitocondria, foi verificado que a amonia interfere no
metabolismo da glicose. J4 em @1, Muntz & Hurwitz verificaram

que a amodnia estimulava a glicolise em extratos cerebrais. A partir
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destes resultados os autores sugeriram que a amonia desinibia ou
ativava a fosfofrutoquinase, uma das enzimas marca-passo da via
glicolitica in vivo e in vitro. Tanto uma desinibigdo como uma
ativacdo desta enzima pode estimular a utilizacao da glicose, fato esse
observado em animais que apresentavam hiperamonemia aguda
(@wkins et al., 1973; Ehes et al., 1974). Em 1982 @kwood et al.
verificaram que em animais com hiperamonemia aguda existia
diferengas na utlizagdo da glicose nas diferentes areas cerebrais.
Segundo estes autores areas como o talamo e hipotdlamo exibiam um
aumento e o cortex exibia uma redugdo na utiliza¢do. Ja no que diz
respeito a utilizacdo da glicose pelo cérebro nas condi¢des de
hiperamonemia crdnica, existe uma série de controvérsias entre o0s
autores. Segundo @z & Duffy (1983) em condigdes de
hiperamonemia cronica, primeiro existia uma ligeira diminui¢cdo na
utilizacdo da glicose e, depois de algumas semanas da instalacdo do
quadro, havia um aumento significativo na utilizagdo deste composto.
Porém, L?Vlns et al. em 1983, observaram que existia uma reducao de
cerca de 20% na utilizagcdo da glicose pelo cérebro de ratos com 4 a 8
semanas de hiperamonemia cronica. Apesar das contradi¢des que
existem no que diz respeito a utilizagdo da glicose, € bem evidente que
o excesso de amonia induz alteragdes no metabolismo da glicose.

Uma outra evidéncia que indicava a interferéncia da amonia
sobre a glicolise, era o aumento nos niveis de lactato cerebral e da
relagdo lactato/piruvato de animais hiperamonémicos (Ekfy et al.,

1972; @ et al., 1989).

25


Carlos Mello
HAWKINS, R.A.L., MILLER, A.L., NIELSEN, R.C., VEECH, R.L. 1973. The acute action of ammonia on rat brain metabolism in vivo. Biochem. J. 134: 1001-1008.


Carlos Mello
JAMES, I.M., MAcDONNELL, L., XANALATOS, C. 1974. Effect of ammonium  salts on brain metabolism. J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry. 37: 948-953.

MARIA  LUCIA DA COSTA MARISCO
LOCKWOOD, A.H.; GINSBERG, M.D.; BUTLER, C.M.; GUTIERREZ, M.T. Selective effects of ammonia on regional brain glucose metabolism (abstr.). Ann. Neurol. 12: 114, 1982.

MARIA  LUCIA DA COSTA MARISCO
CRUZ, N.F. & DUFFY, T.E. LOCAL cerebral glucose metabolism in rats with chronic portacaval shuntz. J. Cereb. Blood Flow Metab. 3: 311-320, 1983.

MARIA  LUCIA DA COSTA MARISCO
MANS, A.M.; BIEBUYCK, J.F.; DAVIS, D.W.; BRYAN, R.M.; HAWKINS, R.A. Regional cerebral glucose utilization in rats with portacaval  anastomosis. J. Neurochem. 40: 986-991, 1983.

Patricia da Costa Marisco
DUFFY, T.E.; NELSON, S.R.; LOWRY, O.H. Cerebral carbohydrate metabolism during acute hypoxia and recovery J. Neurochem. 19: 959-977, 1972.

Patricia da Costa Marisco
LAI, J.C.K., MURTHY, Ch.R.K., COOPER, A.J.L., HERTZ, E., HERTZ, L. 1989. Differential effects of ammonia and \(–methylene-DL-aspartate on metabolism of glutamate and related amino acids by astrocytes and neurons in primary culture. Neurochemical Research. 14 \(4\): 377-389.



Introducdo

1.2.3.3 A amoénia aumenta a producdo de radicais livres

Além dos mecanismos ja descritos para a toxicidade da
amonia, acredita-se que este composto cause prejuizos na fungdo
mitocondrial também por induzir um aumento na producdo de radicais
livres. Alguns estudos demonstraram que a amoOnia provocou uma
diminui¢do na atividade das enzimas antioxidantes € aumento na
producdo de radicais superdxido no cérebro (Ekenko et al., 1997).
Esenko et al., em 1999, demonstraram que o bloqueio nos receptores
glutamatérgicos tipo NMDA com MK-801 previniu o estresse
oxidativo induzido pela amonia, sugerindo o envolvimento destes
receptores na diminui¢do das defesas antioxidantes induzidas por

niveis séricos de amonia elevados.

1.2.3.4 Alteracoes nas fungoes de neurotransmissores

O metabolismo da amoénia estd intimamente relacionado a
sintese e turnover de alguns neurotransmissores, entre eles GABA
(acido y-aminobutirico), aspartato e glutamato.

Viarios estudos demonstram que a hiperamonemia alterou o
metabolismo cerebral normal do glutamato, induzindo uma
diminuicdo no contetido cerebral de glutamato € um aumento na
concentracdo extracelular deste aminoacido @defelt et al., 1977;
Cooper & Plum, 1987; Butterworth et al., 1991; Felipo et al, 1994;
Zhou et al., 1999).

Em @77 Hindefelt et al. verificaram que a hiperamonemia
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aguda em ratos causou uma diminui¢do no conteudo cerebral de
aspartato e que a progressdo para o coma profundo era acompanhada
de um progressivo aumento de alanina e diminuicao de glutamato. Em
1994 Felipo et al. também demonstraram que a amoénia diminuiu o
contedo total de glutamato cerebral. Embora o decréscimo no
contetido de glutamato tenha ocorrido usualmente de uma forma nao
muito acentuada (Cooper & Plum, 1987; Siegel et al., 1994), se as
alteragdes nas quantidades deste aminoacido tivessem ocorrido em
compartimentos especificos, tais como astrocitos e terminais
sindpticos, poderiam ocorrer profundos efeitos fisiologicos em
decorréncia destas alteracdes. Sob este aspecto, Eldford & Ward
(1975; @6) demonstraram que a glutamina era uma fonte de
carbonos para o glutamato, e que concentragdes de 1 mM de amodnia
inibiam a atividade da glutaminase em sinaptossomas. Baseando-se
nestes achados, estes autores sugeriram que a inibicao da atividade da
glutaminase poderia contribuir para a deplecao deste neurotransmissor
nas terminagdes nervosas. A partir destes trabalhos foi proposto que os
fons NH," tinham um efeito direto sobre o sistema glutamatérgico,
diminuindo os niveis de glutamato nas terminag¢des nervosas.

Apesar de o contetdo total de glutamato no cérebro encontrar-
se diminuido na hiperamonemia, a concentracdo extracelular de
glutamato parecia elevada (Bosman et al., 1992). Isso provavelmente
era devido ao aumento na liberagao deste aminoacido @terworth et
al., 1991), diminuicdo na sua recaptacdo pelos terminais sinapticos
(Ebu et al., 1999) e astrocitos ou por ambos mecanismos.

O processo de recaptacdo do glutamato liberado na fenda
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sinaptica pela transmissdo do impulso nervoso € a principal forma pela
qual ¢ cessada a acdo deste aminoacido excitatorio neste local, e
desencadeia a reciclagem do esqueleto de carbono deste
neurotransmissor (Zhou et al., 1999). A recaptacao ¢ feita por varios
transportadores dependentes de Na', que possuem alta afinidade pelo
glutamato. S3o conhecidos cinco subtipos de transportadores: EAATI1
(GLAST), EAAT2 (GLT-1), EAAT3 (EAACI1), EAAT4 E EAATS.
Estudos 1iniciais de hibridizagdo in situ e 1muno-histoquimica
indicaram que GLAST e GLT-1 se encontram somente nos astrocitos,
enquanto EAACI se encontram principalmente nos neurdnios pos-
sindpticos, ¢ EAAT4 e EAATS estavam sendo identificados em
neurdénios do cerebelo e da retina, respectivamente. Mais
recentemente, grandes quantidades de RNA mensageiro de GLT-1 tém
sido identificadas nos neurdnios, enquanto o transportador EAACI
tem sido indentificado em astrdcitos (Ehdenberg, 1998). Alguns
estudos demostraram que a amoénia diminuiu os niveis do RNA
mensageiro do transportador GLAST em culturas de astrocitos de
varias areas cerebrais, principalmente em astrocitos do estriado (Bl)u
et al., 1999). Estes resultados indicam que, na hiperamonemia, pode
ocorrer faléncia na recaptagdo do glutamato pelas células gliais, o que
certamente contribui para o aumento nos niveis extracelulares de
glutamato.

Além das alteragdes no metabolismo do glutamato, a amodnia
também interfere no metabolismo de outros neurotransmissores como
o GABA. @enci et al. (1983; @4) demonstraram que a amodnia

produziu uma ativacao do sistema GABAérgico e, em 1984, o mesmo
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grupo demonstrou que coelhos com faléncia hepatica apresentavam
decréscimo na atividade da GABA transaminase cerebral, sugerindo
que este achado provia evidéncia indireta de um decréscimo no
turnover do GABA. Em 1979 @ns et al. encontraram niveis
significamente elevados de GABA em cérebros de animais com
hiperamonemia. No entanto, @ns et al. (1979; 1990) demonstraram
que a concentracgdo intracelular de GABA encontrava-se diminuida em
ratos com hiperamonemia, provavelmente pela diminuicdo na
concentracdo intracelular de alguns de seus precursores ou pelo
decréscimo da sua recaptagdo pela célula. Em 1992 Bosman et al.
demonstraram que os niveis extracelulares de GABA ndo se
encontravam elevados no liquido de dialise de cortex cerebral de ratos
com hiperamonemia induzida. Como neste experimento ndo houve um
aumento na concentracao extracelular de GABA, estes autores
explicaram o aumento na atividade GABAérgica como decorréncia de
uma alteracdo na densidade e ou afinidade destes receptores ou pela
ocorréncia de ligantes endogenos de receptores para benzodiazepinas
(@es et al., 1988; @llen et al., 1990). No entanto, @der &
Noremberg, em 2000, avaliaram a contribuicdo da amoénia para as
anormalidades na transmissdo GABA¢érgica apresentadas pelos
pacientes com encefalopatia hepatica em culturas de astrdcitos, ja que
estas parecem as cé€lulas-alvo da neurotoxicidade da amoénia. Estes
autores demonstraram que, tanto o tratamento agudo como o cronico,
com 5 mM de amoénia, inibiram significativamente a recaptacao de
GABA com concomitante decréscimo do V.« € do K,,. Além disso, a

amonia também induziu um aumento na liberacdo deste

29


Patricia da Costa Marisco
MANS ver no COOPER Nº 295


Patricia da Costa Marisco
MANS, AM., SAUNDERS, S.J., KIRSCH, R.E., BIEBUYK, J.F. 1979. Correlation of plasma and brain amino acids and putative neurotransmitter alterations during acute hepatic coma in the rat. J.Neurochem. 32, 285-92


Patricia da Costa Marisco
MANS, AM., DEJOSEPH, M.R., DAVIS, D.W., VINA, J.R., HAWKINS, R.A 1990. Early establishment of cerebral dysfunction after portacaval shunting. Am. J. Physiol. 259, E104-E110


Patricia da Costa Marisco
JONES,E.A, GAMMAL, S.H. 1988. Hepatic ancephalopathy,  in THE LIVER: BIOLOGY AND PATHOBIOLOGY (Arias I.W. and Popper H., eds), pp. 985-1007. Raven Press, New York.


Patricia da Costa Marisco
MULLEN, K.D., SZAUTER, K.M., KAMINSKY-RUSS, K. 1990. Endogenous benzodiazepine activity in body fluid of patients with hepatic encephalopaty. Lancet 336, 81-83.


Patricia da Costa Marisco
BENDER,A.S. e NOREMBERG, M.D. Effect of ammonia on GABA uptake and release in cultured astrocytes. Neurochemistry International, 36: 389-395. 2000.


Introducdo

neurotransmissor. A partir destes resultados, os autores sugeriram que
estes efeitos da amoénia sobre o GABA poderiam provocar uma
elevacdo nos niveis extracelulares de GABA e assim contribuir para a
disfuncao na neurotransmissio GABA¢rgica.

Apesar de ndo existir consenso quanto as possiveis alteragdes
nas quantidades de GABA, existe uma unanimidade por parte dos
pesquisadores quanto a capacidade da hiperamonemia em causar
disfuncdes na transmissdao GABAérgica. Por fim, as evidéncias
indicam que alteracdes nos niveis de GABA ou no seu metabolismo
podem ter um importante papel na patogénese de alguns estados onde
ocorre aumulo de amonia.

Além das alteragdes nos neurotransmisores ja descritos, alguns
trabalhos investigaram as alteragcdes no conteddo e fun¢do da
acetilcolina no cérebro. E\ganga et al., em 1953, observaram uma
diminui¢do na sintese de acetilcolina em fatias de cérebros tratados
com amonia. Outros dois trabalhos demonstraram diminui¢do na
concentracdo cerebral de acetilcolina em animais que apresentavam
convulsdes induzidas pela amonia @(ahashi et al., 1961; Cooper &
Plum, 1987@2’1 @lker et al. (1971) ndo conseguiram demonstrar
diminuigdes no conteddo de acetilcolina em condigdes de
hiperamonemia aguda e @ker et al. (1977) demonstraram que a
indugdo de coma por intoxicagdo aguda pela amodnia tem pequeno ou
nenhum efeito sobre os niveis cerebrais de acetilcolina. Em 1968
Elriyama et al. demonstraram que a amonia inibiu a ligacdo de
acetilcolina em sinaptossomas. Contudo, hd quase um consenso na

literatura de que as alteragdes colinérgicas observadas na
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hiperamonemia ndo estdo envolvidas na génese das convulsoes.

1.2.3.5 Prejuizo aos mecanismos de neuroprotecdo endogenos

A toxicidade da amoénia tem sido relacionada com diversos
fatores que prejudicam o funcionamento normal do SNC, entre eles
estdo incluidos os prejuizos causados aos mecanismos neuroprote¢ao
do organismo. O acido quinurénico, um antagonista enddégeno dos
receptores glutamatérgicos ionotropicos NMDA e ndao NMDA, ¢ um
destes agentes neuroprotetores. Este acido, sintetizado principalmente
nos astrdcitos a partir do seu precursor quinurenina, confere protecao
as células do SNC e possui efeito anticonvulsivante (@ks et al.,
1994). Em @8 Saran et al. demonstraram que a amdnia provocou
uma reducdo na sintese deste neuroprotetor causando, assim, um
prejuizo neste mecanismo endogeno de neuroprotecdo. Ainda nao
estdo bem esclarecidos os mecanismos pelos quais a amdnia inibiu a
sintese deste acido, contudo acredita-se que seja decorrente da injuria

celular que este metabolito provoca, principalmente nos astrdcitos.

1.2.3.6 Ateragoes funcionais e patologicas dos astrocitos e neuronios

Embora as causas das disfuncdes neurologicas provocadas pela
amonia ainda ndo sejam totalmente conhecidas, acredita-se que parte
das alteragdes ocorridas nas células do sitema nervoso central seja
decorrente, além das alteracdes ja citadas, do acimulo de 4gua que

ocorre nas condi¢cdes de hiperamonemia. Os altos niveis de amodnia
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induzem um grande acumulo mitocondrial de glutamina no cérebro
(Elinska et al., 1996), um metabodlito que promove retencao de agua
causando assim um edema celular que aparece principalmente nos
astrocitos, embora algumas alteragdes possam ocorrer nos neurdnios
(@wes & Leino, 1985; @emberg etal., 1991).

Em BES Drewes e Leino demonstraram que a exposi¢do aguda
a amOnia e 4acido octanodico causou dano nos corpos celulares dos
neurdnios em preparacoes de cérebro de cdes. As mitocondrias dos
neurdnios se apresentaram alteradas e, apesar do edema, as
mitocondrias dos astrocitos pareciam normais. A partir destas
observacdes, os autores concluiram que além dos astrocitos, os
neurdnios também podem sofrer alteragdes nas sindromes
hiperamonémicas e este fato pode ser relacionado aos mecanismos
basicos da toxicidade da amonia.

Outro mecanismo proposto para as alteracoes celulares
induzidas pela amdnia foi sugerido por @senko et al. em 2000. Estes
autores observaram que a administragdo de amonia em ratos induziu
importante alteracdo na homeostase de célcio nas células do SNC,
levando a um rapido aumento no contetdo de célcio intramitocondrial,
seguido por uma reducdo na capacidade e na taxa de captagdo deste
ion destas mitocondrias, além de aumentar o efluxo espontaneo deste
ion da mitocondria para o citosol. Todos este efeitos foram previnidos
pela administracdo de MK-801, indicando que os efeitos provocados
pela amonia sobre a homeostase de calcio eram decorrentes da
ativacdo dos receptores NMDA. Além disso, para avaliar um possivel

envolvimento do poro de transi¢do nos efeitos toxicos provocados
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pelo amodnia, os autores verificaram que a administragdo de
ciclosporina A, um inibidor da permeabilidade do poro de transi¢dao
nao alterou nenhum destes parametros, indicando que a permabilidade
do poro de transi¢do ndo tinha um papel sobre o efluxo de calcio nas
condi¢des estudadas.

Além destes, a amonia parece alterarar as células do SNC
também por outros mecanismos. Ekanska et al. em 2000 sugeriram
que este composto pudesse ter seus efeitos danosos sobre as células
nervosas por meio da indu¢do do fendmeno de apoptose. Em culturas
destas células os efeitos deste composto pareciam ser parcialmente
mediados pela estimulagio de alguns supostos mecanismos
sinalizantes caracteristicos do programa de apoptose. Estes autores
verificaram que em culturas de células C6 de glioma, concentragdes
de 5 e 10 mM induziram apoptose em 50% das células em 96 horas de
exposicao. Ja, em 3-6 horas de exposi¢do, se verificou a primeira
transducao de sinal supostamente envolvida na apoptose, a ativacao da
PKCa. Além disso, coincidentemente com pronunciada manifestagdo
de apoptose (em 72 horas e mais ainda em 96 horas) foi observado um
aumento na transferéncia do fator de transcricdo NFxB do citoplasma
para o nucleo. Quando o meio de cultura foi tratado com L-NAME,
um inibidor da 6xido nitrico sintetase, houve uma marcada reducao no
numero de cé€lulas com apoptose, indicando que o 6xido nitrico
parecia estar envolvido no processo. Estes resultados sugeriram que os
efeitos toxicos causados pela amoénia sobre as células do SNC
poderiam ser resultantes de uma complexa interrelagdo de pelo menos

trés moléculas sinalizadoras, supostamente envolvidas no fendmeno
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de apoptose, o 6xido nitrico, PKC e transcri¢cao do fator NFkB.
1.2.3.7 Alteracoes na morfologia da barreira hemato-encefilica e

nos sistemas carreadores

Na hiperamonemia as propriedades fisiologicas da barreira
hemato-encefalica parecem encontrar-se alteradas. Nesta condicao ha
um influxo de amoénia para o SNC, uma vez que esta substincia
atravessa os capilares desta barreira por difusdo. Segundo alguns
pesquisadores do assunto, animais com hiperamonemia, tanto aguda
como cronica, apresentaram um aumento na permeabilidade da
barreira hemato-encefalica para compostos de alto peso molecular
(@usen etal., 1975; @7; @rs etal., 1985 ; @ci etal., 1983).

Muitos estudos observaram alteragdes nos sistemas de
transporte da barreira hemato-encefdlica em condi¢des de
hiperamonemia, principalmente para os aminoacidos. Segundo James
et al. @8; @79) os animais hiperamonémicos apresentaram um
aumento na captagdo de aminoacidos neutros pela barreira e, segundo
Mans et al. @2), um aumento de fenilalanina, triptofanio e leucina.
Ja @ns et al., em 1983, demonstraram uma diminui¢do na captagao
de lisina. A partir destes resultados, estes autores sugeriram que
amoénia induz alteragdes nas caracteristicas cinéticas dos carreadores

presentes nesta barreira.
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1.2.3.8 Efeitos da amoénia sobre os vasos sanguineos e sobre o fluxo

sanguineo

Os efeitos induzidos pela amodnia sobre os vasos, € o fluxo
sanguineo, sdo ainda um tanto obscuros. Os resultados encontrados
pelos pesquisadores do assunto sdo um tanto conflitantes. Alguns
estudos demonstraram que a amonia provocou um efeito vasodilatador
direto sobre os vasos sanguineos cerebrais, uma vez que em macacos
acordados, a infusdo de amonia resultou num aumento do fluxo
sanguineo cerebral, sem alteracdo na pressao do sistema de perfusao,
mas com uma moderada elevacdo da pressdo intracraniana (@dt et
al., 1977, @orhies et al., 1983). Resultados um pouco diferentes
foram encontrados em experimentos com outras especies. Em ratos, a
hiperamonemia aguda diminuiu o fluxo sanguineo global do cérebro,
enquanto que em caes, uma diminui¢cdo mais substancial foi verificada
(@es et al.,, 1974). Ja @zilay et al. (1985) encontrou alteragdes
significantes no fluxo somente em algumas areas cerebrais, como a
ponte e mesencéfalo. No entanto, em ratos com hiperamonemia
cronica, foi verificado um aumento no fluxo sanguineo cerebral
(@dde et al.,, 1978). J4 em humanos, a hiperamonemia aguda
também aumentou o fluxo sanguineo cerebral (Cooper & Plum, 1987).
El;ner & Plum (1960) estudando um grupo que apresentava cirrose
hepatica cronica, encontraram um fluxo sanguineo cerebral normal
nos pacientes que nao apresentavam encefalopatia. Contudo, quando
estes pacientes desenvolviam sintomas neurologicos se observava uma

diminuic¢ao no fluxo sanguineo cerebral.
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Pode-se dizer, portanto, que existem indicios de que as
sindromes hipermonémicas exercem efeitos diferentes sobre a
circulagdo cerebral em todos os animais. No modelos agudos, as
alteracoes podem variar conforme a espécie estudada e o modelo
exeprimental utilizado (quantidade e duragdo da exposi¢ao a amonia,
efeitos secundarios de pH, etc). J4, modelos experimentais de
hiperamonemia cronica parecem estar associados com um aumento no
fluxo sanguineo. No entanto, em humanos, ainda existem poucos
dados satisfatorios relacionando hiperamonemia com alteragdo no

fluxo sanguineo cerebral.

1.2.3.9 Efeitos da amonia sobre as propriedades eletrofisiologicas

das células do SNC

As concentragdes elevadas de amoOnia parecem promover
alteragdes nas propriedades eletrofisioldgicas das células neuronais,
interferindo no funcionamento da membrana celular € na transmissao
sinaptica. Alguns estudos demonstraram que a amonia alterou a
atividade das ATPases da membrana celular. Ebu, em 1960,
demonstrou que os ions amodnios (NH,') podiam substituir os ions
potassio (K") na estimulagdo da ATPase da membrana de células
nervosas de carangueijos. Além disso, Eliasivudu et alli (1977)
verificaram que a toxicidade aguda da amodnia em camundongos
também levou a um aumento na atividade da Na', K'-ATPase nos

cérebros destes animais. No entanto, @wnker et al. (1967) nao
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encontraram aumento desta ATPase em ratos injetados com acetato de
amonio, mas também perceberam que os ions NH, podiam substituir
os fons K na reagdo catalizada pela enzima.

Os ions NH;  podem afetar o potencial de membrana e a
excitabilidade dos neurénios porque se comportam como fons Na' e
K" (Cooper & Plum, 1987). Os ions aménio atravessam a membrana
neuronal com aproximadamente 30% da permeabilidade dos fons Na'-
K'. Quando em altas concentragdes, os ions amdnio se comportam
como ions K" e causam despolarizacdo neuronal maciga, enquanto
concentragdes extracelulares menores de NH," (4-8 mM) diminuem o
potencial de acdo de pré-sinapses aferentes (@er & Nicoll, 1983) e a
amplitude dos potenciais sinapticos hiperpolarizantes dependentes de
fons K, tais como potencial hiperpolarizante tardio em preparagdes de
células piramidais de hipocampo in vitro (Alger & Nicoll, 1983).

Em Eb& Allert et al. demonstraram que a amodnia induziu
despolarizagdo em cultura de astrocitos de cortex de ratos por
promover alteragdes nas concentracoes intracelulares de ions.
Segundo estes autores, a exposicdo destas culturas a concentragdes
elevadas de amonia induziu alteragdes morfoldgicas e bioquimicas
similares aquelas encontradas na hiperamonemia in vivo. Estes autores
verificaram que a amodnia induziu uma lenta e reversivel
despolarizagdo dose-dependente nestas células pela diminui¢do na
condutancia ao potéassio. Além disso, o ion amodnio entra para o meio

intracelular por canais de potassio sensiveis ao bario.
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1.2.3.10  Efeitos da amonia sobre o pH celular

Acredita-se que um dos maiores efeitos toxicos causados pela
amonia seja decorrente do aumento no pH celular induzido por este
composto (Lehninger, 1995; Cooper & Plum, 1987). Em @7
Kanamori & Ross demonstraram que a infusdo de acetato de amonio
em ratos causou uma elevacao de pH nas células gliais de pH 7,1 para
7,4-7,5; particularmente em astrocitos, onde a glutamina ¢ sintetizada
e estocada. Embora o mecanismo pelo qual a amoénia cause
alcalinizacdo nos astrocitos ainda ndo seja completamente entendido,
estes autores sugeriram dois mecanismos para esta alteracao: primeiro,
a alcalinizacdo pode ocorrer como um resultado direto do influxo de
amonia e, segundo, pode ocorrer através da elevacao da concentragdao
de potéssio intersticial induzida pela amonia, que causa despolarizagao
da membrana glial, resultando em alcalinizagdo intraglial mediada por
um cotransportador de Na'/HCO5~ (Ehamori & Ross, 1997). A forma
nao protonada NHj;, que em pH 7,1 constitui aproximadamente 0,6%
da amonia total (NH; + NH,"), por ser lipossoluvel facilmente se
difunde através da membranas plamaticas. A subsequente associagao
da NH; com o H' intracelular para formar ion aménio (NH,"), resulta
em uma subtracio de uma quantidade equivalente de H' da 4agua
celular e assim aumenta o pH intracelular (Cooper & Plum, 1987;
Kanamori & Ross, 1997).

Além disso, quando o NH, ¢ metabolizado a glutamina nas
células gliais, pela glutamina sintetase, ocorre a liberacao de prétons,

porque o substrato participante desta reagdo deve ser o ion NHj,
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conforme a reacao abaixo (Kanamori & Ros@% ).

24
NH;" + RCOO" + ATP*+ H,0 —“£ » RCONH, + OH + ADP*+ HPO,> + nH'

Figura 8 — Reagdo da glutamina sintetase. A glutamina sintetase catalisa a conversao da
amonia tecidual em glutamina promovendo a libera¢ao de protons no meio celular e ions
OH'.

Na reacdo acima o composto RCOQO™ representa a estrutura da
glutamina e n a estequiometria do préton liberado pela hidrdlise de
ATP. Portanto, a hidroxila (OH’) liberada pela amidacao ¢
neutralizada principalmente pelo préton liberado pela hidrélise do
ATP. Consequentemente, enquanto o influxo de amonia acumulado
como NH, causa alcalinizagdo intracelular, a amonia que ¢
metabolizada a glutamina nao causa alteragao no pH intracelular, pois
a OH" liberada ¢ tamponada pelos protons da mesma reacdo. Estas
consideragdes sugerem que o efeito alcalinizante da amonia,
provavelmente torne-se mais importante a medida que ocorre
saturacdo da glutamina sintetase com a amoénia € que, a amoOnia
oriunda do sangue comece a se acumular nos astrocitos como ions
NH," (Kanamori & Ross, 1997).

Além destes mecanismos, tem sido sugerido que a
hipermamonemia pode induzir alcalinizacdo por decréscimo na
capacidade tamponante intracelular, devido a diminui¢do na pressao
de CO, (PCO;) cerebral (Kanamori & Ross, 1997). Dois fatores

podem contribuir para a diminuicdo da PCO, cerebral: primeiro, em
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condi¢des normais, quando ocorre hipocapnia ha diminui¢ao no fluxo
sanguineo cerebral para reduzir a perda de CO, No entanto, esta
resposta regulatéria ¢ alterada pela hiperamonemia. Segundo, a
hiperamonemia também estimula a fixacdo anaplerdtica de CO,,
catalizada pela enzima glial piruvato carboxilase, resultando em
adicional decréscimo da concentracdo de CO,. Em decorréncia da
diminuicdo da PCO, nos astrécitos, pode ocorrer um importante
decréscimo na capacidade tamponante celular, resultando assim numa
importante alteragdo no pH celular que pode contribuir para os efeitos

toxicos provocados pela amonia (Kanamori & Ross, 1997).
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1.3. Sucinato Desidrogenase

A sucinato desidrogenase (EC 1.3.99.1) ¢ uma enzima de
central importancia no metabolismo aerdbico celular. Estd presente
nas mitocondrias celulares onde faz parte do complexo II da cadeia
respiratdria, catalisando a oxidacdo do sucinato até fumarato no ciclo
de Krebs e transferindo equivalentes redutores diretamente para a
cadeia respiratoria (Lehninger, 1995). A maior parte das moléculas de
enzima encontra-se ancorada na membrana interna desta organela,
porém uma pequena fracdo de enzima se encontra na forma soltuvel
(Ackrell et al., 1974).

A SDH estd presente em varios organismos, € sua estrutura
primaria ¢ bem conservada (Hederstedt & Hedén, 1989), sendo
classificada como uma flavoenzima ferro-enxofre. Sua estrutura ¢
composta por quatro subunidades: um dominio hidrofilico, que
compreende uma flavoproteina (Fp) com uma porcao histidil-FAD, e
uma subunidade ferro-enxofre (Ip), que abriga os trés grupos [2Fe-
28T, [4Fe-4ST7"'" e [3Fe-4S]'™°. Dois polipeptideos Cis e Ciig
agem como ancoras a membrana para a subunidade catalitica e
provém os sitios ligantes para a ubiquinona. Todas as quatro
subnidades sdo codificadas no nacleo e devem ser importadas para a
mitocondria (@ger et al., 1995).

Em 1989, um estudo realizado com marcacao radioativa em
SDH isolada de coragdo de boi demonstrou que o sitio catalitico se
localiza na subunidade Fp (]_?Vlderstedt & Hedén, 1989). Este sitio

aparentemente possui um residuo essencial de cisteina, uma vez que o
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substrato e analogos ao substrato, como o malonato, conferem
protecdo a inativagdo por reagentes que modificam grupos tidis como
bromopiruvato e N-etilmaleimida @mey, 1975; Hederstedt &
Hedén, 1989). Estes achados sugerem que o residuo essencial de
cisteina esta localizado no sitio catalitico ou muito proximo a ele. O
residuo de cisteina parece ndo ser essencial a oxidagdo do substrato,
porém essencial a ligacdo do substrato ao sitio catalitico (I_?Vlderstedt
& Hedén, 1989). Contudo, em B‘Sl Lé-Qudc et al. demonstraram a
presenga de outro grupo essencial sulfidrila para a atividade da SDH
além do ja conhecido. Neste estudo foram utilizados trés derivados
maleimidas com diferentes hidrofobicidades, que revelaram a presenga
de duas classes de grupos sulfidrilas essenciais para a atividade da
SDH, porém com diferentes reatividades. Os resultados indicaram que
o grupo sulfidrila mais reativo estava localizado no sitio catalitico,
pois o substrato e inibidores competitivos, como malonato,
protegeram o grupo contra a inibicdo causada pelos reagentes,
confirmando os dados j& existentes. No entanto, os ligantes do sitio
catalitico ndo previniram completamente a inativacio da SDH e
analise da cinética da inibi¢do na presenca de substrato indicaram que
o grupo sulfidrila com baixa reatividade ndo pertencia ao sitio
catalitico. Foi demonstrado que a maioria dos grupos tidis mais
reativos estavam localizados num microambiente hidrofobico uma vez
que estes grupos foram sensiveis ao carater hidrofoébico do reagente. A
reatividade da outra classe de grupos tidis ndo foi influenciada pela
natureza do reagente. Quando a enzima estava pouco ativa, ou seja,

ligada ao oxalacetato, nenhum dos dois grupos reagiram com o0s
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compostos alquilantes, indicando a possibilidade de que estes grupos
possam ser mascarados pela mudanga conformacional que a ligacao
com o oxalacetato induz na enzima (L&-Quoc et al., 1981).

Além do residuo de cisteina, o sitio catalitico parece conter
também um residuo histidil. A atividade da enzima ¢ inibida por
dietilpirocarbonato, um composto que reage com grupos imidazol dos
residuos histidil, e ¢ protegida pelo substrato e analogos como
malonato e oxalacetato, ¢ ativadores como NaClO4 e NaBr @ &
Hatefi, 1981). Estes resultados sugerem a presenga de um residuo
essencial histidil provavelmente localizado no sitio catalitico.

A SDH se encontra sob duas formas: uma ativa e uma pouco
ativa. As moléculas de enzima sofrem transi¢do de uma forma para a
outra, conforme as condi¢cdes do meio, tais como pH, temperatura,
potencial redox e presenga de ions e moléculas ativadoras (Elamey et
al., 1974). Na forma ativa, a enzima normalmente se encontra livre, ou
seja, ndo ligada a nenhum composto. J4 na forma pouco ativa, a
enzima se encontra fortemente ligada, em uma propor¢cdo de 1:1
(Ackrell@ al, 1974), ao oxalacetato, um composto que esta presente
na maioria das preparagdes da enzima.

Além da ligagdo ao oxalacetato, outro fator que determina a
atividade da enzima ¢ o seu estado conformacional. A enzima pode
apresentar mudangas na sua conformagdo que determina alteracdes no
seu padrdo de atividade, resultando assim em conformacdes ativas ou

pouco ativas (Ackrell et al., 1974).
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1.3.1 Inibidores da atividade da SDH

A sucinato  desidrogenase ¢ inibida competitiva e
reversivelmente por oxalacetato (Ackrell et al.,, 1974), malonato
(@ene et al., 1993; @ene & Greenamyre, 1995; ) e metilmalonato
(@tra et al., 1993), e irreversivelmente por acido 3-nitropropidnico
(Ehsel & Sonnewald, 1995; @uillet et al., 1998) uma vez que sao
compostos analogos ao substrato da enzima. Também ¢ inibida pelos
reagentes de grupos tidis bromopiruvato e N-etilmaleimida (Kenney,
1975), pelo reagente de grupo imidazol dietilpirocarbonato (EL &
Hatefi, 1981) que reagem com os residuos presentes no sitio catalitico,
por malato que oxida a enzima @tman & Silman, 1975), por ions
sulfato que parecem interagir com o sitio catalitico (@tlyar &

Vinogradov, 1983).

1.3.2 Ativadores da atividade da SDH

A ativacdo da enzima pode ocorrer devido a uma mudanga
conformacional, deslocamento do oxalacetato (Ackrell et al., 1974) ou
mudanca no estado redox (Gutman & Silman, 1975). Conforme
Kearney et al. (1974), a ativagdo por anions em valores de pH neutro
ou levemente alcalinos ¢ decorrente de uma mudanga conformacional
na estrutura proteica, uma vez que este tipo de ativacdo possui uma
alta energia de ativagdo, embora o valor ndo seja tdo alto como para
ativacdo pelo substrato e pela coenzima Q reduzida.

A enzima ¢ ativada pelo substrato, por coenzima Q reduzida,
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pelos ions cloretos (CI'), brometos (Br), percloratos (ClO4) (Kearney
et al., 1974; Vik & Hatefi, 1981), fosfatos (Kenney, 1975), acetatos
(Ebinson & Weiner, 1981), pelo ATP, IDP e ITP (Gutman & Silman,
1975), pelos fons célcio (Ca*™) @wa & Ogata, 1979) e zinco (Zn™)
(@naguchi et al., 1982).
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Ojetivos

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

1.

Investigar o efeito da amonia sobre as alteracdes
comportamentais induzidas pela injecdo de MMA intra-

estriatal em ratos.

. Investigar o efeito da amonia sobre a atividade da SDH in

Vitro.

. Determinar se a amoénia potencializa o efeito inibidor do

MMA sobre a SDH in vitro.
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Material e Métodos

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes

2,6-Diclorofenolindofenol — Sigma
Acetato de amonio - Merck
Acido cloridrico - Vetec

Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) — sal de potassio —

Reagen
Acido fosforico — Synth
Acido metilmalonico — Sigma
Acido succinico — Sigma
Albumina - Sigma
Cianeto de potassio - Merck
Cloreto de amoénio - Nuclear
Cloreto de Magnésio - Reagen
Cloreto de potassio — Merck
Cloreto de s6dio — Ecibra
Comassie brilhante blue - Sigma
Etanol — Chemco

Fenasina metassulfato — Sigma
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Fosfato de potassio dibasico - Synth
Fosfato de potassio monobasico - Synth
Glicose - Merck

Hidroxido de potassio — Merck
Hidréxido de s6dio — Merck

Rotenona — Sigma

Sacarose — Vetec

3.2. Solucgoes

3.2.1 Comassie Blue

- 50 mg de Comassie brilhante blue
- 25 ml de etanol p.a 95%
- 50 ml de 4cido fosforico 85%

- 4gua ultrapura tipo II g.s.p. 500 ml

Material e Métodos

O comassie blue foi dissolvido em etanol e acrescentada parte

da agua ultrapura tipo II. Foi entdo acrescentado o acido fosforico e

completado até o volume desejado com o restante da agua. A solugdo

fo1 filtrada antes do seu uso.
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3.2.2 Tampdo de homogeneizacio:

- sacarose 0,32 M

- acido etilenodiamino tetracético 0,5 mM

- Tris-HC1 10 mM, pH 7,4 em agua ultrapura tipo II.

3.2.3 Solucdo de acido metilmalonico pH 7,4

O 4cido foi pesado, dissolvido em &gua ultrapura tipo II e

elevado o pH até 7,4 com KOH.

3.2.4 Solucdo de acido sucinico 333 mM pH 7,0

O 4cido succinico foi dissolvido em agua ultrapura tipo Il e o

pH ajustado com solugdo de fosfato de potassio dibasico.

3.2.5 Solucdio de albumina

A albumina foi dissolvida em agua ultrapura tipo Il até uma

concentragao final de 1 mg/ml.

3.2.6 Solucdo de cianeto de potassio 122,5 mM

O cianeto de potasio foi dissolvido em &gua ultrapura tipo II.
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3.2.7 Solucdo de cloreto de amonio

O cloreto de amonio foi dissolvido em 4gua ultrapura tipo II.

3.2.8 Solucao de cloreto de potdssio

O cloreto de potassio foi dissolvido em 4gua ultrapura tipo I1.

3.2.9 Solucao de diclorofenolindofenol (DCIP) 1,7 mM

O DCIP foi dissolvido em 4gua ultrapura tipo II.

3.2.10 Solugao de fenasina metassulfato 7,5 mM

A fenasina metassulfato foi dissolvida em agua ultrapura tipo II.

3.2.11 Solugdo de rotenona 30 ug/ml

A rotenona foi dissolvida em etanol na proporcao de
aproximadamente 10% do volume final da solucdo. O volume foi

completado com agua ultrapura tipo II.

3.2.12 Solugao salina-sacarose, pH 7,2

- sacarose 270 mM

- cloreto de magnésio 5 mM
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- glicose 20 mM
- cloreto de s6dio 0,9 %

Dissolvidos em tampao fosfato de potassio 270 mM pH 7,2

3.2.13 Tampdo fosfato 150 mM pH 7,5

Foram dissolvidos em dagua ultrapura tipo II e em frascos
separados fosfato de potdssio dibdsico e fosfato de potéssio
monobasico na concentragao indicada. A solucdo de fosfato de
potassio monobdsico foi adicionada a solucdo de fosfato de potassio

dibasico até atingir o pH 7.,5.

3.3. Equipamentos

- Agitador de tubos — marca Phoenix AP56

- Agitador magnético — marca IKR- Combimag-RCT
- Balanga analitica - marca Gibertini

- Balanga semianalitica — marca Acculab V400

- Banho-maria — marca Biomatic

- Centrifuga refrigerada — marca Hitachi

- Cronometros — marca Casio

- Espectrofotdmetro — marca Carl Zeiss M4 QIII

- Espectrofotdometro — marca Hitachi U-2001
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- Estereotaxico — marca Medicor Hungria

- Freezer a - 20 °C — marca Consul

- Geladeira a 4 °C — marca Consul

- Homogeneizador — marca Potter-Elvenjheim
- Medidor de pH (pHmetro) — marca Quimis

- Purificador de agua- marca EASYPURE RF Barnstead —

Compact ultrapure water system

3.4. Amostra

Foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos alimentados
com racao adequada, fornecida por Guabi, e agua “ad libitum” e
mantidos em ambiente climatizado em temperatura de 22 °C com 12
horas de intervalo de luminosidade claro/escuro. Ratos pesando entre

280 e 300 g foram utilizados para os experimentos.

3.4.1 Avalia¢do comportamental

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com
tiopental na dose de 250 mg/kg e fixados num aparelho esterotaxico.
Uma canula foi inserida unilateralmente no estriado (coordenadas
relativas ao bregma: AP 0 mm, ML 3,2 mm, V 3,0 mm da dura).
Imediatamente antes da implantagdo da cénula, foi administrado
intraperitonealmente cloranfenicol na dose de 200 mg/kg. Trés dias

ap6és o procedimento cirargico, os animais foram injetados
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subcutaneamente com acetato de amonio na dose de 1,5 mmol/kg ou
acetato de sddio na mesma dose e, apds 5 minutos, com 3 pmol de
MMA (pH 7,4 tamponado com NaOH) ou 4,5 umol de NaCl através
da canula no estriado. O volume de MMA injetado foi de 1 ul durante
1 minuto. Imediatamente apds a inje¢do, os animais foram transferidos
para um campo aberto circular cujo assoalho era dividido em 11 areas
¢ observados por 20 minutos para o aparecimento de episodios
convulsivos e respostas rotacionais. Uma rotacdo foi considerada
como um movimento compreendendo ndo mais que trés areas. O
nimero de episodios convulsivos e de rotagdes ipsilaterais e
contralaterais ao hemisfério cerebral injetado, assim como a duragdo
dos episodios convulsivos foram avaliados.

A dose subconvulsivante de acetato de amodnio a ser usada foi
determinada em experimento piloto, pela injecdo subcutanea de 0,5,
1,5 ou 5 mmol/kg de acetato de amoénio e, como controle, de 5
mmol/kg de acetato de soédio, ambos 1 ml/kg, nos animais nao

implatados com céanula.

3.4.2 Avaliagcdo bioquimica

A atividade da enzima SDH foi avaliada em fracoes

enriquecidas em mitocondrias do estriado de cérebro de ratos.

3.4.2.1 Preparacgdo da fracdo enriquecida em mitocondrias

Os animais foram mortos por decaptacdo sem a utilizagdo de
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anestésicos e o cérebro rapidamente dissecado em uma placa de Petri
invertida sobre gelo. O estriado foi cuidadosamente retirado e o
restante do cérebro foi descartado. O estriado foi homogeneizado em
10 volumes (g/v) de tampao de homogeneizagdo. Em centrifuga
refrigerada, a temperatura de 4 °C, o homogeneizado foi centrifugado
a 3 000 rpm (1 000 x g) por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi
centrifugado a 10 000 rpm (12 000 x g) por 20 minutos. O precipitado
resultante foi ressuspendido em solucdo salina-sacarose com pH 7,2
na proporcao de 60% do seu volume e congelado por 24 horas. O
contetido de proteina foi determinado por Eldford (1977) e ajustado

para 1 mg/ml com solug¢do salina-sacarose.

3.4.2.2 Padronizagcdo do método utilizado para determinacgio da

atividade da SDH

As concentragdes ideais de proteina, fenasina metassulfato e
DCIP para medida da atividade sucinato desidrogenasica foram

determinadas.

3.4.2.3 Determinacdo da atividade da sucinato desidrogenase in

Vitro

A atividade da sucinato desidrogenase foi avaliada segundo
Dutra (1993) utilizando 2,6-diclorofenolindofenol (DCIP) como

aceptor de elétrons na presenca de fenasina metassulfato. A mistura
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reacional (1500 pl) contendo 50 mM de tampao fosfato com pH 7,5,
1,5 mM de cianeto de potassio, 30,6 uM 2,6-diclorofenolindofenol
(DCIP), 3 ug de rotenona, 5 mM de sucinato de s6dio, 0,5 mM de
fenasina metassulfato, 0-100 mM de acido metilmalonico, 0-10 mM
de cloreto de aménio ou 0-10 mM de cloreto de potassio. A mistura
foi pré-incubada por 1 minuto a 37 °C, e a reagao foi iniciada pela
adicao da fragdo mitocondrial (50 pg de proteina). A reducao do DCIP
foi medida espectrofotometricamente pela monitoragdo da queda da

absorbancia a 600 nm por 30 segundos.

3.5. Anadlise estatistica

Os dados comportamentais foram analisados por analise de
variancia de uma ou duas vias (ANOVA), dependendo do desenho

experimental utilizado.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo comportamental

4.1.1 Efeito da amoénia sobre o numero e duracdo dos episodios

convulsivos induzidos pelo MMA

A analise estatistica (ANOVA de duas vias) revelou que a pré-
administragdo de acetato de amonio potencializou o efeito
convulsivante do MMA: Interacdo 2 (acetato de amonio ou acetato de

sodio) X 2 (NaCl ou MMA) significante: F(1,40)= 4,20; p<0,05.
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Figura 9 - Efeito do acetato de amoénio (1,5 mmol/Kg; s.c.) sobre o numero dos episoédios
convulsivos induzidos pelo MMA (3 umol). Os animais injetados com NaCl ndo
apresentaram convulsdes. Dados apresentados sao média + EP para n=11 por grupo. Os
resultados da ANOVA de duas vias sdo apresentados no texto.

A pré-administracdo de acetato de amodnio, além de aumentar o
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numero de convulsdes, provocou um aumento na duragdo dos
episodios convulsivos induzidos por MMA: Interacdo 2 (acetato de
amonio ou acetato de s6dio) X 2 (NaCl ou MMA) significante:
F(1,40)=5,2; p<0,05.

Figura 10 - Efeito do acetato de amdnio (1,5 mmol/Kg; s.c.) sobre a duracdo dos
episodios convulsivos induzidos pelo MMA (3 pumol). Os animais injetados com NaCl
ndo apresentaram convulsdes. Dados apresentados sdo média + EP para n=11 por grupo.
Os resultados da ANOVA de duas vias sdo apresentados no texto.
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4.1.2 Efeito da amoénia sobre o numero de rotagoes contralaterais

A andlise estistica do numero de rotacdes contralaterais em
dire¢do ao hemisfério injetado revelou somente que 0 MMA induz ao
aparecimento rotagdes contralaterais. Efeito do MMA ou NaCl

significantes: F(1,40)=17,36; p<0,001.

E Controle

Amonia

NaCl MMA

Figura 11 - Efeito o acetato de amoénio (1,5 mmol/Kg; s.c.) sobre o numero de rotagdes
contralaterais induzidas pelo MMA (3 pumol). Dados apresentados sao média + EP para
n=11 por grupo. Os resultados da ANOVA de duas vias sdo apresentados no texto.
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4.2. Avaliacdo bioquimica

4.2.1 Padronizacdo do método utilizado para determinacio da

atividade da SDH

4.2.1.1 Determinacdao da quantidade de proteina

Os resultados obtidos indicaram que a atividade enzimatica era
linear com a concentragao de proteina em uma faixa de 25 a 200 pg
de proteina/1500 pl, e que a concentragdo de 50 ug/1500 ul, utilizada
para os experimentos de determinacdo da atividade da SDH,

encontrava-se dentro de uma faixa linear de reacgao.
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Figura 12 - Efeito da quantidade de proteina no meio reacional sobre a velocidade de
reducdo do DCIP. Os dados apresentados sdo de um experimento representativo de um
total de trés, que tiveram comportamento semelhante. A redugdo do DCIP foi medida
espectrofotometricamente pela queda da absorbancia em 600 nm por 30 segundos
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4.2.1.2 Determinacdo da concentracdo de DCIP

A concentragdo de DCIP utilizada, 30,6 uM permitiu a reacao
se mantivesse em uma faixa linear durante o experimento onde foi

medida a atividade da SDH frente ao MMA e amonia.

100

OOr=o=5 o5 08 =—
3
O

40
20
O mm\@ Lol Lol
0 1 10 100 300
DCIP (uM)

Figura 13 - Efeito da concentragdo de DCIP sobre a linearidade da reagdo na
determinacdo da atividade da SDH. Os dados apresentados sdo de um experimento
representativo de um total de trés, que tiveram comportamento semelhante. A reducao do
DCIP foi medida espectrofotometricamente pela queda da absorbancia em 600 nm por 30
segundos
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4.2.1.3 Determinacgdao da concentracdo de fenasina

Os resultados obtidos indicaram que a concentracao de 0,5 mM
de fenasina propiciou um nivel adequado de atividade enzimatica para
a SDH e o aparecimento da inibicdo da enzima por MMA, sugerindo

que a inibigdo da SDH por MMA depende do meio de incubagio.
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Figura 14 - Efeito da concentrag@o de fenasina metassulfato sobre a atividade da SDH e
sua inibicdo induzida pelo MMA. As fra¢des enriquecidas em mitocondrias (50 pg de
proteina) foram incubadas a 37 °C por 1 minuto em meio contendo 50 mM de tampao
fosfato com pH 7,5; 1,5 mM de cianeto de potéssio, 30,6 uM 2,6-diclorofenolindofenol
(DCIP), 3 pg de rotenona, 5 mM de sucinato de sodio, 0-1,5 mM de fenasina metassulfato
e 10 mM de 4cido metilmalonico. A reducdo do DCIP foi medida
espectrofotometricamente pela queda da absorbancia em 600 nm por 30 segundos.
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4.2.2 Determinacgdo da atividade da sucinato desidrogenase in vitro

4.2.2.1 Efeito do MMA sobre a atividade da SDH

Os resultados obtidos confirmaram os dados da literatura de que

o0 MMA inibe a enzima SDH de maneira dose-dependente.
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Figura 15 - Efeito do MMA sobre a atividade da SDH. As fragdes enriquecidas em
mitocondrias (50 pg de proteina) foram incubadas a 37 °C por 1 minuto em meio
contendo 50 mM de tampao fosfato com pH 7,5; 1,5 mM de cianeto de potassio, 30,6 uM
2,6-diclorofenolindofenol (DCIP), 3 ug de rotenona, 5 mM de sucinato de sodio, 0,5 mM
de fenasina metassulfato e 0-100 mM de 4cido metilmal6nico. A redu¢do do DCIP foi
medida espectrofotometricamente pela queda da absorbancia em 600 nm por 30
segundos.
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4.2.2.2 Efeito do KCIl e NH /(I sobre a atividade da SDH

Os resultados demomonstraram que tanto o cloreto de potassio

como o cloreto de amonio nao tém efeito sobre a atividade da enzima

SDH.
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Figura 16 - Efeito do KCI e NH4ClI sobre a atividade da SDH. As fragdes enriquecidas
em mitocondrias (50 pug de proteina) foram incubadas a 37 °C por 1 minuto em meio
contendo 50 mM de tampao fosfato com pH 7,5; 1,5 mM de cianeto de potassio, 30,6 uM
2,6-diclorofenolindofenol (DCIP), 3 ug de rotenona, 5 mM de sucinato de sodio, 0,5 mM
de fenasina metassulfato, 0-10 mM de cloreto de amodnio ou 0-10 mM de cloreto de
potassio. A redugdo do DCIP foi medida espectrofotometricamente pela queda da
absorbancia em 600 nm por 30 segundos.
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4.2.2.3 Efeito da amonia sobre o efeito inibidor do MMA sobre a

SDH

Os resultados obtidos indicaram que a amodnia nas
concentragdes de 0,1, 1 ¢ 10 mM (Figuras 17 a 19) nao tem efeito
sobre a inibicdo que o MMA apresenta sobre a enzima SDH. Os
graficos abaixo mostram as médias de triplicatas de um experimento

representativo de trés diferentes experimentos.
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Figura 17 - Efeito de 0,1 mM de cloretp de amdnio sobre o efeito inibidor do MMA
sobre a atividade da SDH. As fra¢des enriquecidas em mitocondrias (50 pg de proteina)
foram incubadas a 37 °C por 1 minuto em meio contendo 50 mM de tampao fosfato com
pH 7,5; 1,5 mM de cianeto de potassio, 30,6 uM 2,6-diclorofenolindofenol (DCIP), 3 ug
de rotenona, 5 mM de sucinato de sodio, 0,5 mM de fenasina metassulfato, 0-100 mM de
acido metilmalénico, 0-10 mM de cloreto de amdnio ou 0-10 mM de cloreto de potassio.
A redugdo do DCIP foi medida espectrofotometricamente pela queda da absorbancia em
600 nm por 30 segundos
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Figura 18 - Efeito de 1 mM de cloreto de amoénio sobre o efeito inibidor do MMA sobre
a atividade da SDH. As fragdes enriquecidas em mitocondrias (50 pg de proteina) foram
incubadas a 37 °C por 1 minuto em meio contendo 50 mM de tampao fosfato com pH
7,5; 1,5 mM de cianeto de potassio, 30,6 uM 2,6-diclorofenolindofenol (DCIP), 3 ug de
rotenona, 5 mM de sucinato de sodio, 0,5 mM de fenasina metassulfato, 0-100 mM de
acido metilmaldnico, 0-10 mM de cloreto de aménio ou 0-10 mM de cloreto de potassio.
A redugdo do DCIP foi medida espectrofotometricamente pela queda da absorbancia em
600 nm por 30 segundos
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Figura 19 - Efeito de 10 mM cloreto de amonio sobre o efeito inibidor do MMA sobre a
atividade da SDH. As frag¢des enriquecidas em mitocondrias (50 pg de proteina) foram
incubadas a 37 °C por 1 minuto em meio contendo 50 mM de tampao fosfato com pH
7,5; 1,5 mM de cianeto de potassio, 30,6 uM 2,6-diclorofenolindofenol (DCIP), 3 pg de
rotenona, 5 mM de sucinato de sodio, 0,5 mM de fenasina metassulfato, 0-100 mM de
acido metilmalonico, 0-10 mM de cloreto de aménio ou 0-10 mM de cloreto de potassio.
A redug@o do DCIP foi medida espectrofotometricamente pela queda da absorbancia em
600 nm por 30 segundos
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5. CONCLUSOES

1 — A amonia potencializa o efeito convulsivante do acido

metilmalonico quando injetado em estriado de ratos.

2 — A inibicdo da sucinato desidrogenase pelo 4acido

metilmalonico in vitro depende da concentragdo de fenasina.

3 — A amonia ndo tem efeito sobre a atividade da sucinato

desidrogenase in vitro.

4 — A amobnia nao modifica o efeito inibitério do acido

metilmalonico sobre a sucinato desidrogenase in vitro.

5 — Os dados sugerem que os mecanismos pelos quais a amonia
potencializa o efeito convulsivante do acido metilmaldnico ndo sejam
diretamente ligados a inibicdo da atividade da enzima sucinato

desidrogenase
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6. DISCUSSAO

A acidemia metilmalonica ¢ um erro inato do metabolismo
bioquimicamente caracterizado por acimulo tecidual de metilmalonil-
CoA e propionil-CoA e seus respectivos acidos livres, acido
metilmalonico e propidnico (Scriver, 1995). Essa doenca ¢ causada
por deficiéncia ou falta de atividade da enzima metilmalonil-CoA
mutase (EC 5.4.99.2), enzima envolvida na rota de degradacdo de
aminoacidos de cadeia ramificada, acidos graxos de cadeia impar,
cadeia lateral do colesterol e algumas bases nitrogenadas e
responsavel pela conversao do propionil-CoA em metilmalonil-CoA.

A acidemia metilmalonica € caracterizada por cetoacidose
neonatal ¢ infantil, faléncia no desenvolvimento e disfuncao
neuroldgica, incluindo convulsdes (Fenton & Rosenberg, 1995). A
hiperamonemia ¢ um dos principais achados na acidemia
metilmalonica, e estd presente em aproximadamente 70% dos
pacientes (Scriver, 1995). Esta alteracdo bioquimica parece ser
causada pela inibigdo que os ésteres de CoA acumulados provocam
sobre a atividade da enzima N-acetilglutamato sintetase, desta forma
diminuindo a conversdo de amoOnia em uréia (Coude et al., 1979;
Glasgow & Chase, 1976).

A hiperamonemia esta envolvida na patogénese da encefalopatia
hepatica e outras condi¢des patologicas em que ocorre acumulo de
amonia, como deficiéncias congénitas nas enzimas do ciclo da uréia e

acidemias organicas (Ratnakumari et al., 1995; Stewart et al., 1980).
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Estas condi¢des hiperamonémicas sdo acompanhadas por disfungdo
neuroldgica e convulsdoes. Embora os mecanismos basicos pelos quais
a amoénia induz neurotoxicidade ainda ndo estejam completamente
esclarecidos, existem evidéncias de que tais mecanismos envolvam
faléncia no metabolismo energético e deplecao de ATP (Hindfeld et
al., 1977; Felipo et al., 1994; Kosenko et al., 1994; 1995; Ratnakumari
et al., 1995), ativagdo de receptores glutamatérgicos (Felipo et al.,
1994; Zhou et al., 1999; Bosman et al.; 1992), geracdo de radicais
livres (Ekenko et al., 1997; 1999), alteragdes nas fun¢des de alguns
neurotransmissores (Hindfeld et al., 1977; Cooper & plum, 1987;
Butterworth et al., 1991; Felipo et al., 1994; Zhou et al., 1999)
prejuizo aos mecanismo de neuroprotecdo endogenos (Hicks et al.,
1994), alteracdoes nas células do SNC (Drewe & Leino, 1985;
Dolinska et al., 1996), alteracdes na barreira hemato-encefalica (Fisher
et al., 1978; 1979; Cooper & Plum, 1987), alteracdes sobre o fluxo e
vasos sanguineos (Cooper & Plum, 1987), alteragdes nas propriedades
eletrofisioldgicas das células do SNC (Schenker et al., 1967; Cooper
& Plum, 1987), alteragdes no pH celular (Lehninger, 1995; Kanamori
& Ross, 1997).

Até o presente momento ndo havia sido investigada uma
possivel interacdo entre os efeitos toxicos causados pelo MMA, o
principal metabolito acumulado na acidemia metilmaloénica, e os
causados pela amonia, um metabolito secundario também acumulado
nos pacientes portadores da doenca.

Em 1993 foi demonstrado que o 4cido metilmalonico inibe a

atividade da enzima sucinato desidrogenase e [-hidroxibutirato
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desidrogenase de ratos in vitro (Dutra et al., 1993). Além disso, foi
demonstrado que a administracdo intraestriatal aguda de MMA em
ratos induz convulsdes por mecanismos glutamatérgicos (Mello et al.,
1996), provavelmente envolvendo inibicdo do ciclo de Krebs,
deplecao de ATP e geracdo de radicais livres (Mello et al., 1999).
Estes resultados sugeriram que o acuimulo de MMA pode ter um papel
critico na génese das convulsdes observadas nos pacientes com
acidemia metilmaldnica.

Embora tenha sido sugerido que o MMA induza convulsdes
pela inibi¢do da sucinato desidrogense, muito pouco se sabia sobre a
contribuicio da hiperamonemia para o desenvolvimento das
convulsdes nestes pacientes, uma vez que a hiperamonemia esta
associada com convulsdes em uma série de condigdes patologicas, € €
um frequente achado nos pacientes com hiperamonemia (Scriver,
1995).

Em face a estas questdes decidiu-se, no presente estudo, avaliar
os cfeitos dos ions amoénio sobre a acao convulsivante do MMA ¢
sobre a atividade da enzima sucinato desidrogenase e sua inibigdo
pelo MMA. Investigou-se a hipotese de que, mesmo em niveis
subconvulsivantes, a amoénia pudesse contribuir na génese dos
episodios convulsivos induzidos pelo MMA em ratos e se alteraria a
atividade da enzima SDH ou a inibi¢gdo que 0 MMA causa sobre a sua
atividade in vitro.

Os resultados obtidos demonstraram que a administragdao
subcutanea de 1,5 mmol/kg de acetato de amonio (ions amdnio), dose

escolhida por nao induzir convulsdo nos animais injetados,
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potencializou o efeito convulsivante que a dose de 3 umol de MMA
provoca quando injetado unilateralmente nos estriados de ratos.

A partir destes resultados, investigou-se a hipotese de que a
potencializacdo que a amodnia causou sobre os efeitos do MMA era
devido a alguma forma de inibi¢ao direta sobre a atividade da enzima
SDH, uma vez que t€ém sido demonstrado que este composto inibe
algumas enzimas do ciclo de Krebs (Lai & Cooper, 1991). Para testar
esta hipotese, foi verificado se a adigdo de cloreto de amonio (ions
amonio) produzia algum efeito sobre a atividade basal da enzima in
vitro. E importante salientar que, neste experimento, nio foi utilizado
acetato de amonio, conforme foi utilizado no tratamento in vivo,
porque segundo alguns autores (Robinson & Weiner, 1981) os ions
acetato induzem ativacao da atividade da SDH in vitro.

Em substituicdo ao acetato de amonio, foi utilizado o cloreto de
amonio, embora alguns autores considerem este composto como um
leve ativador, porém de poténcia bem inferior em relagdo ao acetato
(Kearney et al., 1974). Para excluir uma possivel interferéncia do ion
cloreto, foi utilizado como controle o composto cloreto de potassio,
uma vez que ndo ha indicios na literatura de que o ion potassio
provoque alguma alteracdo na atividade da enzima. De fato, a adicao
do ion cloreto nao interfere na atividade da sucinato desidrogenase
(Figura 16). Da mesma forma, a adi¢do de ions amdnio ndo tem efeito
sobre atividade basal da SDH in vitro nas concentracdes utilizadas
(figura 16).

Partindo dos resultados obtidos até entdo, verificou-se se a

amodnia potencializaria a inibicdo que 0 MMA causa sobre a atividade
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da enzima in vitro. Para o cumprimento dos objetivos propostos, num
primeiro momento, foi testada a atividade da enzima frente a
determinadas concentracoes de MMA, onde foi de fato, verificada a
inibi¢do da enzima pelo acido. E importante ressaltar que 0 MMA s6
inibiu a atividade da enzima na presenca de fenasina. Quando foi
utilizado somente o DCIP no meio reacional, como aceptor de
elétrons, a enzima apresentou atividade basal adequada, porém ndo
apresentava inibicdo pelo MMA (dados ndo mostrados). Somente foi
observada inibicdo da enzima quando foi acrescentado fenasina ao
meio reacional. A fenasina ¢ um composto oxidante (Gutman &
Silman, 1975), e tem sido sugerido que ele oxide a enzima, levando-a
a uma conformacao espacial mais suscetivel a inibicdo pelo MMA.
Segundo Gutman & Silman (1975), quando a enzima encontra-se no
seu estado reduzido torna-se mais ativa, o que ¢ verificado quando sdao
adicionados ao meio reacional alguns compostos redutores. Por outro
lado, quando num estado oxidado, a enzima torna-se menos ativa e
mais suscetivel a diversos inibidores (Gutman & Silman, 1975). Este
fato pode ser de grande importancia no entendimento da fisiopatologia
dos episodios convulsivos na acidemia metilmalonica, uma vez que na
doenga, quando os pacientes apresentam as crises de descompensagao
metabodlica que culminam em convulsdes, podem haver alteracdoes no
estado redox dos tecidos e isso contribuir para que a enzima SDH
fique mais suscetivel a inibigdo pelo MMA e assim desencadear um
processo que resulta em prejuizo ao metabolismo energético e em
ultima 1nstancia, dano celular.

Depois de comprovada a inibi¢do da enzima pelo MMA, testou-
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se o efeito dos ions amodnio sobre a inibicdo da SDH induzida pelo
MMA. A adi¢ao de cloreto de amoOnio, nas concentragoes utilizadas,
nao modificou a inibi¢ao da enzima pelo MMA (figura 17, 18 € 19).

Portanto, pode-se sugerir que os efeitos toxicos induzidos pela
amonia, e que contribuem na génese das convulsdes induzidas pela
injecio de MMA, provavelmente ndo sejam decorrentes de
interferéncia adicional na atividade da SDH.

Tem sido proposto que a amonia inibe a recaptagdo de
glutamato e leva a um aumento na concentracdo extracelular deste
neurotransmissor (Felipo et al., 1994, Zhou & Noremberg, 1999), o
que leva a ativacdo nos receptores glutamatérgicos NMDA (Madl &
Burgesser, 1993). A ativacdo destes receptores tém sido associada
com a deplecdo de ATP induzida pela amdnia, geracdo de radicais
livres e neurotoxicidade (Felipo et al., 1994; Felipo et al., 1999;
Kosenko et al., 1997). A amonia e o glutamato induzem a conversao
da enzima Na', K'-ATPase para o estado ativo (desfosforilado)
(Marcaida et al., 1996), o que leva a deplegdo de ATP devido ao
aumento do consumo deste nucleotideo. Segundo alguns autores, a
atividade da Na',K'-ATPase cerebral estd aumentada no cérebro de
ratos com sindromes hiperamonémicas congénitas ou adquiridas
(Ratnakumari et al., 1995). Além disso, t€ém sido demonstrado que a
amoOnia inibe algumas enzimas do ciclo de Krebs (Lai & Cooper,
1991), potencializa o efeito inibitdrio de varios ésteres de CoA sobre a
atividade da a-cetoglutarato desidrogenase (McNaught et al., 1995),
inibe a lancadeira malato-aspartato (Siegel et al., 1994) e induz edema

mitocondrial em astrocitos devido ao acimulo excessivo de glutamina
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(Dolinska et al., 1996) e alteracdes mitocondriais em neur6nios como
acumulo de calcio no interior destas organelas (Kosenko et al., 2000,
Dolinska, et al., 1985) o que contribui para a deplecdo de ATP
(Dolinska et al., 1996). A deplecao de ATP induzida pelo glutamato
tem sido também causamente relacionada a despolarizagao e disfuncao
mitocondrial, devido a acamulo excessivo de Ca*" na matriz e ativacio
do poro de transicdo de permeabilidade, o qual colapsa o Aw
(Schinlder et al., 1996; White & Reynolds, 1996), um efeito que pode
ser compartilhado pela amoénia, uma vez que ela provoca actimulo
extracelular de glutamato (Felipo et al., 1994).

Em 1993, foi demonstrado que o MMA inibe a atividade da
SDH in vitro (Dutra et al., 1993) e que tal inibi¢do pode ser o evento
primario no efeito convulsivante da injecao intraestriatal de MMA, o
qual ¢ bloqueado pelo MK-801 (Mello et al., 1996). Estes resultados
estdio de acordo com a hipotese de que a inibicdo da SDH por
inibidores competitivos e nao-competitivos causam deplecao de ATP
primadria e excitotoxicidade secundaria (Greene et al., 1993; Greene et
al., 1995; Greene et al., 1996). O envolvimento de geragdo de radicais
livres na a¢do convulsivante do MMA ¢ indicado pelo achados que o
MMA induz a producdo de radicais livres in vitro (Fontella et al.,
2000) e que o ascorbato e o a-tocoferol diminuem as convulsdes
induzidas pelo MMA. (Fighera et al., 1999). De fato, varios estudos
tém sugerido que a geragdo de radicais livres pode ser uma rota final
no dano excitotoxico (Alexi et al., 1998) uma vez que a administracao
de MK-801 e antioxidantes revertem os efeitos neurotdoxicos de

inibidores da SDH, mas nao a deple¢ao de ATP. (Schulz et al., 1995).
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O fato de que o MK-801 reverte a deplecdo de ATP induzida
pela amonia, mas ndo a induzida por inibidores da SDH, sugere que a
deplecdo de ATP induzida por estas toxinas ocorra como
consequéncia de diferentes mecanismos neuroquimicos basicos.
Contudo, ¢ possivel que estas neurotoxinas possam ter sinergicamente
causado um aumento na excitabilidade celular decorrente desta
deple¢do de ATP. Por outro lado, considerando que a amoénia e o
MMA aumentam a produgdo de radicais livres (Felipo et al., 1999;
Fontella et al., 2000) e que radicais livres tém sido implicados na
génese do fendmeno convulsivo (Hiramatsu et al., 1996; Murashima
& Suzuki; 1998), ¢ possivel que a potencializagdo da producdo de
radicais livres pela simultinea injecdo destes compostos possa ser
responsavel pelo aumento nas convulsdes induzidas pelo MMA.

Em resumo, o presente estudo descreveu a potencializacdo da
acdo convulsivante do MMA pela amoOnia, um efeito que ndo parece
ser devido a potencializacdo da inibigdo da SDH pelo MMA. Embora
ndo sejam conhecidos os mecanismos de interacdo entre amodnia e
MMA, o presente achado pode ser de grande valor na compreensao da
fisiopatologia dos sintomas neurologicos observados na acidemia
metilmalonica e pode contribuir para o estabelecimento de novas
condutas para o tratamento dos pacientes afetados, proporcionando
uma diminuicdo nos niveis séricos aceitdveis para pacientes

metilmalonicacidémicos.
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8. ANEXO
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Marisco, P.C; Ribeiro, M.C.P; Bonini, J.S.; Brenner, G.M.; Lima,
T.T.F; Mello, C.F. Ammonia potentiates methylmalonic acid-

induced convulsions
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