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RESUMO

A hiperprolinemia tipo Il € um erro inato do metabolismo de aminoacido causado
pela deficiéncia na atividade da A* pirrolino-5-carboxilato desidrogenase. O bloqueio dessa
reacao resulta no acimulo tecidua de prolina. A doenca caracteriza-se fundamentalmente
por epilepsia, convulsdes e um grau varidvel de retardo mental, cuja etiopatogenia ainda é
desconhecida.

No tecido nervoso, aNa', K* - ATPase controla o ambiente i6nico relacionado com
a atividade neuronal, regulando o volume celular, o fluxo de ions e o transporte de
moléculas ligadas ao transporte de Na', tais como, aminoacidos, neurotransmissores e
glicose.

Evidéncias na literatura mostram que recém nascidos humanos com baixos niveis de
Na’, K -ATPase cerebral apresentam epilepsia e degeneracio espongiforme. Alteragdes na
atividade desta enzima tém sido associadas a varias doencas que afetam 0 sistema nervoso
central, como isguemia cerebral e doenca de Parkinson.

Considerando que ainibicdo da Na', K™ - ATPase por ouabaina tem sido associada
com liberagdo de neurotransmissores, incluindo glutamato, em uma variedade de
preparacdes neuronais, e que alguns autores sugerem que o efeito da prolina sobre a sinapse
glutamatérgica possa ser, pelo menos em parte, responsavel pelos sintomas neurol 6gicos
encontrados nos pacientes com hiperprolinemia, no presente trabalho verificamos efeitos
dos model os experimentais agudo e cronico de hiperprolinemiatipo Il sobre a atividade da
Na’, K" - ATPase de membrana plasmética sindptica de cortex cerebral e hipocampo de

ratos.



No modelo crénico, a prolina foi administrada a ratos Wistar duas vezes ao dia do
6° ao 28° dia de vida, enquanto que no modelo agudo os animais, com 15 dias de vida,
receberam uma unicainjecdo de prolina e foram sacrificados 1hora apos a administragdo da
droga.

Os animais tratados crénicamente com prolina ndo apresentaram alteragdes
significativas no peso corporal, do encéfalo, do hipocampo e do cértex cerebral, bem como
nas quantidades de proteinas do homogenizado cerebral e da membrana plasmaética
singptica de cortex cerebral e hipocampo.

Nossos resultados mostraram uma diminuicdo sSignificativa na atividade da
Na’, K - ATPase de membrana plasmética sinaptica de cérebro de animais tratados aguda
e cronicamente com prolina

Foram também testados os efeitos in vitro da prolina e do glutamato sobre a
atividade da Na', K*- ATPase. Os resultados mostraram que os dois aminoécidos, nas
concentragoes de 1,0 e 2,0 mM, inibiram significativamente a atividade da enzima.

O estudo da interacdo cinética entre prolina e glutamato, sugere a existéncia de um
sitio tnico de ligagdo naNa', K™ - ATPase para os dois aminoécidos.

E possivel que a inibicdo na atividade da Na“, K*- ATPase possa estar envolvida
nos mecanismos pelos quais a prolina € neurotoxica. Acreditamos que nossos resultados
possam contribuir, pelo menos em parte, na compreensdo da disfungdo neuroldgica

encontrada em pacientes com hiperprolinemiatipo Il.



ABSTRACT

Type Il hiperprolinemia (HP) is a disorder of amino acid metabolism caused by a
severe deficiency of A'pyrroline-5-carboxylic acid dehydrogenase activity and results
mainly in tissue accumulation of proline. Most patients detected so far show neurological
manifestations including seizures and mental retardation. The mechanisms by which this
occurs are poorly understood.

Na', K*- ATPase is a crucia enzyme responsible for the active transport of sodium
and potassium ions in the central nervous system (CNS) which is necessary to maintain the
ionic gradient for neuronal excitability. It is found at high concentrations in the brain
cellular membrane, consuming about 40-50% of the ATP generated in this tissue. It is
known that inhibition of Na“, K*- ATPase activity by ouabain induces the release of the
excitatory neurotransmitter glutamate, which is thought to play a major role in neurona
desath.

In this study Na*, K*- ATPase and Mg?*- ATPase activities were determined in the
synaptic plasma membranes from brain of rats subjected to acute or chronic proline
administration. Na*, K*- ATPase activity was significantly reduced. Mg®*- ATPase activity
was not atered by any treatment. In another set of experiments, synaptic plasma
membranes were prepared from brain of rats and incubated with proline or glutamate at
final concentrations ranging from 0.2 to 2.0 mM. Na', K*-ATPase activity, but not
Mg®" - ATPase activity, was inhibited.

Kinetic studies performed on the inhibitory interaction between proline and
glutamate on Na', K*- ATPase activity shows that a competition between proline and

glutamate for the same binding site of the enzyme probably occurs.



Since proline concentrations in plasma of chronicaly treated rats and of type Il
hyperprolinemic children are of the same order of magnitude as those tested in vitro, the
results suggest that reductions of Na', K'- ATPase activity may contribute to the

neurological dysfunction found in some patients affected by type Il hyperprolinemia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Erros inatos do metabolismo

O conceito de distirbios bioquimicos humanos, denominados erros
inatos do metabolismo, foi proposto por Sir Archibald Garrot em 1908. Os
erros inatos do metabolismo sdo alteracfes genéticas que se manifestam pela
diminuicéo da funcdo, ou mesmo auséncia de uma proteina, geralmente uma
enzima. Estas ateragdes resultam em blogueio de rotas metabdlicas. Como
conseqiiéncia, podem ocorrer tanto 0 acuimulo de metabdlitos toxicos como a
falta de produtos essenciais, ambos com doenca subsequente (Bickel, 1987).

Todos 0s processos bioquimicos no organismo estdo sob controle
génico, sujeitos a serem realizados de forma deficiente, sempre que uma
mutacdo génica se manifestar (Stambury, 1983).

Foram descritos até o momento mais de 500 erros inatos do
metabolismo (Scriver, 2001) a maioria deles envolvendo processos de sintese,
degradacéo, transporte e armazenamento de moléculas no organismo (Benson
& Fensom, 1985), causando um grande numero de defeitos, com quadros
clinicos diversos, que podem ser desde assintométicos até tédo graves que
causem morte neonatal. Os erros inatos do metabolismo sdo situagdes graves,

gue geralmente se manifestam na infancia, apresentando-se com sinais e
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sintomas semel hantes aos encontrados em muitas doencas infantis (Holtzman,
1978).

Embora individuamente sgiam considerados raros, os EIM sdo
relativamente frequientes em seu conjunto, podendo ocorrer 1 em cada 1000
recém-nascidos vivos (Giugliani, 1988).

O tratamento dos erros inatos do metabolismo € mais bem sucedido
quanto mais precoce for seu diagnéstico e pode ser abordado de diferentes
formas:

Limitando a entrada do precursor (como exemplo na fenilcetondria, onde
se deve evitar aingesta de fenilalanina);

Suplementando o metabdlito ausente (como exemplo no hipotireoidismo,
administrando-se tiroxina);

Inibindo a formagdo da substancia acumulada (como no caso da gota onde
se administra alopurinol parainibir a xantina oxidase);

Inibindo 0 acimulo de determinada substéncia (como na Doenca de
Wilson, onde com o uso de drogas se impede o depdsito de cobre);
Controlando fatores desencadeantes (onde se evitam certas substancias,
principal mente farmacos);

Aumentando a atividade enzimética (como na homocistindria, onde se

aumentam as doses do cofator, a piridoxina);
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Suplementando a proteina ndo enzimatica deficiente (como na hemofilia,

onde se administra o fator VII1);

Suplementando a enzima deficiente .

As técnicas de investigagcdo bioguimica tem aumentado a descoberta de
novos erros inatos do metabolismo e gjudado a esclarecer ainda mais os ja

conhecidos.
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TABELA 1 - CLASSIFICACAO DOS ERROS INATOS DO METABOLISMO DE

ACORDO COM ASAREAS DO METABOLISMO ENVOLVIDA.

EIM dos aminoécidos

EIM dos acidos organicos
EIM dos glicidios

EIM doslipidios

EIM dos glicosaminoglicanos
EIM das glicoproteinas

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

EIM das lipoproteinas

EIM dos horménios

EIM das proteinas plasmaticas
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1.2. Prolina

Os aminoacidos sdo conhecidos como a-aminoacidos porque possuem
em sua estrutura quimica um grupo amino primario (-NH,) e um grupo
carboxilico (-COOH) ligados a um mesmo aomo de carbono (o carbono a).
Os aminoacidos diferem uns dos outros através de suas cadeias laterais, que

variam em estrutura, tamanho e carga el étrica (L enhinger, 2000).

COO COO
| |
H:N —C —H C—-H
| 7\
R HoN CH,
| |
H2C —— CH2
Figural. Estrutura geral dos aminoacidos Figura 2. Estruturada prolina
encontrados nas proteinas.

A andlise de um grande nimero de proteinas demonstrou que elas séo
formadas por 20 aminoacidos-padréo (V oet, 1999).

A L-prolina é um aminoacido ndo essencial em criangas e adultos e
condicionalmente essencial em prematuros. Em sua estrutura quimica, a L-

prolina possui um grupo amino secundario (-NH), que forma uma base de
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Schiff (imino), reac&o bioquimica importante entre uma amina e um aldeido,
0 que lhe confere a denominagéo de iminoacido (Voet, 1999).

Em sua rota metabdlica a prolina pode ser sintetizada a partir de
glutamato e ornitina, podendo também ser degradada a glutamato tendo
glutamato-g-semialdeido e pirrolino-5-carboxilato (P5C) como intermediarios
comuns (Voet, 1999). Glutamato-g-semialdeido participa tanto da biossintese,
guanto da degradacdo da prolina, formando uma base de Schiff interna com
P5C, catalisada por D' pirrolino-5-carboxilato redutase, na biossintese e
D' pirrolino-5-carboxilato desidrogenase, na degradaco (Lehninger, 2000).

Cabe ressaltar que a transformacéo de P5C em glutamato-g-semialdeido
€ espontanea, reversivel e diretamente relacionada com a necessidade
funcional da célula. A regulacdo do metabolismo da prolina € complexa
devido a presenca de intermedi&rios comuns entre a biossintese e 0
catabolismo (Figura 3).

A enzima P5C sintase, que catalisa a producdo de P5C a partir do
glutamato € ATP e NADPH dependente, tendo alta atividade na mucosa do
intestino delgado, célon, pancreas, timo e cérebro. A enzima P5C redutase que
catalisa a conversdo de P5C em prolina tem como cofator NADH ou NADPH

e é encontrado em todos os tecidos (Phang, 2001).
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As rotas da prolina, que envolvem a interconversdo entre glutamato,
ornitina e prolina, tém como funcdes metabdlicas, formar prolina para a
sintese protéica, para a gliconeogénese hepatica e para a sintese de ornitina
(pela agdo da ornitina-d-aminotransferase) e de arginina (ciclo da uréia), tendo
P5C como intermediério (Phang, 2001).

A pirrolina-5-carboxilato (P5C) ndo € somente um intermediario no
metabolismo da prolina é também um constituinte do plasma humano. Seus
niveis flutuam ao longo do dia, tendo picos associados com as refeicOes
(Phang, 2001).

A concentracdo normal de prolina no plasma humano é de 100 a 450
UM, sendo estes valores menores em criancas. No liquor os valores sdo ainda
mais baixos (1 a4 uM). Iminoglicinlria neonatal e prolindria pds-natal sdo
achados normais e ocorrem devido a imaturidade do sistema de reabsorcéo
tubular de prolina (Phang, 2001).

Interessantemente, a L-prolina se enquadra em varios critérios classicos
utilizados para definir um neurotransmissor no sistema nervoso central de
mamiferos, tais como:

biossintese em sinaptossomas,
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acimulo em sinaptossomas por mecanismo de transporte Na'-
dependente de alta afinidades apo6s despolarizagdo induzida por K*
(Cohen, 1997)

distribuicéo regional no cérebro, com plasticidade em certas rotas
glutamatérgicas (Phang, 2001).

Dados da literatura mostram que os RNAmM que codificam PROT
(transportadores de L-prolina) sdo expressos em subpopulacdes de neurdnios
gutamatérgicos em cérebro de ratos, o que indica que a prolina pode ser um
substrato natural na modulagdo de rotas especificas de transmissdo sinaptica
excitatéria no sistema nervoso central (Fremeau, 1992; Veaz-Faircloth,
1995). A dlta afinidade destes transportadores para captacdo de prolina
extracelular pode indicar seu papel na potencializagdo de transmisséo
excitatoria naguel as sindpses que expressam PROT (Cohen, 1997).

Outros autores mostram gue a prolina bloqueia a liberacdo de glutamato
alterando a permeabilidade da membrana neuronal ao sddio e diminuindo a
condutibilidade local, levando a uma falha na transmissdo nervosa e amnésia

(Keller et dl., 1981).

20



Mitocondria

4
<——5 ORNITINA

PROLINA PROLINA
k g
P5C P5C
2|
SEMIALDEIDO-gGLUTAMATO
315
GLUTAMATO
Citosol
1. ProlinaOxidase
2. Reagdo ndo enzimatica
3. D' pirrolino-5-carboxil ase desidrogenase
4. Ornitina-aminotransferase
5. P5C sintase
6. P5C redutase

Figura 3. Rotas metabdlicas de biossintese e de degradacéo da prolina
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1.3. Hiperprolinemias

1.3.1. Conceito e Classificacao

Hiperprolinemias sdo erros inatos do metabolismo da prolina, causados
pela deficiéncia de enzimas envolvidas na sua rota de degradacéo, levando ao
acumulo tecidual deste aminoacido. As hiperprolinemias podem ser
classificadas em hiperprolinemiastipo | etipo .

A hiperprolinemia tipo | € causada pela deficiéncia de prolina oxidase,
enzima responsavel pelo primeiro passo narota de degradacdo da prolina. Nao
existem evidéncias entre a deficiéncia de prolina oxidase e manifestacoes
clinices. O diagnéstico é feito por exclusdo, ou sga, 0s casos de
hiperprolinemia ndo devidos a deficiéncia da enzima P5C desidrogenase si0
considerados hiperprolinemia tipo |I. N& ha demonstracdo direta da
deficiéncia da prolina oxidase, ja que esta enzima nédo apresenta atividade em
leucocitos ou em cultura de fibroblastos (Phang, 2001).

A hiperprolinemiatipo 11 é causada pela deficiéncia de D' pirrolino-5-
carboxilato desidrogenase, enzima responsavel pelo segundo passo da rota de
degradacéo de prolina. Embora seja considerada uma doenca benigna, ha uma

associagdo causal com manifestagdes neurol 6gicas nainfancia (Phang, 2001).
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Por sua associacéo com manifestacdes neurol 6gicas o0 presente trabalho

focou suainvestigagéo na hiperprolinemiatipo I1.

1.3.2. Hiperprolinemia tipo Il

1.3.2.1. Conceito

E um erro inato do metabolismo da prolina, de caracteristica
autossdmica recessiva, onde ha diminuicd da atividade da enzima A’
pirrolino-5-carboxilato desidrogenase (P5CDh), enzima que catdisa a
transformacéo de pirrolino-5-carboxilato (P5C) em glutamato (Figura 4)

(Phang, 2001).

1.3.2.2. Diagnostico

O diagnostico da doenca € baseado em niveis aumentados de prolina sérica,
em torno de 2000 UM, ou sgja, 10 a 15 vezes dos valores normais (100 - 450
pUM) e niveis aumentados de P5C plasmético e urinario de 10 a 40 vezes dos
valores normais (Phang, 2001).

Os nivels de prolina e glutamato estdo aumentados no liquor (Van

Herreveld e Fifkova, 1973; Rohads, 1983; Phang, 2001) e pode haver
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presenca de iminoglicinlria, devido a competicdo da prolina com outros
aminoacidos que compartilham um sistema comum de transporte renal, e
ainda h& excrecdo aumentada de P5C na urina (Applegarth, 1974; Goodman,
1974).

Para o diagnostico, o P5C pode ser qualitativamente identificado na urina
por suareacdo com aminobenzaldeido e TCA, em dcool, que produz uma cor
amarela (Strecker, 1975; Efron, 1965; Strecker, 1960 - citados por Phang,
2001). Quantitativamente, as concentragbes de P5C no plasma e na urina
podem ser obtidas por testes especificos (Mixson, 1991; Fleming, 1984).

A atvidade da enzima P5C desidrogenase pode ser determinada em

cultura de fibrobl astos ou de leucdcitos (Phang, 2001).

1.3.2.3. Manifestacdes Clinicas

Ainda ndo esta estabelecido se hiperprolinemia tipo 1l € uma doenca
benigna ou se afeta 0 sistema nervoso central (Phang, 2001). Embora muitos
pacientes hiperprolinémicos apresentem alteracGes neuroldgicas, como
epilepsia e retardo mental, outros sdo clinicamente normais. Para Flynn e
colaboradores (1989), esses achados indicam que a manutengdo de
concentracfes plasmaticas elevadas de prolina ndo sdo suficientes para causar

dano neurolégico, porém, podem predispor a convulsdes. Outros
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pesquisadores observaram que a administracao intracerebral ou subcutanea de
prolina em ratos altera a formacéo de memoria e aprendizado (Cherkin, 1976;
Moreira, 1989), o que poderia refletir nos efeitos neurotoxicos daprolinae as
conseqientes ateragbes fisiopatoldgicas que ocorrem no cérebro destes
animais (Oton e Markowska, 1994).

O papel da prolina sobre a fungdo do sistema nervoso central € incerto.
Porém, manifestagdes neurolégicas encontradas em  pacientes
hiperprolinémicos sintomaticos, aliadas ao aparente papel que elevados niveis
de prolina exerce no sistema nervoso central, ativando receptores
glutamatérgicos (Ault, 1987; Henzi, 1992; Martin 1992; Pace, 1992; Nistri e
Morelli, 1978), apresentando transportadores proprios expressos em neurdnios
glutamatérgicos (Fremeau, 1992; Fremeau, 1996; Shafgat, 1995; Velaz-
Fairclooth, 1995; Fremeau, 1992; Nadler, 1992; Nadler e Cohen, 1995) e
aparentemente modulando a neurotransmissao glutamatérgica, sugerem uma
possivel acdo excitotoxica de altas concentracOes de prolina. O que parece
contribuir para as disfuncdes neuroldgicas caracteristicas de individuos com

hiperprolinemiatipo I1.
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1.3.2.4. Tratamento

Até o presente momento, parece ndo existir tratamento especifico para
as hiperprolinemias. De acordo com Phang e colaboradores (2001), as
hiperprolinemias sdo condi¢des consideradas benignas, ndo causando doenca.
Exceto com algumas manifestagdes clinicas, que ocorrem na infancia, a vida
adulta é assintomética. Por outro lado, Benson e Fenson (1985) acreditam que
h& variantes nas hiperprolinemias, defendendo a idéia de tentar reduzir os
niveis de prolina precocemente nos individuos afetados. No entanto, a prolina
€ um aminoécido ndo essencial, sintetizado através de outros aminoacidos; a
maioria das proteinas contém residuos de prolina, 0 que torna a restricéo
dietética deste amino&cido muito dificil, levando a apenas um modesto
controle nos valores plasméticos, ndo causando impacto nas manifestacoes

clinicas da doenca (Phang, 2001).
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PROLINA

-

/\ Pirrolino-5-carboxilato<e———- semialdeido gglutamato

ﬂ 3

Glutamato
Ornitina
Ciclo d
Uréia
a-cetoglutarato

1./\* Pirrolino-5-carboxilato desidrogenase
2. /\*Pirrolino-5-carboxilato sintase

3. Ornitina amino transferase

4. /\! Pirrolino-5-carboxilato redutase

5. Prolina oxidase

Figura 4 — Degradacéo e sintese da prolina. Destaque para o local de bloqueio

darota nahiperprolinemiatipo I1.
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1.4 Modelo animal de hiperprolinemia tipo Il

Os modelos animais de erros inatos do metabolismo embora incapazes
de mimetizar completamente uma doenca humana, déo uma idéia do quadro
clinico apresentado durante a sua instalacdo e desenvolvimento. A
possibilidade de isolar cada etapa das alteraces metabdlicas para estudé-las,
comparando a um controle, parece ser a principal vantagem destes model os.

As aminoacidopatias e as acidemias organicas paracem Ser 0S erros
inatos do metabolismo mais freqlientes. Em nosso laboratério desenvolvemos
modelos quimicos experimentais pos-hatais para a fenilcetondria,
hiperpolinemia tipo |1, metilmal onicacidemia e propionicacidemia a partir de
parametros farmacocinéticos de fenilalanina, prolina, &cidos metilmalénico e
propidnico, respectivamente (Wyse et al., 1995, Moreira et a.,1989, Dutra et
al.,1991).

No modelo experimental de hiperprolinemia tipo 1, para atingir niveis
séricos de prolina em ratos, similares aqueles encontrados em pacientes
hiperprolinémicos, foram administrados por via subcutanea, varias doses de
prolina variando de acordo com o peso e a idade dos ratos. Os animais

controles receberam igual volume de solucédo salina 0,9% (1ml / 100g de peso

28



corporal). As solugbes foram administradas 2 vezes aos dia, com intervalos de
10 horas. O esquema final para administracéo cronica de prolinafoi calculado
de acordo com parametros farmacocinéticos da prolina (Moreira et al., 1989).

A prolina apresenta inUmeras propriedades como neurotransmissor,
sugerindo um papel importante na transmissao singptica. Evidéncias mostram
gue altas concentracdes de prolina (>100 niM) ativa receptores NMDA (Ault,
1987; Henzi, 1992; Martin, 1992; Pace, 1992), AMPA (Henzi,1992) e
stricnina-sensivel-glicina (Henzi, 1992; Nistri e Morelli, 1978) em cérebro de
ratos.

A administracdo intracerebral de prolina, em gadinhas, interfere na
formacdo de memoria e aprendizado (Cherkin, 1976; Van Harreveld, 1974).
Por outro lado, a prolina quando administrada em ratos apresenta acéo tanto
excitatéria quanto inibitoria no sistema nervoso central (Zarzecki, 1975; Felix
e Kiunzle, 1974; Segal, 1976; Nistri e Morelli, 1976; Vyklicky, 1982; Ault,
1987; Henzi e MacDermott, 1991 - citados por Martin, 1992).

Estudos el etrofisiol 6gicos sugerem que prolina atua de forma excitatoria
no hipocampo (Ault e Nadler, 1984). Dados mostram que este aminoacido
despolariza células piramidais da regido CA1 atuando diretamente sobre o
soma e dendritos destes neurdnios (Martin, 1992).

A habilidade da prolina em despolarizar neurdnios hipocampais, por
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ativacdo de receptores glutamatérgicos suporta a idéia de que a prolina possa
causar dano em neurdnios do sistema nervoso central, através de mecanismo
excitotoxico (Nadler, 1985), o que pode estar associado a convulsdes e retardo

mental presente na hiperprolinemiatipo 1.

1.4. Na' K" - ATPase (ATP fosfoidrolase, EC 3.6.1.3)
1.4.1. Conceito, Funcao e Estrutura

A idéia da existéncia de uma bomba de sodio na membrana celular foi
introduzida por Dean em 1941, baseando-se em experimentos realizados ja na
década de 30 por Heppel, Heppel e Schmidt e Steinbach (Dean, 1941) .

O conceito do transporte de sddio e da bomba de sddio foi desenvolvido
nos anos seguintes, sendo convincentemente demonstrado por experimentos
de Ussing e Zerahn (Ussing, 1988).

Em 1954 Skou sugeriu que a bomba capaz de realizar o transporte ativo
de Na" e K* contra seus gradientes de concentraco era de natureza protéica e
estava ligada a membrana plasmatica (Skou, 1992). Em 1997, Jean C. Skou
recebeu o Prémio Nobel de Quimica por sua descoberta.

A Na', K' - ATPase é uma proteina integra de membrana, cuja
caracteristica é a forte ligagdo com a membrana lipidica, que requer agentes

(detergentes, solventes organicos ou desnaturantes), para sua solubilizago. E
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formada por 2 subunidades, que transocam Na' e K" contra seus gradientes
de concentracdo, através da membrana plasmatica, processo chamado de
transporte ativo, utilizando a energia da hidrélise do ATP em ADP. Todas as
células produzem e consomem ATP para a manutengdo das concentracoes
citosdlicas de Na" e K™, sendo que nas células neuronais este consumo é de
40 a 60% (Whittan, 1962).

Para estabelecer e manter altas concentragGes de Na™ extracelular e K*
intracelular a enzima Na', K* - ATPase transloca trés cargas positivas para o
meio extracelular e duas negativas para 0 meio intracelular, formando um
gradiente eletroquimico através da membrana celular (Lingrel, 1994),
utilizando a hidrolise do ATP como energia. Este gradiente é necessario para
manter o potencial de membrana, paraa manutencdo e regulacdo do volume
celular e para o transporte de substancias Na' dependentes, tais como,

glicose, aminoécidos, neurotransmissores e outros ions (Gerring, 1990).
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FIGURA 5. Na', K* - ATPase . Formagdo do potencial elétrico

transmembrana. Adaptado de L ehninger 2000.

A Na', K* - ATPase é um tetrdmero constituido de duas subunidades
diferentes (a e b), as quais estéo associadas ndo covalentemente (Jorgensen,

1982; Renaud, 1991). Estas subunidades estdo incorporadas na bicamada

lipidica da membrana plasmatica (Horowitz, 1990).
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FIGURA 6 - EstruturadaNa', K* - ATPase. Adaptado de Fambrough et

a., 1994,

A subunidade a € formada por 1012 aminoé&cidos, tem um peso
molecular de aproximadamente 100 Kd e 7-8 dominios hidrofdbicos
transmembranicos em a hélice e uma grande porcdo intracelular em b
pregueada (Renaud, 1991). A subunidade a € catdlitica, porque possui 0s

sitios de ligacdo para ATP, Mg®, Na" , K* e ouabaina. Esta subunidade

contém ligantes necessarios para a fosforilacéo da enzima (ATP e ions sodio)
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localizados na superficie citoplasmética, e os ligantes para 0s ions potassio,
necessarios para a desfosforilagcdo da enzima e inibidores classicos, como a
ouabaina, localizados na superficie celular (Schull, 1985).

Ja foram identificadas 4 isoformas da subunidade catalitica,
denominadas a; , encontrada em todas as células e predominante no rim, a,
predominante no muasculo esquelético, neurdnios e células gliais, as
encontrada em neurdnios e musculo cardiaco (Lingrel & Kuntzweiler, 1994) e
recentemente foi descoberta a subunidade a4, encontrada no espermatozoide
(Blanco & Mercer, 1998; Woo et al., 2000).

A subunidade b contém aproximadamente 300 aminoacidos, tem um
peso molecular de 60 Kd e contém um simples dominio hidrofébico
transmembréanico (Renaud, 1991). N&o existem sitios cataliticos na
subunidade b e também n&o é possivel separé-la da subunidade a sem a perda
da atividade enzimatica (Skou & Esmann, 1992). Sua funcdo ndo esta bem
definida, mas estudos demonstram que a subunidade b parece ter um
importante papel na maturagdo (Geering, 1990) e insercdo da subunidade a na
membrana (Hiatt, 1984). Ja foram identificadas 2 isoformas da subunidade b
no tecido humano. A isoforma b, € predominante no rim e a b, no tecido

cerebral.
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A Na', K - ATPase é formada pela combinag3o das subunidades a e b,
e sua distribuicdo depende da espécie, tecido, tipo celular e estdgio de
desenvolvimento (Glynn, 1993).

A Na', K" - ATPase pertence a uma classe de transportadores,
reversivelmente fosforilados que recebem a denominacdo de P-tipo ATPase,

amplamente distribuidos (L ehninger, 2000), conforme TABELA 2.
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lons transportados Organismo Tipode membrana Papel da ATPase
Na'K* Eucariotos Plasmética Manter baixa[Na'] e
ata[K"] dentro da
célula; criar potencia
elétrico
transmembrana
HK” Céulas &cido Plasmética Acidificar contetido
secretoras, de estomacal
mamiferos
H* Fungo (Neurospora) Plasmatica Manter pH baixo no
Plantas superiores compartimento
celular, ativando
proteases e outras
enzimas hidroliticas
ca™ Eucariotos Plasmética Manter baixa[Ca’"]
no citosol
ca™ Células musculares Reticulo Sequestrar Ca®*
animais sarcoplasmatico intracelular,

mantendo baixo

[Ca®'] intracelular

TABELA 2 . Transportadores P-tipo ATPase. Adaptado de Lehninger,

2000.
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1.4.2. Mecanismos de reacéao:

Em condic¢Ges normais de funcionamento, a Na', K™ - ATPase bombeia
3 ions sodio para 0 meio extracelular e 2 ions potassio para 0 meio intracelular
para cada molécula de ATP hidrolisada (Glynn, 1993). A enzima utiliza ATP
e agua e produz como resultado ADP e fosfato inorgéanico, além de realizar o
transporte de dois cations diferentes em sentidos opostos. O mecanismo de
reac80 sugere seis etapas fundamentais envolvendo dois estados
conformacionais  principais, dependentes de fosforilagdo. Estado
conformacional 1l, forma fosforilada, com alta afinidade por K* e baixa
afinidade por Na" e estado conformacional |, forma desfosforilada, com alta
afinidade por Na" e baixa afinidade por K*. O mecanismo de agdo pode ser
esguematizado conforme a FIGURA 7, onde: (1) haligacdo de 3 ions Na” em
um sitio de alta afinidade para Na', na porgdo intratracelular da enzima; (2)
onde também existe um sitio de ligagcdo para o ATP, neste momento ha
fosforilacdo da enzima e mudancga conformacional que promove o transporte;
a enzima so pode ser fosforilada pelo ATP na presenca de ions sodio na face
intracelular da molécula da enzima (Blostein, 1979; Blostein et al., 1979). A
fosforilagdo facilita a ocluséo dos trés ions sodio na molécula da enzima; (3)
diminui a alta afinidade para o Na" levando este ion a ser liberado na porgéo

externa da célula; ha mudanca do estado conformacional | parall ( Lingrel &
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Kuntzweiler, 1994); (4) o K" se liga em um sitio de alta afinidade da enzima,
na porcao extracelular, esta ligagdo transfere o grupo fosfato liberado no
primeiro passo para a dgua (formando o fosfato inorganico); (5) a enzima &
desfosforilada, reduzindo a afinidade pelo fon K* (Glynn, 1993); (6) o K* é
liberado na porcéo intracelular, acompanhado de mudanca do estado
conformacional Il paral. O ciclo recomeca.

As mudangas na conformagcdo da enzima alteram a reatividade da
bomba e mudam a seletividade dos sitios; esta mudanca € dependente de ions
sodio e potéssio, sendo os ions sddio importantes para a fosforilacdo e os ions
potassio para a desfosforilacdo ( Charnock & Post, 1963; Alberts, 1963; Post,
1965; Glynn, 1993). O ATP, durante o ciclo, exerce duas funcdes distintas:
liga-se aos sitios de alta afinidade, fosforilando a enzima e, liga-se aos sitios
de baixa afinidade, sem fosforilar, atuando como modulador alostérico
positivo, acelerando a conformagao, facilitando a liberacdo dos ions potéssio

parao meio intracelular (Glynn, 1993).
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A ouabaina, um inibidor especifico da Na', K'™-ATPase, ligase a
subunidade a fosforilada impedindo a etapa de desfosforilagéo (Lingrel &

Kuntzweiler, 1994; Voet & Voet, 1999).

1.4.3. Na', K’'-ATPase e disfuncéo cerebral:

A Na', K*-ATPase tem um papel fundamental na manutencdo e na
restauracdo do gradiente elétrico da membrana celular neuronal, necessario
para a propagacdo do impulso nervoso (Siegel, 1981)

A inibicdo da atividade da Na', K'-ATPase tem sido associada a
diversas neuropatologias, tais como epilepsia e isquemia cerebral (Grisar,
1984; Wyse, 2000). Neste contexto, Hanglund e colaboradores (1985)
demonstraram uma reducéo na atividade da enzima em regides cerebrais,
sugerindo que esta diminuicdo pode estar relacionada a anormalidades
encontradas em crises convulsivas. Em concordancia com estes dados,
Rapport e colaboradores (1975) encontraram uma diminuicdo de 60% na
atividade da Na', K'-ATPase em cortex cerebral de pacientes que
apresentavam convul sdes generalizadas.

A inibicdo da enzima esta associada a liberacdo de neurotransmissores

em uma variedade de preparagdes neuronai s (Jacobson, 1986).
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Estudos in vitro tém demonstrado que alguns aminoécidos inibem a
atividade da Na“, K*™-ATPase. Wyse e colaboradores (1995) demonstraram
gue a fenilalanina e seus metabdlitos (fenilpiruvato, fenilacetato e fenilactato)
inibem in vitro a atividade da enzima em torno de 20%. Burger (1998)
demonstrou semelhante comportamento para leucina, valina, isoleucina e seus
cetoacidos, os quais estédo acumulados na doenca do xarope do bordo.

Estudos in vivo, utilizando modelo experimental de hiperfenilalanina,
também mostraram uma redugdo na atividade da Na', K*-ATPase quando
comparados aos animais controle; 0 mesmo acontecendo em modelo agudo

de fenilcetonuria (Wyse et al., 1995).
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1.6. Objetivos

Considerando as alteragdes neuroldgicas encontradas na hiperprolinemia
tipo Il, o papel da prolina como neurotransmissor e/ou neuromodulador e a
importancia da atividade da Na’, K™ - ATPase para o funcionamento normal

do sistema nervoso central, este trabal ho teve como objetivos verificar:

1. a atividade da Na', K* - ATPase de membrana plasmética sinaptica de
hipocampo e de cortex cerebral em animais submetidos a administracéo
cronicade proling;

2. a atividade da Na’, K" - ATPase de membrana plasmética sindptica de
hipocampo de ratos jovens submetidos a administragdo aguda de proling;

3. o €feito in vitro da prolina sobre a atividade da Na“, K™ - ATPase de
membrana plasmatica sinptica de hipocampo e de cortex cerebral de ratos;

4. o efeito in vitro do glutamato sobre a atividade da Na', K* - ATPase de

membrana plasméti ca singptica de hipocampo de ratos;
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3.0 DISCUSSAO

Hiperprolinemia tipo Il € uma doenca autossdmica recessiva do
metabolismo da prolina causada pela deficiéncia da enzima
A pirrolino-5-carboxilato desidrogenase que resulta no acimulo tecidual
deste aminoécido (Phang, 2001).

Embora ndo esteja bem estabelecido se hiperprolinemia tipo I € uma
doenca benigna ou se afeta 0 sistema nervoso central, alguns pacientes com
quadro bioquimico de hiperprolinemia tipo |l apresentam sintomas
neurologicos da doenga, como retardo mental, enquanto outros Ssdo
clinicamente normais (Phang, 2001). Esses achados sugerem que niveis
plasméticos elevados de prolina e PSC nédo sdo suficientes para causar dano
neurol6gico. Por outro lado, a manutencéo de niveis aumentados de prolina,
como 0s encontrados em pacientes hiperprolinémicos, tém sido associados
com predisposicao a convulsdes (Flynn, 1989).

Dados da literatura mostram que administragdo aguda subcutanea e
intracerebral de prolina altera a formagéo de meméria e aprendizado, podendo
este ser um efeito neurotdxico de altos niveis de prolina no sistema nervoso
central. Uma explicagdo para este fato seria que a prolina interferindo na
liberac&o intracelular de glutamato em neurdnios afetaria secundariamente a

formacdo da memoéria (Cherkim, 1976; Moreiraet al., 1989).
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Evidéncias também mostram que atas concentracdes de prolina
(® 100 nmM) ativam receptores NMDA (Ault, 1987; Henzi, 1992; Martin,
1992; Pace, 1992) AMPA (Henzi, 1992) e glicina-sensivel a striquinina
(Henzi, 1992; Nistri e Morelli, 1978) em cérebro de ratos. Com base nestes
achados e nagueles que demonstram que a prolina tem ata afinidade por
transportadores Na'/Cl~ dependentes os quais sd0 encontrados em neur6nios
glutamatérgicos € proposto que a prolina pode servir como um
neuromodulador em neurotransmissado glutamatérgica (Fremeau, 1992;
Nadler, 1992; Nadler e Cohen, 1995; Shafqat, 1995; Velaz-Fairclooth, 1995;
Fremeau, 1996). Por outro lado, os niveis aumentados de prolina e glutamato
encontrados no liquor de pacientes com hiperprolinemia tipo Il (Van
Herreveld e Fifkova, 1973; Rohads, 1983; Phang, 2001), reforcam esta
hipétese e indicam a possivel acdo excitotoxica de altas concentracdes da
prolina.

Os modelos animais de erros inatos do metabolismo tém contribuido
para 0 entendimento do quadro clinico apresentado durante a instalacéo e
desenvolvimento dessas doengas.

Os modelos quimicos experimentais poOs-natais, desenvolvidos em
nosso laboratério, para fenilcetondria, hiperprolinemia tipo I,

metilmal onicacidemia e propionicacidemia (Wyse et a., 1995; Moreira et a.,
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1987, Dutra et a., 1991) demonstraram que ratos tratados quimicamente com
estes aminoacidos ou acidos organicos apresentaram diminuicdo da atividade
daNa’, K" - ATPase (Wyse et a., 1995; Wyse et al., 1998, Wyse et al., 2000),
déficit no metabolismo energético (Dutra et a., 1991) e alteracOes
comportamentais (Moreira et a., 1989; Dutra et a., 1991, Brusque et 4.,
1999).

A Na', K" - ATPase é uma enzima chave na regulagdo do potencia de
membrana, na manutencdo do volume celular e no co-transporte de ions
ligados a0 Na'. A enzima é amplamente distribuida no cérebro e consome de
40-60% do ATP gerado neste tecido. A falénciada Na', K - ATPase leva ao
influxo celular de sodio e de célcio e ao efluxo de potassio. Este movimento
de ions gera despolarizacdo nas células, ativando canaisionicos (Silver, 1997),
podendo causar isquemia cerebral (Wyse, 2000), epilepsia (Grisar, 1984) e
vérias desordens neurodegenerativas (L ees, 1993).

No presente trabalho, utilizamos o modelo experimenta de
hiperprolinemiatipo Il (Moreira et a., 1989) onde a administracdo de prolina
inicia no 6° dia de vida, periodo em que o cérebro apresenta maturagdo
equivalente a um ser humano recém-nascido e finaliza no 28° dia de vida,
periodo em que o cérebro apresenta a maturagéo equivalente a de uma crianca

de 2 a8 anos de idade (L oo, 1980).
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Nossos resultados mostraram que os animais tratados cronicamente com
prolina ndo apresentaram alteracdes nos pesos corporal, do encéfalo, do cortex
cerebral e do hipocampo quando comparados com os controles (salina)
(TABELAS 4 e 5). Tanbém ndo observamos diferencas significativas na
concentracdo de proteinas do homogenizado e membrana plasmatica sinaptica
do hipocampo e do cortex cerebral dos ratos, em relacéo aos grupos controles
(TABELAS 4.1 e 5.1). Estes resultados estdo de acordo com outros modelos
gue utilizam aminoacidos, como por exemplo, 0 modelo experimental de
hiperfenilalanina, utilizado por Wyse e colaboradores (1995), onde a
administracéo de fenilalanina e metilfenilalanina, também ndo alterou o peso
corporal, do encéfalo e do cortex cerebral dos animais tratados.

No tratamento crénico, onde os animais receberam 2 injecdes diarias de
prolina do 6° ao 28° dia de vida e foram sacrificados 12 horas apés a Ultima
administracdo da droga, houve uma reducdo significativa na atividade da
Na', K" - ATPase de membrana plasmética sindptica em torno de 20% em
cortex cerebral e de 33% em hipocampo. N&o houve dteracdo da
Mg #* -ATPase, indicando uma ateracdo especifica da prolina sobre a
Na', K" - ATPase.

Na administragdo aguda de prolina onde os animais com 15 dias de vida

receberam uma unica dose de prolina e foram sacrificados 1 hora apos a
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administragdo deste aminoéacido, também houve uma diminuigdo significativa
na atividade especifica da Na', K™ - ATPase em torno de 41%, enquanto a
atividade daMg ?* -ATPase ndo foi aterada.

Alguns autores citam ser barreira a hemato-encefalica, quando madura,
impermeavel a prolina (Cherckin, 1977; Baxter, 1985; Davis 1987 - citados
por Moreira, 1989). Nossos resultados da administragdo de prolina em ratos
reforcam os achados de Moreira e colaboradores (1989) que, comparando
niveis cerebrais de prolina em diferentes idades, notaram que quanto mais
jovens os ratos, mais atos os niveis cerebrais de prolina e reforca a idéia de
gue a impermeabilidade da prolina ao sistema nervoso central € parcia e que
este aminoacido pode acumular-se no sistema nervoso central nas primeiras
semanas de vida, periodo de sinaptognese e maturagdo pos-natal (Davis, 1984;
Herschkowitz, 1982; Loo, 1980 - citados por Moreira, 1989).

De acordo com o estudo farmacocinético realizado em nosso
laboratorio (Moreira, 1989), 0s niveis sericos e cerebrais de prolina utilizados
no tratamento em ratos foram de 1-2 mM e 30-60 nM, respectivamente, o que
corresponde & doses de prolina encontradas no plasma e no liquor dos
pacientes hiperprolinémicos (Phang, 2001).

Nos experimentos in vitro a prolina nas concentragoes de 1,0 e 2,0 mM

inibiu significativamente a atividade da Na’, K* - ATPase, ndo aterando a
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atividade daMg” - ATPase. Os mecanismos que envolvem esta inibi¢do sio
ainda desconhecidos. Considerando que no tratamento in vivo a administragcéo
cronica de prolina resulta em nivels cerebrais baixos deste aminioacido
(30-60 nM) o que inibe a atividade da Na', K" - ATPase e que nos estudos in
vitro nivels também baixos de prolina (0,2 mM) néo alteram a atividade desta
enzima, torna-se dificil explicar a agdo da prolina sobre a atividade cerebral da
Na', K* - ATPase em nossos estudosin vivo.

Por outro lado, € importante lembrar que a atividade da
Na', K" - ATPase é complexa e que pode ser dividida em regulagdo de curta
duragdo (short term), que ocorre em minutos e regulacdo de longa duragédo
(long term) que envolve sintese e degradacdo de proteinas, 0 que ocorre em
horas ou dias. A répida regulagdo envolve mecanismos complexos como
ativacéo de sinais, em resposta a estimulos, que ativam ou inibem proteinas
quinases e fosfatases (Bertorello e Kats, 1995).

Esta complexa regulagdo daNa', K™ - ATPase indica que a regulagéo de
curta durac&o (short term) pode estar envolvida em nossos ensaios in vitro e
gue a regulacdo de longa duragédo (long term) pode estar envolvida em nosso
tratamento crénico.

A inibicdo da Na", K" - ATPase esta envolvida em lesdes neurol égicas

no cérebro de ratos, em convulsdes e encefal opatia espongiforme em neonatos

51



humanos, estando ainda associada a excitotoxicidade (Satoh e Nakazato,
1992; Renkawek, 1992; Lees, 1990; Lees, 1993). Neste contexto, tem sido
proposto que lesdes encontradas apds crises epiléticas, isguemia e
hipoglicemia, em que ha inibicdo da Na', K* - ATPase pode ser devido a
liberacdo de glutamato endégeno (Ben-Ari, 1985; Choi e Rothman, 1990).
Outros estudos, com achados similares, indicam que a inibicdo da
Na’, K" - ATPase pode levar a morte celular por mecanismos dependentes de
excitotoxinas ( Cousin, 1995; Lees e Leong, 1995).

Para verificar o efeito in vitro do glutamato sobre a atividade da
Na’, K - ATPase, testamos este aminoécido nas concentragdes de 0,2; 1,0 e
20 mM. Os resultados mostraram que o0 glutamato também inibiu
significativamente a atividade da Na’, K* - ATPase de membrana plasmética
sinaptica de ratos nas concentragbes de 1,0 e 2,0 mM. Este resultado foi
semel hante ao encontrado com a prolina nas mesmas concentragoes in vitro.

Nossos resultados referentes a inibicdo da enzima pelo glutamato estéo
de acordo com recentes estudos de outros pesquisadores os quais mostraram
que o glutamato (1,0 mM) inibe a atividade da Na', K* - ATPase em
sinaptossomas de cérebro de ratos (Avrova, 1999).

Considerando que a prolina ndo pode ser convertida em glutamato, em

quantidades significativas no sistema nervoso central, presumimos que a
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inibicdo daNa', K" - ATPase, encontrada em nossos estudos in vivo e in vitro,
foi devido ao efeito da prolina

Outros trabalhos desenvolvidos em nosso grupo e, por outros
pesquisadores, mostraram resultados diversos em relacdo a inibicdo da
atividade da Na", K™ - ATPase por outros aminoécidos. A fenilalaninain vivo
e in vitro e a arginina in vivo inibem a atividade da Na', K" - ATPase de
cérebro de ratos (Wyse, 1999; Wyse, 2001). Por outro lado, aargininain vitro
(Silva, 1999) e solugbes contendo histidina e b-alanina, ndo ateram a
atividade desta enzima (Van der Hijden, 1989), estes achados indicam efeitos
inibitérios especificos de alguns aminoécidos sobre a atividade da
Na', K" - ATPase.

A inibicdo da atividade da Na’, K - ATPase por prolina e glutamato,
nas concentracbes de 1,0 e 2,0 mM, nos levou a um estudo cinético de
interacdo entre estes dois aminoacidos. Utilizando o modelo proposto por
Chevillard et al. (1993), prolina e glutamato foram testados simultaneamente,
utilizando-se diferentes concentracbes de cada um dos aminoacidos,
proporcionamente crescente para um e decrescente para 0 outro. A
concentracdo inicial escolhidas (1,0 mM) estava de acordo com a semelhanca
na percentagem de inibicdo de ambos compostos. A atividade enzimatica foi

determinada e plotada em gréfico tendo no eixo das ordenadas as diferentes
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concentragdes das substancias utilizadas no sistema de incubagdo. A andlise
do gréfico indica que a prolina e o glutamato provavelmente competem por
um mesmo sitio de ligagdo na enzima.

Os mecanismos que reduzem a atividade da Na’, K* - ATPase em
animais submetidos ao tratamento agudo e crénico com prolina permanecem
desconhecidos, porque a regulagdo desta enzima a curto e a longo prazo é
muito complexa e envolve muitos mediadores (Bertorello, 1995). Seguindo
este raciocinio, alguns mecanismos podem ser responsaveis pelo efeito
inibitério in vivo da administragdo de prolina sobre a atividade da
Na', K* - ATPase: 1) degradacdo da enzima durante o tratamento crénico,
guando sua sintese pode estar diminuida; 2) ateragbes causadas pela
degradacdo da membrana fosfolipidica na qual a enzima esta inserida, devido
a peroxidacao dos lipidios da membrana (Racay, 1994); 3) alteracdo estrutural
na molécula protéica causada pela acdo de radicais livres (Lees, 1991). Estas
hipbteses, no entanto, devem ser testadas em estudos futuros para elucidar os
mecanismos envolvidos.

Considerando que: a) a manutengéo da atividade daNa', K* - ATPase é
crucia para a funcdo cerebral normal e que a reducdo na atividade desta
enzima esta relacionada com danos neurologicos em cérebro de ratos e em

humanos (Cousin, 1995; Lees, 1990; Lees e Leong, 1995); b) a prolina esta
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envolvida na transmissdo glutamatérgica e na ativagéo de receptores NMDA
( Cohen e Nadler, 1997; Ault, 1987; Henzi, 1992; Martin, 1992; Pace, 1992),
C) pacientes hiperprolinémicos apresentam aumento nas concentragbes de
glutamato e prolina no ligquor e, considerando os nossos resultados que
mostram uma reducdo na atividade da Na“, K* - ATPase, podemos postular
gue areducdo na atividade desta enzima pode contribuir, pelo menos em parte,
com o dano neurologico encontrado em pacientes sintométicos com

hiperprolinemiatipo Il.
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4.0 CONCLUSOES

1. Osanimais tratados crénicamente com prolina ndo apresentaram alteracoes
no peso corporal, peso do encéfalo, do hipocampo e do coértex cerebral
guando comparados com 0s animais controles. Também ndo foram
encontradas ateragbes nas concentragoes de proteinas do homogenizado e

de membrana plasmética cerebral.

2. A atividade da Na', K* - ATPase de membrana plasmética sindptica de
hipocampo e de cortex cerebral de ratos reduziu significativamente nos
animais submetidos ao modelo experimental cronico de hiperprolinemia

tipo 1.

3. Os animais submetidos a administragdo aguda de prolina apresentaram
uma reducdo significativa na atividade da Na', K™ - ATPase de membrana

plasmética sinaptica de hipocampo.

4. A prolina nas concentragbes de 1,0 e 2,0 mM, inibiu significativamente a
atividade da Na’, K* - ATPase de membrana plasmética sinaptica de cortex

cerebral deratosin vitro .
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5. A prolina e o glutamato, nas concentracoes de 1,0 e 2,0 mM, inibiram
significativamente a atividade da Na', K - ATPase de membrana

plasmética sinaptica de hipocampo de ratos in vitro .

6. A andlise do grafico com os resultados do estudo cinético da interacdo
entre a prolina e o glutamato sobre a atividade da Na', K* - ATPase de
membrana plasmatica sinaptica de hipocampo de ratos mostrou que a
atividade enzimdtica encontrada € muito semelhante para os dois
aminoacidos indicando que a prolina e o glutamato competem por um

mesmo sitio de ligagdo na enzima.

7. A prolinain vivo e in vitro ndo aterou a atividade da Mg ** - ATPase de

hipocampo e cortex cerebral de ratos.

E possivel que a inibicdo na atividade da Na“, K™ - ATPase possa estar
envolvida nos mecanismos pelos quais a prolina € neurotdxica. Acreditamos
gue nossos resultados possam contribuir na compreensdo da disfuncédo

neurol 6gica encontrada em pacientes portadores de hiperprolinemiatipo ||
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6.0 ANEXOS

TABELA 3 - Doses de prolina administradas, nos tratamentos crénico e
agudo, de acordo com aidade dos ratos

-Estudosin vivo

Tratamento cronico Tratamento Agudo
Controle - Sdlina Controle - Salina
06 al3dias -12,8 umol/g Pc 15 dias- 18,2 umol/g Pc

14 a17 dias -14,6 ymol/g Pc
18 a2l dias -16,4 umol/g Pc

22 a28dias -18,2 umol/g Pc

* Pc = Peso corporal
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TABELA 4 - Peso corporal, do encéfalo, cerebelo e cortex de ratos tratados do
6° ao 28° dia de vida e sacrificados 12 h ap6s o término do tratamento.
(Artigo 1)

Peso Peso Peso Peso cortex(Q)
corporal(g) encéfalo(g) cerebelo(g)
Controle (salina) 55,4+15,5 0,99+0,9 0,19+0,2 0,58+0,6
Tratados (Prolina)  6,5+10,3 0,98+0,5 0,18+0,1 0,58+0,3

Os resultados estdo expressos com meédia = desvio padréo para 7 animais em
cada grupo.
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TABELA 4.1 - Concentracdo de proteinas em cortex cerebral de ratos tratados
do 6° ao 28° dia de vida e sacrificados 12 h apbés o término do
tratamento.(Artigo I)

Proteina Controle (salina) Tratado (prolina)
Mg/g homogeneizado de cortex 60,78+13,2 74,09+£16,8
Mg/g membrana plasmatica de cortex 24,57+3,45 24,71+5,43

Os resultados estéo expressos com média £ desvio padrdo para 7 animais em
cada grupo.
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TABELA 5 - Peso corporal, peso do encéfalo, cerebelo, cortex e hipocampo
de ratos tratados do 6° ao 28° dia de vida e sacrificados 12 h ap6s o término do
tratamento. (Artigo I1)

Peso Peso Peso Peso Peso do
Corporal(g) Encéfalo(g) cerebelar(g) Cortical (g) hipocampo(g
Controle
(saling) 68,14+84 1,03t05 0,20+0,1 0,58+0,5  0,84+0,08
Tratado

(proling)  7500£¢8,6 096+0,4 0,18:02 05405  0,82+0,1

Os resultados estéo expressos com média £ desvio padrdo para 7 animais em
cada grupo.
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TABELA 5.1 - Concentracdo de proteinas em hipocampo de ratos tratados do
6° ao 28° dia de vida e sacrificados 12 h ap6s o término do tratamento.
(Artigo I1)

Proteina Controle (salina) Tratado (prolina)
Mg/g homogeneizado de hipocampo 62,3+16,9 66,7+40,5
Mg/g membrana plasmética de 20,4+3,5 19,8+4,6

hipocampo

Os resultados estéo expressos com média £ desvio padrdo para 7 animais em
cada grupo.
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