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RESUMO

A Doenca do Xarope do Bordo (DXB) € um erro inato do metabolismo que
se caracteriza pela deficiéncia da atividade do complexo a-cetoacido desidrogenase
de cadeia ramificada, ocorrendo actmulo tecidual dos amincacidos de cadeia
ramificada (AACR) leucina, valina e isoleucina, bem como dos seus «o-cetoacidos
(CACR) correspondentes, acido a-cetoisocaproico (CIC), acido a-cetoisovalérico
(CIV) e acido a-ceto-f-metilvalérico (CMYV). Este acamulo esta relacionado com
manifestagdes severas como letargia, apnéia, hipotonia ou hipertonia, coma,
convulsdes, retardo mental, acidose metabdlica e encefalopatia, entre outras. Os
pacientes com DXB apresentam odor de agucar queimado na urina atribuido aos
CACR que se encontram elevados. A literatura aponta a leucina e o é&cido a-
cetoisocaproico como os principais agentes neurotoxicos da doenca.

O citoesqueleto do Sistema Nervoso Central (SNC) é constituido por
microfilamentos, microtubulos e filamentos intermediarios. O citoesqueleto € uma
estrutura altamente dindmica responsavel pela forma e movimento celular,
fornecendo também a maquinaria para os movimentos intracelulares como o
transporte de organelas de um lugar a outro do citoplasma. A fosforilagdo protéica
regula uma grande variedade de fungdes celulares no SNC, como a plasticidade das
células e a remodelagem dindmica da arquitetura citoesquelética.

Estudamos, no presente trabalho, o efeito do CIC, CIV e CMV sobre a
incorporacgdo in vitro de *2p em filamentos intermediarios (NF-M, NF-L, Vim e
GFAP) de cortex cerebral de ratos de 17 dias.

Fatias do tecido cerebral foram incubadas com os metabolitos na presenca de
2p_ortofosfato. A fracdo citoesquelética foi extraida e a radioatividade incorporada
nas subunidades dos filamentos intermediarios foi medida em um cintilador liquido.
Os resultados mostraram que o CIC aumenta de maneira dose-dependente a
incorporagdo in vitro de 32p nas subunidades NF-M, NF-L, Vim e GFAP, enquanto
que o CIV e 0 CMV n#o alteram este pardmetro.

Com o objetivo de verificar se o efeito do CIC ¢ mediado pela PKA e
PKCaM II, foram utilizados os inibidores especificos das quinases dependentes dos
segundos mensageiros AMP ciclico e calcio/calmodulina (PKA ¢ PKCaM II) do
sistema fosforilante associado ao citoesqueleto de cortex cerebral de ratos jovens,
KN-93 e H-89, respectivamente. Os resultados mostraram que o aumento da
incorporagio in vitro de **P causado pelo CIC ¢ mediado pelas PKA e PKCaM IL

Considerando que o processo de fosforilagdo/desfosforilgdo ¢ importante na
regulacdo da interacdo do citoesqueleto neuronal, propomos que este efeito do CIC
poderia estar relacionado com a disfun¢fo cerebral da DXB. |



SUMARIO

INTRODUQAO 1
1. Citoesqueleto 1
1.1. Filamentos Intermediarios 3
1.2. Microtubulos 8
1.3. Microfilamentos 10
2. Fosforilagao de Proteinas 13
2.1. Fosforilacdo de proteinas no SNC 14
2.2. Proteina Quinases 15
2.3. Proteina Fosfatases 18
2.4. Fosforilagcao de Proteinas do 19
Citoesqueleto
3. Doencga do Xarope do Bordo (DXB) 21
OBJETIVOS 28
ANEXO 1 29
DISCUSSAO 30
CONCLUSOES 34
PERSPECTIVAS 35

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 36



LISTA DE FIGURAS E TABELA DA INTRODUCAO

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Tabela 1.

Microfilamentos, microtubulos e filamentos
mtermediarios no SNC

Citoesqueleto axonal e dendritico

Representacdo esquemaética de um modelo de formagdo
de filamento intermediério

Representacdo esquematica de um neurofilamento

Representacdo esquematica de um microtiabulo

Representagdo esquematica de um microfilamento

Sistema fosforilante e desfosforilante de uma proteina

Representacdo esquematica de via catabdlica dos
AACR

Classes de filamentos intermediarios

11

14

22



AACR

AMPc
ATP
Cq'?
CACR
CIC
CIvV
CMV
DAG
DXB
EIM
GABA
GFAP
GMPc

H-89

I1
12

P,

LISTA DE ABREVIATURAS

Aminoacidos de cadeia ramificada
Adenosina difosfato
3’,5’-Adenosina monofosfato ciclico
Adenosina trifosfato

fon calcio

Cetoéacidos de cadeia ramificada
Acido a-cetoisocapréico

Acido a-cetoisovaléricb

Acido a-ceto-B-metilvalérico
Diacilglicerol

Doenga dé Xarope do Bordo

Erros inatos do metabolismo

Acido y aminobutirico

Proteina glial fibrilar 4cida
3°,5’-Guanosina monofosfato ciclico
Inibidor especifico da PKA
{N-[2-((p-bromocinamil)amino)etil}-5-
isoquinolinasulfonamida, HCl}
Inibidor 1 da fosfatase do tipo 1

Inibidor 2 da fosfatase do tipo 2

Inositol 1,4,5-trifosfato



KN-93

MARCKS
MTOC
NF-H
NF-L
NF-M
PKA
PKC
PKCaM
PKG
PP1
PP2A
PP2B
PP2C

SNC

Inibidor especifico da PKCaM II. 2-[N-(2-hidroxietil)-N-(4-
metoxibenzenosulfonil) Jamino-N-(4-clorocinamil)-IN-
metilbenzilamino

Proteinas associadas a microtibulos

Substrato miristoilado de proteina quinase C rico em alanina
Centro de organizac¢o de microtubulos

Subunidade protéica de 200 kDa dos neurofilamentos
Subunidade protéica de 68 kDa dos neurofilamentos

Subunidade protéica de 150 kDa dos neurofilamentos

Proteina quinase dependente de AMPc

~ Proteina quinase dependente de Célcio/Fosfolipidios

Proteina quinase dependente de Célcio/Calmodulina
Proteina quinase dependente de GMPc¢

Proteina fosfatase do tipo 1

Proteina fosfatase do tipo 2

Proteina fosfatase do tipo 2B

Proteina fosfatase do tipo 2C

Sistema nervoso central

Vimentina



INTRODUCAO
1. Citoesqueleto

A capacidade que as células eucaridticas possuem de adotar uma
variedade de formas e de executar movimentos coordenados ¢ direcionados
depende de uma rede complexa de filamentos protéicos que se estende por
todo o citoplasma. Esta rede ¢ chamada de citoesqueleto, sendo uma
estrutura altamente dindmica que se reorganiza continuamente sempre que
a célula altera a forma, divide-se ou responde a alteragdes do meio
extracelular. O citoesqueleto também fomece a maquinaria para
movimentos intracelulares como o transporte de organelas de um lugar a
outro no citoplasma e a segregacdo dos cromossomos durante a mitose
(Kirkpatrick & Brady, 1999; Alberts et al., 1994).

As diferentes atividades do citoesqueleto no Sistema Nervoso
Central (SNC) dependem de trés diferentes tipos de filamentos protéicos:
microfilamentos, microtibulos e filamentos intermediérios (Fig. 1). Cada
tipo de filamento € formado pela associagdo ou polimerizacdo de
mondmeros  especificos: actina monomérica (actina G) nos
microfilamentos, tubulina nos microtibulos ¢ uma familia de proteinas

fibrosas nos filamentos intermediarios (Elson, 1988; Ingber, 1993; Alberts
et al., 1994).



Filamento Glial

Heurofilamento

Figura 1. Microfilamentos, microtubulos e filamentos
intermediarios no SNC

(Adaptado de Kirkpatrick & Brady, 1999)

Os neurdnios mostram variagdes nas dimensdes e arquitetura de seus
corpos celulares que determinam os padrdes especificos das conexdes
sinapticas, onde dois processos fundamentais e distintos s@0 responsaveis
pelo fluxo direcionado de informac¢des dentro da célula: dendritos e
axOnios. A organizagdo citoesquelética do corpo celular difere da
organiza¢do axonal ¢ dendritica, ¢ estas duas extensdes assimétricas
diferem acentuadamente uma da outra (Fig. 2) (Shelanski et al., 1994). Os

varios componentes do - citoesqueleto neuronal estdo envolvidos
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diretamente com a formagdo, manutencdo e modificagio destas estruturas
especializadas. Estes eventos requerem a plasticidade do citoesqueleto, de
forma que o equilibrio entre a polimeriza¢do e despolimerizacdo altera-se

em resposta a varios estimulos fisiolégicos (Lasek, 1988).
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Figura 2. Citoesqueleto axonal e dendritico
(Adaptado de Kirkpatrick & Brady, 1999)

1.1. Filamentos Intermediarios

Os filamentos intermediarios sdo polimeros de proteinas fibrosas,
com didmetro aparente de 8-10 nm. Cada subunidade possui um dominio
amino-terminal, um carboxi-terminal e um central em o-hélice. A maioria
das proteinas que formam os filamentos intermediarios compartilham um
dominio central que possui 310 aminoacidos de comprimento, assumindo

uma forma de a-hélice estendida. A regifo central em a-hélice € bastante



conservada, enquanto que os dominios amino-terminal e carboxi-terminal
ndo formam o-hélice e variam bastante em tamanho e sequéncia de
aminodcidos entre os diferentes filamentos intermediarios (Alberts et al.,
1994).

Na formag¢do de um filamento intermediario, um mondémero interage
com outro mondmero idéntico para formar um dimero, no qual os dominios
em forma de bastdo se alinham paralelamente enrolando-se em uma
estrutura torcida. Dois dimeros alinham-se lado a lado para formar um
tetrAmero antiparalelo com quatro cadeias polipeptidicas. Oito tetrdmeros
enrolam-se para formar a estrutura do filamento intermediario com 10 nm

de didmetro (Fig. 3) (Alberts et al., 1994).
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Figura 3. Representacio esquematica de um modelo de formacéao

de filamento intermediario

(A): monémero; (B) dimero; (C) tetrdmero , formado de dois dimeros dispostos
paralelamente; (D) dois tetrdmeros unidos; (E) filamento intermedidrio com 10 nm de

didmetro (Adaptado de Alberts et al., 1994).



Os filamentos intermediarios podem ser agrupados em 4 classes:

1) Filamentos de queratina

2) Vimentina e filamentos relacionados a vimentina

3) Neurofilamentos

4) Lamina nuclear

Cada filamento ¢ formado pela polimerizacdo de subunidades

protéicas especificas para cada tipo celular, como mostrado na tabela 1

(Alberts et al., 1994; Steinert & Roop, 1988).

Tabela 1: Classes de filamentos intermediarios

Classes de Subunidades Localizacao celular
Filamentos Peso molecular
Intermediarios
Queratinas Tipo I (4cida) Células epiteliais
40-70 kDa
Tipo II (neutra/bésica)
40-70 kDa
Vimentina e proteinas | Vimentina Células de origem
relacionadas a 54 kDa mesenquimal
vimentina
Desmina Células musculares
53 kDa
GFAP Células gliais
50 kDa (Astrécitos e células de
Schwann)
Periferina Neurdnios
66 kDa
Neurofilamentos NF-L, NF-M, NF-H Neur6nios

Lamina nuclear

68, 150, 200 kDa
Limma A,BeC

Lamina nuclear de
células eucarioticas

(Adapatado de Alberts et al., 1994)




Os neurofilamentos, filamentos intermediarios - encontrados
exclusivamente em n;urﬁnios, sdo formados por trés subunidades, NF-L,
NF-M e NF-H, com massas moleculares aparentes de 68, 150 ¢ 200 kDa,
respectivamente. Enquanto as trés subunidades possuem os mesmos 310
aminodcidos no dominio central, os neurofilamentos diferem entre si pelo
seu dominio amino-terminal e carbéxi-terminal (Wong et al., 1995).
Embora as trés subunidades polimerizem contribuindo para a formacdo do
filamento intermediario, as subunidades NF-M e NF-H contribuem também

para a formacdo de projecgdes laterais (Fig. 4) (Kirkpatrick & Brady, 1999).

Figura 4. Representacdo esquematica de um neurofilamento

(Adaptado de Nixon & Sihag, 1991)

Os neurofilamentos sofrem véarias modificacdes pos-traducionais,
sendo que a fosforilagio ¢ a principal delas, estando diretamente
relacionada com suas fungdes (Raabe et al., 1996). A populagdo neuronal
varia em namero, em composi¢io de polipeptideos € nos niveis de
fosforilagdo dos neurofilamentos, e tanto a expressdo quanto a fosforilagéo

das subunidades dos neurofilamentos sdo reguladas durante o



desenvolvimento, manuten¢do e regeneragéo ‘neuronais (Brady, 1992; De
Mattos et al., 1994a). |

Os neurofilamentos determinam o calibre axonal, contribuem para a
plasticidade do citoesqueleto, auxiliam na estabilidade da morfologia
neuronal e participam do transporte axonal de metabdlitos do corpo celular
até a sinapse (Lasek, 1988; Moénaco et al., 1989; Hollenbeck, 1989; Brady,
1992).

A proteina glial fibrilar acida (GFAP) € uma subunidade de
filamento intermediario expressa exclusivamente em astrocitos, possuindo
peso molecular de 50 kDa, sendo composta por trés regides distintas, como
no caso de todas as subunidades dos filamentos intermediarios (Feinstein et
al., 1992; McLendon et al., 1994). A regido amino-terminal é composta de
35 residuos de aminoacidos e possui uma estrutura em “B-turn” que contém
oito residuos de arginina, caracterizando esta regido altamente bdsica. A
regido carbdxi-terminal contém cérca de 50 residuos de aminodacidos,
possuindo uma estrutura globular que pode estar envolvida com interagdes
entre GFAP e outras proteinas (Steinert, 1985; Geisler, 1985; Inagaki,
1990; Feinstein, 1992; Inagaki, 1994).

A vimentina (Vim) € uma subunidade de filamento intermediério de
54 kDa e ¢ a mais amplamente distribuida entre as proteinas dos filamentos
intermedidrios, ocorrendo em muitas células de origem mesodérmica,
incluindo fibroblastos, células endoteliais ¢ globulos brancos, além disso,
muitas células expressam vimentina de forma transitoria durante o
desenvolvimento (Alberts et al, 1994). Nos estagios iniciais de
desenvolvimento do SNC, os filamentos intermediarios de astrocitos
imaturos sdo compostos de vimentina (Franke et al., 1978), perto do

nascimento parte da vimentina € substituida pela GFAP. Depois, a



vimentina desaparece e ¢ reposta pela GFAP em células astrogliais
diferenciadas que coexpressam as duas proteinas (Pixley & de Vellis, 1984;
Schnitzer et al., 1981). Entretanto, a vimentina € a GFAP podem ser
expressas simultaneamente em células gliais especializadas, tais como em
subpopulactes de astrocitos fibrosos (de Vitry et al., 1981), em células de
Bergmann (Lazarides, 1982), em células de Schwann (Yen & Fields, 1981)
e em células reativas de Miiller (Bignami, 1984).

1.2. Microtubulos

Os microtiibulos sdo polimeros longos e rigidos que se estendem por
todo o citoplasma e coordenam a localizacdo intracelular das organelas e de
outros componentes celulares. Um microtibulo pode ser descrito como
uma estrutura cilindrica, com didmetro de 25 nm, no qual os heterodimeros
de tubulina o e P estdo dispostos em 13 protofilamentos lineares. O
microtibulo ¢ uma estrutura polar, uma vez que os protofilamentos estfo
paralelamente alinhados com a mesma polaridade ( Fig. 5) (Alberts et al.,
1994). Em alguns casos, projecdes podem ser visualizadas na superficie do
microtibulo. Estas projec¢des parecem interagir com outros microtubulos ou
com outras estruturas, mas estas interagdes sdo de natureza transitoria
(Hirokawa, 1986).

Os microtubulos neuronais sdo bioquimicamente ¢ fisiologicamente
diversos, com composigdes que variam de acordo com sua localizacdo nos
axOnios ou dendritos. Mesmo dentro de um microtibulo, existem dominios
diferentes que variam na composicdo ¢ graus de estabilidade. Enquanto
dominios labeis sdo capazes de despolimerizar, dominios estaveis sdo
preservados em segmentos pequenos € podem servir para nuclear ou
organizar os microtibulos nos axdnios, particularmente durante a

regeneracdo (Brady, 1992; Brady, 1988).



E —J tubutinas

Figura 5. Representacido esquematica de um microtiibulo
(Adaptado de Alberts et al., 1994)

Multiplos genes existem para ambas as subunidades, tubulina o e 3,
mncluindo isoformas especificas cerebrais. A expressdo destes genes €
regulada durante o desenvolvimento, a regeneracdo e em diferentes classes
de neurdnios (Sullivan, 1988; Luduena, 1993).

As tubulinas podem ser covalentemente modificadas apds a
polimerizacdo ¢ estas modificacdes podem resultar no aumento da
estabilidade dos microtibulos citoplasmaticos. Entre as modificagdes pos-
traducionais, incluem-se a fosforilacdo, a ligacdo com outras proteinas
[proteinas associadas (MAPs)]. Além destas modifica¢des, a tubulina o
também sofre acetilagdo em um residuo de lisina especifico e
destirosina¢do da regido carboxi-terminal. A acetilagdo ¢ a destirosinacdo

ocorrem nos microtibulos, mas ndo nas moléculas de tubulina livres,
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fornecendo sitios de ligacdo para as MAPs, que mantém a estabilidade do
polimero (MacRae, 1992; Brady, 1992).

As MAPs interagem com os microtibulos mantendo uma constante
estequiometria com as moléculas de tubulina através de ciclos de
polimerizacdo e despolimerizagdo. Algumas MAPs sdo distribuidas tanto
em tecidos neuronais como ndo-neuronais. Duas principais classes de
MAPs podem ser isoladas de cérebro em associacdo com microtibulos:
proteinas de alto peso molecular que incluem a MAP1 e a MAP2, cujos
pesos moleculares variam de 200 kDa a 300 kDa, respectivamente, e as
MAPs de baixo peso molecular, conhecidas como proteinas tau, com pesos
moleculares de 55 a 62 kDa (Steward, 1992; Drechsel et al., 1992; Lee,
1993). .

Os nﬂcrdtﬁbulos sdo os principais determinantes do tamanho e
morfologia neuronais. Eles participam do transporte axonal no neurdnio
maduro através do ancoramento de duas proteinas motoras, a cinesina € a
dineina, ¢ também participam do desenvolvimento e crescimento neuronais
(Lasek, 1988; Brady, 1992). A dindmica dos microtibulos envolve
mudancas na sua composicdo e distribuicdo, as quais ocorrem durante o
desenvolvimento neuronal, e estas mudangas estdo diretamente
relacionadas com o movimento direcionado dos cones de crescimento e
com a neuritogénese (Avila et al., 1994; Diez-Guerra & Avila, 1995;

Tanaka et al., 1995).
1.3. Microfilamentos

Os microfilamentos sd@o filamentos de 8 nm de espessura,
constituindo-se de uma dupla hélice compacta de moléculas de actina
globular (actina G). A actina G ¢ uma proteina com peso molecular de 43

kDa (Alberts et al., 1994). Os filamentos de actina sdo mais finos € mais
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flexiveis do que os microtubulos. Estes filamentos podem formar estruturas
estaveis e labeis nas células. Filamentos estdveis formam o micleo das
microvilosidades e constituem um componente crucial da maquinaria
contratil das células musculares. Muitos movimentos celulares, no entanto,
dependem de estruturas labeis constituidas a partir dos filamentos de actina

(Fig. 6) (Alberts et al., 1994).

actina

Figura 6. Representacdo esquematica de um microfilamento

{Adaptado de Alberts et al., 1994)

Os microfilamentos s3o encontrados nas células da glia e nos
neurdnios, onde estdo concentrados nos terminais pré-sindpticos, nos
espinhos dendriticos, nos cones de crescimento e no citoplasma adjacente a
membrana plasmatica. Geralmente os microfilamentos neuronais sfo
pequenos e organizados em rede. No citoplasma axonal, os
microfilamentos estdo aparentemente ao lado dos microtiibulos e perto da

membrana plasmatica. Nos cones de crescimento, os microfilamentos sdo
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mais longos e possuem um organizacdo mais elaborada (Smith, 1988;
Brady, 1992; Lasek, 1988). .

Vérias proteinas que interagem com os microfilamentos t€m sido
descritas, tais como, por exemplo, a proteina motora miosina. Exemplos de
proteinas associadas aos microfilamentos sdo a fodrina ou espectrina € as
debrinas. Microfilamentos e proteinas associadas, como a espectrina,
formam o complexo de sustentagdo da membrana plasmatica, sendo
importantes para interagdes cé€lula-célula, para a forma celular e
distribuicdo das proteinas de membrana. As espectrinas parecem estar
relacionadas com a modulagdo da transmissdo sindptica por sua associagdo
com vesiculas sinapticas (Johnson et al, 1991; Blomgren, 1995;
Kirkpatrick & Brady, 1999). As debrinas sfo encontradas em altas
concentragdes nos espinhos dendriticos, em associagdo com os filamentos
de actina, estando relacionadas com a plasticidade de compartimentos
celulares e com a regulagdo intracelular da morfogénese neuronal (Shirao,
1995).

Os microfilamentos participam da interacdo do neurfnio com a
matriz extracelular e com as células vizinhas e regulam a plasticidade em
compartimentos especificos no corpo celular € nos neuritos (Kirkpatrick &

Brady, 1999; Smith, 1988; Shirao, 1995).



13

2. Fosforilagao de Proteinas

A fosforilagdo de proteinas ¢ de fundamental importdncia na
regulagdo bioldgica. Todos os tipos de sinais extracelulares, tanto dentro
como fora do SNC, sdo conhecidos por produzirem muitos dos diversos
efeitos fisiologicos através da regulagdo do estado de fosforilagdo de
fosfoproteinas especificas em células alvo (Wallas & Greengard, 1991).

Os sistemas de fosforilagdo e desfosforilacdo sdo extremamente
dinimicos e consistem de proteina quinases, proteina fosfatases e substrato
protéico. O substrato protéico é convertido de sua forma desfosforilada
para sua forma fosforilada por proteina quinases; e a sua forma fosforilada
é convertida novamente para a respectiva forma desfosforilada por proteina
fosfatases. As quinases sdo fosfotransferases que catalisam a transferéncia
do fosfato y do ATP para o grupo hidroxila de residuos de serina, treonina
ou tirosina do substrato protéico. As proteina fosfatases sdo fosfoesterases
que catalisam a hidrélise do grupo fosfato do substrato protéico, permitindo
a reversibilidade do mecanismo (Fig. 7) (Wallas & Greengard, 1991;
Nestler & Greengard, 1994).

A fosforilagdo de uma proteina altera a sua carga, ja que 0S grupos
fosfato sdo altamente negativos, alterando a conformacio da proteina e
conseqiientemente causando uma mudanga na sua atividade bioldgica. A
mudan¢ga no estado de fosforilagdo de uma proteina € atribuida as
alteracbes na atividade das quinases ou fosfatases, ou amda nas
propriedades da propria proteina como um substrato para distintas quinases
ou fosfatases (Wallas & Greengard, 1991; Nestler & Greengard, 1994;
Kirkpatrick & Brady, 1999).



14

ATP ADP
. PROTEINA QUNASE
[ SUBSTRATO SUBSTRATO |
PROTEICC PROTEICO ‘

&=

8]
1

ioz—P—o-

!
o

cadseia lateral da = —p——
sernna, treonina PROTE f ATASE

ou firosina
P1i

Figura 7. Sistema fosforilante e desfosforilante de uma proteina

2.1. Fosforilagao de proteinas no SNC

A fosforilacdo protéica regula uma grande variedade de funcdes
celulares no SNC. Este ¢ bastante rico em sistemas fosforilantes
responsaveis por modulagdes neuronais ¢ gliais.

As fosfoproteinas importantes na fun¢do neuronal incluem enzimas
envolvidas na biossintese de neurotransmissores, na modulacdo de varios
passos da transmissdo sindptica, no ancoramento € no transporte de
proteinas associadas as vesiculas sindpticas e na modulagéo de receptores
de neurotransmissores € na modulagédo de canais idnicos. A plasticidade das
células no SNC e a remodelagem dindmica da arquitetura citoesquelética
também estdo entre os mais importantes eventos regulados pela
fosforilagdo protéica (Nixon & Shiag, 1991; Wallas & Greengard, 1991;
Rodnight & Wofchuk, 1992; Naim & Shenolikar, 1992; Pasqualotto &
Shaw, 1996; Inagaki et al., 1994a).
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2.2. Proteina Quinases

As proteina quinases sdo classificadas conforme os residuos de
aminoacidos que fosforilam. Podem ser divididas em dois grupos:
serina/treonina quinases e tirosina quinases. A fosforilagdo das proteinas
nos residuos de serina ocorre em aproximadamente 95%, enquanto que
apenas 3 a 4% da fosforilagdo ocorre nos residuos de treonina € menos de
1% ocorre nos residuos de tirosina (Greengard, 1987; Nestler & Greengard,
1994).

As serinas/treonina quinases sdo comumente ativadas via sistemas de
segundos mensageiros, tais como, AMPc, GMPc, »Ca2+, DAG e IP;, entre
outros. As tirosina quinases estdo normalmente associadas a receptores €
sdo ativadas diretamente pela liga¢io de primeiros mensageiros (Nestler &

Greengard, 1994).

Proteina quinase dependente de AMPc (PKA):

Estas quinases sfo encontradas em todas as células eucaridticas e
apresentam um amplo espectro de substratos, que inclui proteinas
envolvidas na libera¢do de neurotransmissores, proteinas citoesqueléticas,
proteinas formadoras de canais i6nicos e inibidores endogenos de
fosfatases (Greengard, 1987; Fuchs & Weber, 1994).

No estado inativo, a PKA ¢ formada por um complexo protéico de
duas subunidades cataliticas ¢ duas subunidades regulatorias. A liga¢do de
quatro moléculas de AMPc as subunidades regulatorias altera a
conformacdo destas e promove a liberacdo das subunidades cataliticas que
se tornam capazes de fosforilar o substrato protéico (Nestler & Greengard,
1994). A atividade da PKA pode ser inibida pelo inibidor especifico, H-89,
que atua por competicdo com o ATP pela ligacdo com a enzima (Hidaka &

Kobayashi, 1993).
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Proteina quinase dependenté de Cilcio/Calmodulina (PKCaM)

Existem varias classes de quinases dependentes de Ca™ e
calmodulina, todas elas ativadas pela ligacdo do complexo formado por
uma molécula de calmodulina e quatro ions célcio. Estas quinases estdo
presentes em varios tecidos, inclusive no cérebro, onde a PKCaM do tipo 11
¢ partircularmente enriquecida e ativa. A concentracdo desta enzima em
certas regides do cérebro chega a 2% da proteina total existente (Bronstein
etal., 1993). |

Uma série de substratos para esta quinase tém sido descritos,
refletindo a multifuncionalidade desta enzima: sinapsina I, proteinas
associadas a microtubulos (MAP-2 e tau), calcineurina, tirosina hidroxilase
e proteinas constituintes de filamentos intermediérios (GFAP, vimentina,
desmina, neurofilamentos e tubulinas) (Tokui et al., 1990; Yano et al.,
1994; De Freitas et al., 1995; De Freitas et al., 1997).

No SNC, esta enzima contém cerca de 10 a 12 subunidades
autofosforilaveis. Cada subunidade possui um dominio catalitico, um
dominio regulatério que liga a calmodulina e um dominio de associacdo
(Wallas & Greengard, 1991; Bronstein et al., 1993; Schulman, 1995).

A atividade da PKCam II pode ser inibida pelo inibidor especifico,
KN-93, que atua por competicio com a calmodulina pela ligagdo com a

enzima (Hidaka & Kobayashi, 1993).

Proteina quinase dependente de Calcio/Fosfolipidios (PKC)

A PKC ¢ ativada pelo célcio em associacdo com o diacilglicerol
(DAG) e fosfatidilserina ou outros fosfolipidios de membranas. Multiplas
formas de PKC tém sido identificadas e, no minimo, sete delas foram
encontradas no cérebro. As varias formas de PKC apresentam diferentes

distribui¢des celulares no cérebro e diferentes propriedades regulatorias.
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No entanto, apresentam especificidade de substrato similares, sendo
consideradas como isoformas (Nishizuka, 1989; Lint et al., 1995).

O mecanismo classico de ativagdo da PKC consiste no fato de que,
na presenca de Ca™, a PKC transloca-se do citosol para a membrana onde
liga-se a fosfatidilserina e ao DAG, provenientes da  hidrolise do
fosfatidilinositol de membrana. Tais fosfolipidios promovem o
deslocamento do dominio inibitério da enzima, formando um complexo
ativo associado & membrana plasmética (Nishizuka, 1989; Wallas &
Greengard, 1991; Inagaki et al., 1994a).

Proteina quinase dependente de GMPc (PKG)
A PKG é um dimero de duas subunidades idénticas. Cada

subunidade, com 75 kDa, contém um dominio regulatério que se liga ao
GMPc, e um dominio catalitico (Nestler & Greengard, 1994; Lohmann et
al., 1997). A PKG tem uma distribuicdo irregular nos tecidos,
apresentando-se em altas concentra¢des no cerebelo, € em niveis muito
baixos em outras regides do cérebro. Na maioria dos tecidos, a PKG ¢

predominante citosdlica (Wallas & Greengard, 1991; Nairn, 1985).

Proteina quinases independentes de segundos mensageiros

O SNC apresenta uma série de serina/treonina quinases que
aparentemente ndo sdo reguladas por segundos mensageiros € que possuem
fungdes e mecanismos de a¢do ainda ndo bem conhecidos. Algumas
representantes desta classe de quinases sdo: caseina quinase I e II; quinases
associadas aos microtibulos (MAP) I, II e III; rodopsina quinase, quinase
de receptor 3-adrenérgico, quinases ribossomais, cdc quinases € quinases

associada a neurofilamentos (Nestler & Greengard, 1994).
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Tirosina quinases

Estas quinases representam uma classe de enzimas que estdo
envolvidas em fungdes como o crescimento e a diferenciacdo celular em
todos os tecidos. Embora estas quinases sejam responsaveis por uma
pequena parcela no total da fosforilagdo de proteinas no cérebro, elas t€ém
um importante papel na regula¢do da atividade do SNC, pois além de
participarem do crescimento e proliferacéo, estdo envolvidas na transdugéo

de sinal (Greengard, 1987; Nestler & Greengard, 1994).

2.3. Proteina Fosfatases

Embora o processo de fosforilagdo protéica no SNC pareca ser
regulado pela ativacdo de quinases, as fosfatases também constituem
importantes alvos para agentes regulatorios. As fosfatases promovem a
reversibilidade da a¢do quinasica. Seu papel na regulacdo do estado
fosforilado/desfosforilado de proteinas tem sido cada vez mais evidente
(Cohen, 1992; Hunter, 1995).

As fosfatases sdo classificadas como serina/treonina fosfatases ou
tirosina fosfatases, baseando-se nos residuos de aminoacidos que elas

desfosforilam (Nestler & Greengard, 1994).

Serina/treonina Fosfatases

As serina/treonina fosfatases compreendem quatro classes principais
de enzimas, as quais podem ser identificadas com base em sua
especificidade de substrato, dependéncia de ions e sensibilidade a
inibidores especificos. A fosfatase do tipo 1 (PP1) desfosforila a
subunidade B da fosforilase quinase e ¢ imibida por duas proteinas
termoestaveis, o inibidor 1 (I1) e o inibidor 2 (I2). As fosfatases do tipo 2

(PP2A, PP2B e PP2C) desfosforilam seletivamente a subunidade o da
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fosforilase quinase e sdo insensivels aos inibidores termoestaveis

(Ingebritsen & Cohen, 1983).

Tirosina Fosfatases

As fosfatases especificas para residuos de fosfotirosina tém sido
encontradas em diversos tecidos, apresentando diferentes isoformas, mas 0s
mecanismos através dos quais sinais extracelulares e intracelulares regulam
as atividades destas fosfatases ndo estdo estabelecidos (Wallas &

Greengard, 1991).
2.4. Fosforilacao de Proteinas do Citoesqueleto

A fosforilagdo das subunidades dos filamentos intermediarios e das
tubulinas o ¢ P estd envolvida com a regula¢io de sua capacidade de
polimerizacéo.

As regides amino e carbéxi-terminais das trés subunidades dos
neurofilamentos possuem sitios distintos de fosforilagdo, de tal forma que
os padrdes de fosforilagdo para cada subunidade sdo dindmicos e envolvem
varias quinases. Os sitios no dominio amino-terminal s3o fosforilados por
" quinases dependentes de segundo mensageiro € o dominio carbdxi-terminal
possui sitios para quinases independentes de segundo mensageiro. A
fosforilagdo na regido amino-terminal esta associada com a capacidade de
polimerizacdo do neurofilamento, enquanto a fosforilagdo na regido
carboxi-terminal modula a capacidade de interagdo com outras proteinas
(Nixon & Sihag, 1991). As fosfatases do tipo PP2A e PP1 parecem ser as
principais envolvidas na desfosforilagdo destas proteinas (Veerana et al.,
1995; Giasson et al., 1996).

A fosforilagdo das tubulinas ocorre na regifo carboxi-terminal,

inibindo a sua capacidade de polimerizac@o. No entanto, a fosforilagdo das
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tubulinas previamente incorporadas aos microtubulos mantém a
estabilidade dos mesmos. Esta regulagio pela fosforilagdo poderia estar
relacionada com as mudancas significantes que ocorrem no equilibrio entre
mondmeros e polimeros de tubulina durante a diferenciacdo neuronal. A
fosforilacdo de diferentes componentes dos microtiibulos por quinases
dependentes de segundos mensageiros parece estar envolvida na
morfogénese e plasticidade neuronais (Hargreaves et al., 1986; Wandosell
et al., 1987; Diaz-Nido et al., 1990). As tubulinas parecem ser substratos
para a PKA, PKCaM II e para a PP1 (Wallas & Greengard, 1991; De
Freitas et al., 1995).

Estudos in vitro com GFAP de porco mostraram a presenca de seis
sitios fosforilaveis, cinco deles na por¢do amino-terminal € um na por¢éo
carboxi-terminal. Estes sitios mostraram-se fosforilaveis pelas quinases
PKA, PKCaM e PKC. Os sitos fosforilaveis em GFAP de rato ainda nfo
foram identificados, mas a grande homologia entre os dominios amino-
terminal de ambas espécies ¢ suficiente para assumir que possivelmente
estes sitios também estejam presentes na GFAP de rato e que neles atuem
as mesmas quinases mdicadas para GFAP de porco (Rodnight et al., 1997).
A desfosforilacdo da GFAP em hipocampo de animais jovens mostrou ser
catalisada pela fosfatase PP1 (Vinadé & Rodnight, 1996).

Estudos in vitro demonstram que a vimentina pode ser fosforilada
pela PKA, PKC e PKCaM e desfosforilada de uma maneira dependente de
Ca**(Evans, 1989; Lee et al., 1993).

Embora a fosforilacdo da actina ndo seja descrita na literatura, varias
proteinas associadas, entre elas a MARCKS, B-50, a sinapsina I ¢ a
miosina de cadeia leve, quando fosforiladas ou desfosforiladas alteram a
polimerizacdo da actina (Fernandez et al., 1990; Wallas & Greengard,

1991; Ceccaldi et al., 1995).
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3. Doenga do Xarope do Bordo (DXB)

A Doeng¢a do Xarope do Bordo (DXB) ¢ um distarbio metabdlico
hereditario de transmissdo autossOmica recessiva, causado pela deficiéncia
da atividade do complexo a-cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada,
que atua no metabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada (AACR)
leucina, valina e isoleucina. A deficiéncia deste complexo € responsavel
pelo acimulo tecidual destes aminoacidos, bem como dos seus o-
cetoacidos de cadeia ramificada (CACR) correspondentes, &cido o-
cetoisocaproico (CIC), a-cetoisovalérico (CIV) e a-ceto-B-metilvalérico

(CMV) (Schadewaldt, 1997, Chuang, 1998; Parrella et al., 1994).

Os AACR sdo transportados para o interior da célula através do
sistema L de transporte Na’-independente na membrana plasmatica, onde
sofrem reagbes de transaminacdo, descarboxilagdo oxidativa e
desidrogenacéo (Fig 8) (Oxender, 1963; Prentki, 1965).

A transaminacgdo dos AACR, catalisada pelas aminotransferases dos
AACR, produz os seus respectivos a-cetoacidos e pode ocorrer no citosol
ou na mitocondria. Quando ocorre no citosol, os a-cetoacidos sio
transportados para o interior da mitocondria pelo transportador dos o-
cetoacidos. A descarboxilagdo oxidativa dos CACR, catalisada pelo
complexo a-cetoacido desidrogenase mitocondrial, gera isovaleril CoA, a-
metibutiril CoA e isobutiril CoA dos a-cetoacidos CIC, CMV e CIV,
respectivamente. Estas acil CoA de cadeia ramificada sofrem
desidrogenacdo pelas desidrogenases acil CoA especificas. Apos estas
reacOes, a degradacdo de cada a-cetoacido diverge: a leucina produz acetil
CoA e acetoacetato, a valina produz succinil CoA e a isoleucina produz

acetil CoA e succinil CoA (Ichihara, 1984; Hutson, 1985; Ikeda, 1988).
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Figura 8. Representacao esquematica da via catabolica dos AACR

As enzimas que catalisam as reagdes estdo indicadas por numeros. (1) transaminacgio

por aminotransferases, (2) descarboxilagdo oxidativa por um complexo «o-

desidrogenase, (3) desidrogenagdo pela 1sovaleril-CoA desidrogenase, (4)

desidrogenagdo pela metilacil-CoA desidrogenase (Adaptado de Scriver et al., 1995).
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Uma caracteristica marcante dos pacientes com DXB é o odor de
acucar queimado na urina atribuido aos CACR encontrados em alta
quantidade. Em geral, os pacientes apresentam manifestacdes severas,
predominando a letargia, apnéia, hipotonia ou hipertonia, convulsdes,
coma, retardo mental, acidose metabolica, encefalopatia e atraso no
desenvolvimento psicomotor (Zielke et al., 1996; Wendel et al., 1982;

Huang et al., 1996; Nord et al., 1991; Chuang and Shih, 1995).

A literatura aponta a leucina e o CIC como os principais agentes
neurotoxicos, visto que durante as crises de descompensacdo metabodlica
ocorre piora do quadro neurologico dos pacientes, acompanhado por
aumento das concentracdes destas substancias que chegam a atingir 2 a 5
mM (Wendel et al., 1982; Korien et al., 1994). A concentragdo dos CACR
descritos na DXB néo tratada variam de 0,6 a 4,6 mM para o CIC, 0,2 a 1,5
mM para o CMV e 0,02 a 0,35 mM para o CIV (Tanaka et al., 1983).

Os pacientes com DXB podem ser classificados em 5 fenotipos,
dependendo da apresentagdo clinica, da tolerancia a leucina e da atividade
residual da enzima medida in vitro em fibroblastos da pele ou células

brancas (Schadewaldt et al., 1998).

1) Forma Cléssica

E a mais comum e severa das formas de DXB. Os niveis de AACR,
partircularmente da leucina, estdo aumentados no sangue, liquido
cefaloraquidiano e urina. Na DXB classica, 50% ou mais dos a-cetoacidos
sdo derivados da leucina. A maioria dos pacientes morre nos Pprimeros
meses de vida pelas crises metabolicas recorrentes e deterioracdo

neurologica (Chuang and Shih, 1995).
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2) Forma Intermedidria

Os pacientes com a forma intermedidria apresentam aumentos
persistentes dos AACR, porém em niveis mais baixos que os da forma
classica. Geralmente ndo possuem sintomatologia aguda no periodo
neonatal. A atividade residual da enzima € geralmente maior que aquela da
forma classica, encontrando-se em torno de 3 a 30% do normal (Chuang

and Shih, 1995).

3) Forma Intermitente

Os pacientes com este fendtipo apresentam desenvolvimento normal,
com crescimento e desenvolvimento cogunitivo normais. Entretanto, eles
t€m um risco de descompensacdo metabolica aguda durante situagdes de
estresse acentuado, tais como, infeccdes e cirurgia, quando os niveis dos
AACR e CACR aumentam. A atividade da enzima se encontra em torno de
5 a 20% do normal. Os sintomas iniciais aparecem geralmente entre os 5
meses e os 2 anos de idade, usualmente associados a otite média ou a outras
infec¢des. Quando assintomaticos, os dados laboratoriais, incluindo os

niveis de AACR sdo normais (Chuang and Shih, 1995).

4) Forma Tiamina-responsiveis

Em geral, estes paciente ndo apresentam doenga neonatal aguda. O
distarbio ¢ detectado devido a um atraso no desenvolvimento psicomotor.
A atividade da enzima estd em torno de 30 a 40% do normal. A
concentragdo dos AACR ¢€ cerca de 5 vezes maior que o normal, € estes
niveis sdo abruptamente reduzidos para os normais com doses 10 a 1000

mg/dia de tiamina e com dieta restrita em proteinas (Chuang e Shih, 1995).
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5) Forma di-hidrolipoil desidrogenase (E3)- deficiente

A deficiéncia de E3 ¢ um distirbio raro. Os fenotipos clinicos sio
similares a DXB classsica, mas acompanhada de acidose latica severa. Os
niveis de AACR estdo levemente ou moderadamente aumentados no
plasma, comparados com os pacientes com a forma classica. Estes
pacientes possuem uma deficiéncia combinada das desidrogenases do
piruvato, o-cetoglutarato e AACR. Na presenca de acidose latica
persistente, ocorre deterioracdo neurologica progressiva (Chuang and Shih,

1995).

O diagnostico da DXB ¢ feito pela identificagdo de altas
concentragdes séricas e urinarias de isoleucina, valina e leucina, através de
cromatografia de aminoacidos. A cromatografia gasosa de acidos graxos
mostra os niveis sangiiineos elevados dos CACR e de seus hidroxi-
derivados. A confirmacdo do diagnostico € feita pela diminui¢do da

atividade do complexo a-cetodcido desidrogenase de cadeia ramificada em

fibroblastos (Naylor et al., 1980).

Para evitar danos neurolégicos irreversiveis, o tratamento deve ser
miciado o mais precocemente possivel € no periodo neonatal. Os pacientes
recebem uma dieta pobre nos AACR, mas que supra as necessidades
minimas para manter o crescimento € desenvolvimentos normais. A terapia
com tiamina (50 a 300mg/dia) deve ser usada por trés semanas para se
detectar pacientes com DXB tiamina-responsiveis (Elsas et al., 1981).
Transplante de figado também pode ser utilizado para os casos mais graves

(Chuang and Shih, 1995).

Para o tratamento na fase aguda, freqiientemente causado por

infec¢des ou outras formas de estresse € que pode levar a uma deterioragdo
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‘cerebral aguda, trés medidas s@o essencias para o controle das crises
metabolicas:

1) Remocédo rdpida dos metabolitos toxicos;

2) Manter a nutricdo adequada;

3) Minimizar o estado catabdlico e/ou promover o anabolismo. No
caso de altos niveis de leucina, a administragcdo de glicose com ou sem
administracdo de insulina pode ser empregado (Gaull et al., 1969;

Thompson et al., 1990).

Alteragdes estruturais sdo detectadas freqiientemente no SNC de
pacientes afetados por DXB, caracterizando atrofia cerebral por

comprometimento dé mielinizacdo (Appel, 1966; Danner and Elsas, 1989).

Embora as principais manifesta¢cdes da DXB sejam neuroldgicas, 0s
mecanismos neurotéxicos dos AACR e dos CACR permanecem
praticamente obscuros. Acredita-se que a severidade destas manifestacdes
depende do grau e duracdo da exposicdo cerebral aos metabolitos, bem .
como do periodo do desenvolvimento do SNC em que isto ocorre (Chuang
and Shih, 1995). Alguns estudos citam a deficiéncia de produgdo de
energia, bem como a redug¢do de neurotransmissores devido a elevadas
concentragdes de metabdlitos acumulados na doenga (Land et al., 1976;
Huang et al., 1996; Zielke et al., 1996; McKenna et al., 1998; Yuwiler et
al., 1965; Tashian, 1961).

O CIC inibe a atividade da piruvato desidrogenase ¢ da o-
cetoglutarato desidrogenase em mitocondrias de ratos e de seres humanos
em concentragdes semelhantes aquelas observadas no sangue dos pacientes

com DXB durante descompensagido metabolica (Land et al., 1976).
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Foi também demonstrado que a infusdo de leucina ¢ do CIC em
cérebro de ratos resulta em uma diminui¢do dos neurotransmissores
serotonina ¢ dopamina (Huang et al., 1996; Zielke, 1996). Outros
experimentos mostraram que uma dieta contendo 8% de leucina resulta em

uma diminui¢@o da serotonina cerebral em ratos (Yuwiler et al., 1965).

Por outro lado, o CIC, a leucina, o CIV, o 4cido a-hidroxi-
1sovalérico e o acido a-hidréxi-isocapréico inibem competitivamente a
glutamato descarboxilase em homogenados de cérebros de ratos, reduzindo
a formacdo de GABA (Tashian, 1961). Além disso, o CIC também altera o
metabolismo do glutamato em astrécitos, provocando uma diminui¢do na
conversdo de esqueletos de carbono do glutamato para o aspartato e

aumentando a sua conversdo para o lactato (McKenna et al., 1998).
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OBJETIVOS

Considerando a importincia da fosforilagio como mecanismo

regulatorio no SNC e levando em conta duas importantes evidéncias:

+ que o estado de fosforilagdo das diferentes proteinas do citoesqueleto
parece estar diretamente envolvido com a morfogénese e plasticidade do

SNC;

+ que os niveis elevados dos aminoacidos de cadeia ramificada e seus
correspondentes o-cetoacidos estdo relacionados com as alteracGes
neurologicas observadas na DXB, os principais objetivos deste trabalho

foram:

1) Vertificar o efeito do CIC, do CIV e do CMV sobre a fosforilacédo
de subunidades dos filamentos intermedidrios (NF-M, NF-L, GFAP e

Vim) de cortex cerebral de ratos de 17 dias de idade.

3) Vertificar o efeito dos a-cetoacidos sobre as quinases dependentes
de segundo mensageiro (PKA e PKCaM II) do sistema fosforilante

associado ao citoesqueleto de cortex cerebral de ratos de 17 dias.
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Artigo:
Alpha-ketoisocaproate acid increases the in vitro 2p

incorporation into intermediate filaments from cerebral cortex of

young rats
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ABSTRACT

In this study we investigated the effects of a-ketoisocaproic (KIC), a-
ketoisovaleric (KIV) and a-ketomethylvaleric (KMV) acids on the phosphorylation
of intermediate filament proteins of cerebral cortex of rats. Tissue slices were
incubated with 32P—or’thophosphate in the presence or absence of the acids. The
intermediate filament (IF) enriched cytoskeletal fraction was isolated and the
radioactivity incorporated into neurofilament subunits (NF-M and NF-L), vimentin
and glial fibrillary acidic protein (GFAP) was measured. The results demonstrated
that KIC significantly increased phosphorylation of the proteins studied. However,
this effect was not observed for KIV or KMV. Experiments using protein kinase
KN93 and H89 indicated that the effect of KIC was mediated by Ca**/calmodulin-
and cAMP-dependent protein kinases. This study provides consistent evidence
that KIC, a key metabolite accumulating in maple syrup urine disease increases
phosphorylation of IF proteins. Therefore, it is possible that an altered brain
cytoskeletal metabolism could be related to the structural alterations of the CNS

observed in this disorder.



INTRODUCTION

Maple syrup urine disease (MSUD), or branched-chain ketoaciduria, is an inborn
error of metabolism caused by severe deficiency of the branched-chain L-a-
ketoacid dehydrogenase complex activity (2). The inability of this enzyme
complex to oxidize o-ketoisocaproic acid (KIC), o-keto-B-methylvaleric acid
(KMV) and a-ketoisovaleric acid (KIV) leads to the accumulation of these
metabolites and their precursor amino acids leucine, isoleucine and valine in the
affected individuals, which is the biochemical halimark of the disorder. Patients
with MSUD present poor feeding, apnoea, ketoacidosis, convuisions, coma and
psychomotor delay. The neurological dysfunction is the most predominant
finding of the disturbance. CNS imaging reveals low density of white matter in the
cerebral hemispheres and other brain structures corresponding to dysmyelination
and atrophy. The disease is severe enough to cause a fatal outcome in a
significant number of patients if not diagnosed and treated promptly. Those who
survive present a variable degree of mental retardation (2).

The mechanisms underlying the neurotoxicity of this disorder are still obscure,
but seem to be associated with increased concentrations of branched chain
ketoacids, especially a-ketoisocaproate, which, similarly to leucine, reach plasma
levels of the order of 5 mM during crisis (2). However some studies have
demonstrated inhibition of mitochondrial energy generation (11, 17),
demyelination (33, 34) and diminished GABA synthesis (39) caused by some of
the metabolites accumulating in the disorder.

The cytoskeleton of eukariotic cells is a protein network formed mainly of
intermediate filaments (IF), microtubules (MT) and microfilaments (MF).

Proteins of the cytoskeleton play a central role in the creation and maintenance
of cell shapes in all tissues. They provide structural organization for the
cytoplasm, serve as tracks for cellular transport and comprise the core
framework of cellular morphologies (14), maintaining differentiated celliular

functions.



Intermediate filaments play a structural or tension-bearing role in the cell. A
variety of tissue-specific forms are known, which are often used as markers of
cellular differentiation (1). Neurofilaments (NF) are the intermediate filaments of
neurons. They are composed of three different polypeptides whose approximate
molecular masses are 200, 160 and 68 kDa, commonly referred to as heavy (NF-
H), medium (NF-M) and low (NF-L) neurofilament subunits (28). In mature
myelinated axons, neurofilaments are assembled into parallel arrays of long
polymers and constitute the most abundant cytoskeletal elements, (40). On the
other hand, glial fibrillary acidic protein (GFAP) is a 50 kDa subunit that
constitutes the intermediate filament of mature astrocytes (6). Vimentin, a 54 kDa
subunit, is the most widely distributed cytoplasmic intermediate filament protein,
being present in many cells of mesodermal origin, including fibroblasts,
endothelial cells, and white biood cells, as well as in a number of cell types in
culture (1). Vimentin was also found in immature astrocytes, in certain mature
astrocytes, such as the Bergmann glia of the cerebellum, and in an astrocyte
subpopulation of the corpus callosum (6).

Intermediate filament proteins can be phosphorylated/dephosphorylated, both in
vivo and in vitro, in their terminal regions, by different protein kinases and
phosphatases, such as Ca*‘/calmodulin protein kinase (PKCaM), cyclic AMP-
dependent protein kinase (PKA) (27, 4) and protein phosphatases 1 (PP1) and
2A (PP2A) (37, 29). Although the effect of phosphorylation of intermediate
filament proteins is not yet well defined, it has been demonstrated that
phosphorylation of cytoskeletal components may affect their assembly and
organization (14). It has been reported that the phosphorylation level of
neurofilaments is a major determinant in the regulation of the axonal caliber (21)
and that phosphorylation/dephosphorylation regulates polymerization of GFAP
(22) and vimentin (12). Phosphorylation of cytoskeletal proteins has also been
linked to various neuropathological conditions (14) and to the action of several
neurotoxicants such as aliphatic hexacarbons (18), B, B -iminodipropionitrile

(IDPN) (9), carbon disulfide (13) and acrylamide (8), which produce a central-



peripheral neuropathy resulting in the accumulation of neurofilaments proximal to
the nodes of Ranvier (19).

In this work we studied the effect of a-keto-B-isocaproic, a-ketomethylvaleric
and o-ketoisovaleric acids on the in vitro phosphorylation of the intermediate
filament subunits NF-M, NF-L, GFAP and vimentin from cerebral cortex of rats in
the hope to better elucidade the neuropathology of MSUD. The effect of these
metabolites on the protein kinase activities associated with the intermediate

filament proteins was also investigated.



Materials and Methods

Animals

Wistar rats (16-17 days of age) were obtained from our breeding stock. Rats
were maintained on a 12-h light/12-h dark cycle in a constant temperature (22° C)
colony room. On the day of birth the litter size was culled to eight pups. Litters
smaller than eight pups were not included in the experiments. Water and a 20%

(wiw) protein commercial chow were provided ad libitum.

Preparation and labelling of slices

Rats were killed by decapitation and the cerebral cortex was dissected onto Petri
dishes placed on ice. Two 400 um thick slices cut with a Mcliwain chopper were
initially pre-incubated at 30°C for 10 min in 124 mM NaCl, 4 mM KCI, 1.2 mM
MgSQO,, 25 mM Na-HEPES (pH 7.4), 12 mM glucose, 1 mM CaCl, and the
following protease inhibitors: 1 mM benzamidine, 0.1 uM leupeptin, 0.7 pM
pepstatin, 0.7 uM chymostatin and 1 uM calpastatin (Sigma, St. Louis, MO, USA).
Incubation was carried out with 100 pl of the basic medium containing 80 uCi of
[**P] ortho- phosphate (8TBg/g) (CNEN, S&o Paulo, Brazil) with or without
addition of the different drugs. Alpha-ketoisovalerate and ao-ketomethylvalerate
were used at the concentrations of 1, 2.5 and 5 mM, whereas a-ketoisocaproate
was used at 0.5, 0.75, 1, 2.5 and 5 mM. The labelling reaction was normally
allowed to proceed for 30 min at 30°C and stopped with 1 ml of cold buffer
containing 150 mM NaF, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 50 mM Tris-HC! (pH 6.5),
and the protease inhibitors described above. Slices were then washed twice by

decanting with the stop buffer to remove excess radioactivity.

Intermediate filament enriched cytoskeletal fraction from cerebral cortex

slices
The cytoskeletal fraction was obtained as described by de Mattos et al. (3) with

modifications. Briefly, after the labelling reaction, slices were homogenized in



400ul of ice-cold buffer containing 5 mM KH,PQ,4, 600 mM KCI, 10 mM MgCl,, 2
mM EGTA, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100 and the following protease inhibitors: 1
mM benzamidine, 0.1 uM leupeptin, 0.7 uM pepstatin, 0.7 uM chymostatin and
1uM calpastatin (Sigma, St. Louis, MO, USA). The homogenate was centrifuged
at 15,800 x g for 10 min at 4°C, in a Eppendorf centrifuge. The insoluble material
was resuspended in 400 ul of the same buffer and centrifuged under the same
conditions. The pellet was then washed in 400 pl of ice-cold low-salt buffer in the
presence of the protease inhibitors described above, in order to remove excess
of salts, and centrifuged under the same conditions. This pellet constituted the
intermediate filament enriched fraction. The pellet was then dissolved in 1%
sodium dodecy! sulfate (SDS) and protein concentration was determined by the

method of Lowry et al (20).

Assay of protein kinase activity

The standard assay system was essentialy as described above. The assay for
cyclic AMP- (PKA) or Ca2+lcalmodulin~dependent (PKCaMll) protein kinase
activities used the specific inhibitors, KN-93 and H-89 (Calbiochem-
Novabiochem Corp, La Jolla, CA) respectively. Slices were pre-incubated with 50
uM KN-93 or 100 uM H89, as described above, for 20 min at 30°C. Incubation
was carried out with 100 pl *°P ortho-phosphate, in the presence of inhibitors
and/or 1 mM a-ketoisocaproate for 30 min at 30°C. The reaction was stopped
and the intermediate filament enriched cytoskeletal fraction was obtained as

described above.

Immunoblotting analysis

Cytoskeletal fractions (60 ug) were separated by SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose according to the method of Towbin et al (32). The blot was then
washed for 10 min in Tris-buffered saline (TBS) (0.5 M NaCl, pH 7.5, 20 mM Tris-
HCI 5%) followed by a 2 h incubation in blocking solution (TBS plus defatted dry
milk). After incubation the blot was washed twice for 5 min with blocking solution



plus 0.05% Tween-20 (T-TBS), and then incubated for 2 h in blocking solution
containing one of the following monoclonal antibodies: anti NF-150 (clone NN-18)
diluted 1:100, anti NF-68 (clone NR-4) diluted 1:300, anti vimentin (clone vim
13.2) diluted 1:400, anti GFAP (clone G-A-5) diluted 1:500 (Sigma, Chemical
Company). The blot was then washed twice for 5 min with T-TBS and incubated
for 2 h in antibody solution containing peroxidase conjugated rabbit anti-mouse
IgG diluted 1:4000. The blot was again washed twice for 5 min with T-TBS and
twice for 5 min with TBS. NF-M, NF-L, vimentin and GFAP were developed using
an ECL kit (Amersham).

Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

The cytoskeletal fraction was prepared as described above. Equal protein
concentrations were loaded onto 10% polyacrylamide gels and analyzed by SDS-
PAGE according to the discontinuous system of Laemmli (16). After drying, the
gels were exposed to X-ray films (X-Omat XK1) at -70°C with intensifying screens
and finally the autoradiograms were obtained. Cytoskeletal proteins were
identified by alignment with the autoradiograph and excised from the gel. The
amount of phosphorylated proteins in each gel piece was quantified by liquid

scintillation.

Statistical analysis

Data were analyzed statistically by one-way analysis of variance followed by the
Duncan multiple range test when the F-test was significant. All analyses were
performed using the SPSS software and an IBM-PC compatible computer.



Resulits

Figure 1A shows the electrophoretic pattern of the pellet containing the bulk of
the intermediate filament proteins of the cerebral cortex, where bands of 200,
150, 68, 54, 50 and 43 kDa can be seen. We have previously characterized
these proteins by two-dimensional gel electrophoresis as the subunits NF-M (150
kDa) and NF-L (68 kDa) from neurofilaments, vimentin and GFAP (24). The
major contaminant of our preparations is a 43 kDa protein comigrating with actin
(24). The bands of 150 kDa, 68 kDa, 54 kDa and 50 kDa are good substrates for
the endogenous phosphorylation system. Figure 1B shows the autoradiograph of
an over exposed nitrocellulose membrane containing the in vitro phosphorylated
Triton insoluble fraction (a) and the corresponding immunobilotting (b, ¢, d and e),
where the bands of 150 and 68 kDa are immunoreactive with NF-M and NF-L
antibodies respectively, while the 54 kDa band was identified as vimentin and the
50 kDa band as GFAP.

In order to verify the effect of the a-ketoacids on the in vitro 2p incorporation
into the cytoskeletal proteins we incubated tissue slices with different
concentrations of a-keto-B-methylvaleric, o-ketoisovaleric or a-ketoisocaproic
acids. The results show that the first two acids at concentrations up to 5.0 mM
were not effective in altering phosphorylation of neurofilament subunits, vimentin
or GFAP (Figure 2). Conversely, o-ketoisocaproic acid significantly increased
the in vitro phosphorylation of the same proteins in a dose-dependent manner,
with a maximal stimulatory effect at 1.0 mM (Figure 3). The effect of a-
ketoisocaproic acid on PKA and PKCaMIl was also assayed by adding the
specific protein kinase inhibitors H-89 and KN-93, respectively, to the
preincubation system followed by incubation in the presence or absence of the
ketoacid . We first verified that inhibition of PKA activity by H-89 (Figure 4A) and
of CaMKII activity by KN93 (Figure 4B) prevented the activating effect of 1.0 mM
a-ketoisocaproic acid on the in vitro P incorporation into the cytoskeletal
proteins. These results suggest that the stimulatory action of KIC on the in vitro

phosphorylation of the proteins studied might be mediated by PKA and
PKCaMll.



FIGURA 1



Figure 1A. Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of the IF-
enriched cytoskeletal fraction from cerebral cortex of rats. a) Molecular weight
standards (kDa). From top to botton: B-galactosidadse (116), bovine albumin
(66), egg albumin (45), carbonic anhydrase (29) b) Coomassie blue stained
SDS-PAGE. B. Immunobilotting of the IF-enriched fraction with anti IF
monoclonal antibodies. a) Over exposed nitrocellulose membrane containing
the *?P phosphorylated cytoskeletal fraction transferred from the gel shown in
A. b) Immunoblotting with anti-NF-150 (clone NN-18) diluted 1:100. c) Anti
NF-68 (clone NR-4) diluted 1:300. d) anti vimentin (clone vim 13.2 diluted
1:400). e) anti GFAP (cloneG-A-5) diluted 1:500. The blots were developed
using an ECL kit.
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FIGURA 2



Figure 2. Effect of treatment of tissue slices with a-ketoacids on in vitro *?P
incorporation into the IF proteins. 150 kDa neurofiament subunit, NF-M; 68
kDa neurofilament subunit, NF-L; Vimentin, Vim; glial fibrillary acidic protein,
GFAP. Tissue slices were incubated with **P-orthophosphate for 30 min at
30° C in the presence of 1.0, 2.5 and 5.0 mM o-ketomethylvaleric acid (A) or
o-ketoisovaleric acid (B). The IF-enriched cytoskeletal fraction was exiracted
and in vitro ¥p incorporation measured as described in Material and Methods.

Data are means + SEM of 3-4 experiments.
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FIGURA 3



Figure 3. Effect of treatment of tissue slices with different concentrations of a-
ketoisocaproic acid on in vitro **P incorporation into the IF proteins. Effect of
the a-ketoacid on the in vitro phosphorylation of 150 kDa neurofilament
subunit (NF-M) (A); 68 kDa neurofilament subunit (NF-L) (B); Vimentin (Vim),
(C); glial fibrillary acidic protein (GFAP), (D). Tissue slices were incubated with
32p_orthophosphate for 30 min at 30° C in the presence of 0.5, 0.75, 1.0, 2.5
and 5.0 mM a-ketoisocaproic acid. The IF-enriched cytoskeletal fraction was
extracted and in vitro *P incorporation measured as described in Material and
Methods. Data are means + SEM of 3-4 experiments. Statistically significant
differences from controls, as determined by one way ANOVA, are indicated:

** P<0.01; *, P< 0.05.
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FIGURA 4



Figure 4. Effect of a-ketoisocaproic acid on cAMP- and Ca®/caimodulin-
dependent in vitro phosphorylation of IF proteins. 150 kDa neurofilament
subunit, NF-M; 68 kDa neurofilament subunit, NF-L; vimentin, vim; glial
fibrillary acidic protein, GFAP. Tissue slices were preincubated for 20 min at
30°C with 50 uM KN-93, a CaMKll inhibitor (A) or 100 uM H-89, a PKA
inhibitor (B). Incubation was carried out in the presence of 2p
orthophosphate, the inhibitors and 1.0 mM KIC. Controls did not contain the
drugs.The IF-enriched cytoskeletal fraction was extracted and in vitro Zp
incorporation measured as described in Material and Methods. Data are
means + SEM of 3-4 experiments. Ac: a-ketoisocaproic acid; in: protein
kinase inhibitors; In + Ac: protein kinase inhibitors + o-ketoisocaproic acid.
Statistically significant differences from controls, as determined by one way

ANOVA are indicated: **, P< 0.01.
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Discussion

The mechanisms responsible for the neurological dysfunction of MSUD are
complex, although the neurologic symptomatology of MSUD bpatients is
exacerbated mainly by elevations of leucine and o-ketoisocaproic acid,
considered to be the main neurotoxic agents in this disease (33).

Previous studies demonstrated that KIC, KIV, a-hydroxyisocaproic and a-
hydroxyisovaleric acids competitively inhibit the activity of glutamate
decarboxylase in brain (31), and that KIC inhibits the transport of pyruvate into
the mitochondria (11) as well as the activities of brain pyruvate deshydrogenase
and L-a-ketoglutarate dehydrogenase in humans and rats (17).

On the other hand, the phosphorylation state of neurofiaments and other
cytoskeletal proteins is tightly regulated, both temporally and spatially (23).
Imbalance of protein kinase and/or phosphatase activiies may lead to
hyperphosphorylation of cytoskeletal proteins, frequently associated with
neurodegenerative diseases. In this context, it has been proposed that
interference with phosphorylation at sites on the head domain of neurofilament
subunits might promote inappropriate interactions of neurcfilaments with
cytoskeletal elements, thereby preventing their entry into axons and causing
neurofibrillary lesions within perikarya (23). Hyperphosphorylation of tau in
neurofibrillary tangles and neurofilament proteins in Lewy bodies are described in
lesions associated with Alzheimers disease and Lewy body dementia,
respectively (26, 35).

Considering that alterations in the phosphorylating level of cytoskeletal proteins
have been associated with the mechanisms involved in some neurodegenerative
disorders (14), in this work we verified the effect of KIC, KIV and KMV,
metabolites accumulating in MSUD, on the in vitro 2p incorporation into IF
proteins. For this purpose, tissue slices were incubated with the acids in the
presence of *p_Na orthophosphate. The IF enriched cytoskeletal fraction was

obtained and the radioactivity incorporated into NF-M, NF-L, vimentin and GFAP
10



was measured. Since intermediate filament proteins are known to be the high
salt-insoluble components of the cytoskeleton (24), IF preparations were
prepared from brain by extraction of the tissue slices with a high salt PBS solution
containing 1% Triton X-100 in the presence of several protease inhibitors. Under
these extraction conditions, the bulk of IF proteins is recovered in the insoluble
material. Our results showed that KIC significantly activated the in vitro *P
incorporation into the intermediate filament subunits NF-M, NF-L, vimentin and
GFAP in a dose-dependent manner. Conversely, KIV and KMV were ineffective
in causing such effect, pointing to a specific susceptibility of IF proteins to the
effect of KIC on their phosphorylation. These results support and may explain
the assumption that KIC is one of the main neurotoxic agents in MSUD. In
addition, by using specific protein kinase inhibitors, we also demonstrated in this
study that the effect elicited by KIC was mediated by PKA and CaMKIl. On the
other hand, the fact that the effect of KIC was only achieved with doses of 0.75
mM and higher, but not with the dose of 0.5 mM, may be related to the
universally accepted concept that for a good treatment plasma levels of leucine in
MSUD patients must be kept at or below 0.5 mM. Therefore, considering that
plasma concentrations of leucine and KIC are nearly the same in MSUD patients,
it is possible that plasma KIC levels should also be maintained at or below 0.5
mM in these patients to avoid neurologic damage. However, further in vivo
studies on individuals affected with this disorder must firstly be carried out to test
whether this postulate is correct.
On the other hand, what consequences increased phosphorylation of these IF
proteins will have on the CNS is unknown. By looking at the data showing that
phosphorylation of the head domains is responsible for disassembly of vimentin
(15), GFAP (36), desmin (7), keratin (38), a-internexin (30), NF-L (10) and lamin
(25), suggesting that organization of IFs may be regulated by phosphorylation (5),
we presume that this mechanism might possibly underlie KIC neurotoxicity.

The literature describes similar effects of other toxins accumulating in some
inherited metabolic disorders on the phosphorylating system of cytoskeletal

proteins in brain (3,4). These findings, allied to the results of the present study,

11



support the view that alteration of the phosphorylation level of brain proteins may
be an important mechanism underlying the neurologic symptomatology of those
Intoxicated with these substances.

Our results therefore provide further support for the involvement of IF proteins
phosphorylation imbalance in a neurodegenerative disease.

In conclusion, we demonstrate in the present study that KIC, at doses found in
blood, brain and other tissues of patients with MSUD, markedly affects the
phosphorylating system associated with cytoskeletal proteins in rat cerebral
cortex. Ever though it is difficult to extrapolate our results to the human condition,
if that is the case, we presume that interference with the phosphorylating system
would probably lead to a deleterious action of KIC on the brain, a fact that might
explain at least in part the pathogenesis of the severe neurological dysfunction of
MSUD patients. Whether this abnormality or the other alterations previously
reported caused by the metabolites accumulating in MSUD are the principal
cause of the neurologic manifestation associated with MSUD remains an

unanswered question.
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DISCUSSAO

Embora os sintomas neurologicos da DXB sejam predominantes no
quadro clinico dos pacientes, a etiopatogenia da disfuncdo neurologica ¢
pouco conhecida. Sabe-se, no entanto, que existe uma correlagdo entre o
aumento dos niveis séricos de leucina e do CIC ¢ a piora da sintomatologia
neurolégica (Treacy et al., 1992).

Estudos prévios demonstraram que o CIC, o CIV, o 4cido o-hidréxi-
isocaproico € o acido a-hidroxi-isovalérico inibem competitivamente a
atividade da glutamato descarboxilase no cérebro, levando, portanto, a
menor sintese de GABA (Tashian et al., 1961). Além disso, o CIC inibe o
transporte do piruvato para dentro da mitocondria (Halestrap et al., 1974),
como também inibe a atividade da piruvato desidrogenase ¢ L-a-
cetoglutarato desidrogenase em cérebro de humanos e ratos, prejudicando,
desta forma, a produgéo da energia pelo cérebro (Land et al., 1976).

Por outro lado, o grau de fosforilacdo dos neurofilamentos e de
outras proteinas cerebrais € altamente regulado por varios fatores intra e
extracelulares e em diferentes compartimentos da célula (Nixon et al.,
1991). Desequilibrios na atividade de proteina quinases e/ou proteina
fosfatases pode levar a uma hiperfosforilacdo das proteinas citoesqueléticas
e sdo freqiientemente associados a doencas neurodegenerativas. Neste
contexto, foi proposto que alteracdes da fosforilagdo em sitios da
extremidade amino-terminal de subunidades de neurofilamentos podem
mterferir entre as interacdes dos neurofilamentos com outros elementos do
citoesqueleto, dificultando sua entrada em ax6nios e causando lesdes
neurofibrilares no corpo celular (Nixon et al., 1991). A hiperfosforilagdo da
proteina fau nos feixes neurofibrilares e dos neurofilamentos no corpisculo

de Lewi é descrita em lesdes associadas com a doenga de Alzheimer e a
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.

deméncia do corpusculo de Lewi, respectivamente (Pollanen et .al., 1993;
Trojanowski et al., 1.994).

Considerando que alteracdes no grau de fosforilagdo de proteinas do
citoesqueleto estdo associadas com os mecanismos envolvidos em algumas
doencas neurodegenerativas (Kirkpatrick and Brady, 1999), no presente
trabalho investigamos o efeito do CIC, do CIV e do CMV, metabolitos
acumulados na DXB, sobre a incorporagdo in vitro de *2p em filamentos
intermedidrios de cortex cerebral de ratos jbvens. As fatias de tecido
cerebral foram inicialmente incubadas com os 4cidos na presenga de *°P-
ortofosfato, a fragdo citoesquelética rica em filamentos intermediarios foi
isolada e a radioatividade incorporada nas subunidades NF-M, NF-L, Vim
e GFAP medida em cintilador liquido. Tendo em vista que as proteinas dos
filamentos intermedidrios sdo conhecidas por serem componentes
insolaveis em tampdes de alta concentracdo salina (Paz et al., 1991), os
filamentos intermediarios foram preparados por extracdo das fatias de
cortex cerebral de ratos com uma tampdo contendo 600 mM de KCl e 1%
de Triton X-100, na presenca de inibidores de proteases. Nestas condicOes,
as proteinas dos filamentos intermediarios sdo recuperadas no material
msolavel.

Nossos resultados mostraram que o CIC aumenta significativamente,
de maneira dose-dependente, a incorpora¢do in virro de *°P sobre as
subunidades de filamentos intermediarios NF-M, NF-L, Vim e GFAP. Este
efeito ndo foi observado para o CIV ¢ o CMV, indicando que apenas o CIC
¢ capaz de alterar o sistema fosforilante associado ao citoesqueleto de
cortex cerebral de ratos jovens. Estes resultados reforcam a evidéncia
clinica de que o CIC ¢ um importante agente neurotoxico na DXB e elucida
pelo menos um dos mecanismos responsaveis pela disfungdo neurologica

desta doenga.
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Verificamos também que o efeito causado pelo CIC é mediado pela
ativagio da PKA e da PKCaM I1. Por outro lado, o fato deste efeito do CIC
ser observado somente em doses iguais ou maiores que 0,75 mM pode
indicar que os niveis plasmaticos deste metabdlito devem estar abaixo de
0,5 mM para um tratamento eficiente da DXB. Considerando que as
concentracdes plasmaticas da leucina e do CIC sdo semelhantes e variam
linearmente em pacientes com DXB, acredita-se que os niveis plasmaticos
da leucina devam ser mantidos abaixo de 0,5 mM para evitar o dano
neurolégico. Entretanto, estudos em modelos animais devem ser realizados
para testar esta hipotese.

Por outro lado, embora as consequéncias do aumento de fosforilagdo
nos filamentos intermediarios sobre o SNC ndo serem bem conhecidas,
estudos prévios mostram que a fosforilagdo no dominio amino-terminal €
responsével pela despolimerizagdo da vimentina (Kusubata et al., 1992), da
GFAP (Tsujimura et al., 1994), da desmina (Geisler et al., 1988), da
queratina (Yano et al., 1996), da o-intemnexina (Tanaka et al., 1993), da
subunidade NF-L (Guan et al., 1992) e da lamina (Peter et al., 1992),
sugerindo que a organizagdo dos filamentos mtermedidrios pode ser
regulada pela fosforilagdo (Evans et al., 1982). Neste contexto, nossos
achados mostrando um aumento de fosforilacdo dos filamentos
intermediarios causado pelo CIC pode representar pelo menos um dos
mecanismos responsaveis pela neurotoxicidade da doenga.

Descrevemos previamente efeitos similares de outros metabolitos
acumulados em alguns erros inatos do metabolismo (EIM) sobre o sistema
de fosforilgdo/desfosforilagdo das proteinas do citoesqueleto de cortex
cerebral de ratos (De Mattos et al,, 1994; De Mattos-Dutra et al., 1997).
Estes resultados indicam que alteracdes nos niveis de fosforilagdo de
proteinas cerebrais pode ser um importante mecanismo associado com a

sintomatologia neurologica em pacientes com DXB e em outros EIM.
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E também possivel que nosssos resultados contribuam para o
esclarecimento do envolvimento da fosforilagdo de proteinas do tipo
filamentos intermediarios em outras doencas neurodegenerativas.

Em conclusdo, demonstramos que o CIC, em doses encontradas no
sangue, cérebro e outros tecidos de pacientes com DXB, afeta o sistema de
fosforilagdo associado com as proteinas citoesqueléticas de cortex cerebral
de ratos jovens. Apesar de ser dificil extrapolar nossos resultados para a
condi¢cd0 humana, supomos que a interferéncia no sistema de fosforilacdo
provavelmente levara a uma acéo deletéria do CIC no cérebro, um fato que
explica em parte a disfuncdo neurologica dos pacientes com DXB.
Entretanto, permanece sem resposta se esta anormalidade ou outras
alteracdes previamente descritas causadas pelos metabolitos acumulados na
DXB s@o as principais causas das manifestagcdes neurologicas associadas

com esta doenca.
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CONCLUSOES

1) O CIC aumenta a incorporacdo in vitro de *’P nas subunidades
NF-M, NF-L, Vim e GFAP da fracdo citoesquelética em fatias de
cortex cerebral de ratos de 17 dias, enquanto que o CIV e 0 CMV

ndo alteram este pardmetro.

2) O efeito do CIC sobre o aumento da incorporacdo de *’P nas
proteinas do citoesqueleto € dose-dependente até a concentracéo

de 1mM, quando atinge um plateau.

3) O aumento da incorporagdo in viro de *°P nas proteinas
- estudadas causado pelo CIC € mediado pela ativacdo das quinases

dependentes de AMPc (PKA) e de Ca**/calmodulina (PKCaM II).
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PERSPECTIVAS

Nossos resultados abrem as seguintes perspectivas de investigacdo a

serem desenvolvidas futuramente:

< Caracterizagio do mecanismo de a¢édo do CIC sobre o aumento da
incorporagdo in viro de P> sobre as proteinas de filamentos

mtermediarios do citoesqueleto neuronal,

< Estudo ontogenético do efeito do CIC sobre as proteinas de
filamentos intermediarios do citoesqueleto neuronal, com o objetivo

de verificar se o efeito deste acido varia com o desenvolvimento;

< Inicio de uma nova abordagem utilizando cultura de neurbnios
para verificar as alteracdes morfologicas provocadas pelo CIC sobre

estas células.
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