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RESUMO

A hiperargininemia € um erro inato do ciclo da uréia causado pela deficiéncia na
atividade da arginase hepatica. Esta doenga é caracterizada bioquimicamente pelo
acumulo tecidual de arginina (Arg). Retardo mental e outras alteragbes neurolégicas,
Cujos mecanismos sao ainda desconhecidos, sao sintomas comuns em pacientes
hiperargininémicos.

O 6xido nitrico (NO) é gerado em todas as células do sistema nervoso central
(SNC) pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), a qual, na presenga de oxigénio
molecular, tetraidrobiopterina e outros cofatores, catalisa a conversdo de Arg em NO e
citrulina. Em condigdes normais, o NO desempenha importante papel fisiolégico no
SNC, como por exemplo, na liberagdo de neurotransmissores e expressao génica.
Quando ha formacdo excessiva, o NO torna-se um importante mediador de
neurotoxicidade.

Trabalhos realizados em nosso laboratério mostraram que a administragcao aguda
de Arg em ratos diminui a atividade da Na*,K*-ATPase e aumenta o estresse oxidativo
cerebral. Outros estudos mostraram que a administragado de Arg prejudica a memodria
em ratos. Estes resultados foram prevenidos pelo N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME), um inibidor competitivo da NOS, sugerindo que a administracdo de Arg altera
estes parametros através do NO e/ou estresse oxidativo.

Considerando que a administragdo de Arg aumenta o estresse oxidativo e que
estudos mostram que o NO inibe a cadeia de transporte de elétrons provavelmente

comprometendo a produgédo de energia, no presente trabalho, nés investigamos o



efeito da administracdo aguda de Arg sobre alguns pardmetros do metabolismo
energético (producédo de CO,, captacédo de glicose, produgcao de lactato e atividades
da succinato desidrogenase, complexo Il e IV da cadeia respiratéria) em hipocampo de
ratos. Também testamos o efeito do L-NAME sobre os efeitos produzidos pela Arg.

Ratos adultos de 60 dias foram tratados com uma unica injegao intraperitoneal de
Arg, de acordo com o protocolo estabelecido por Buchmann e colaboradores (1996). A
dose de Arg (0,8 g/Kg) usada atinge niveis plasmaticos semelhantes aqueles
encontrados em pacientes hiperargininémicos (1,5 mM).

Os resultados do presente trabalho mostraram que a administragdo de Arg
aumentou significativamente a produgao de lactato e diminuiu a produgéo de CO; e a
captacao de glicose, bem como as atividades da succinato desidrogenase e do
complexo Il, e que a injecao simultanea de L-NAME preveniu estes efeitos, exceto a
producdo de CO, e a producdo de lactato. No entanto, ndo houve alteracdo na
atividade da citocromo c oxidase (complexo V).

Se estes achados também ocorrerem em humanos, pode-se presumir que a Arg
prejudica o metabolismo energético, possivelmente através da geragao de radicais
livres induzida pela formacdo de NO e/ou da formacido de poliaminas, contribuindo

assim para a disfungao cerebral observada na hiperargininemia.
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ABSTRACT

Hyperargininemia is an inherited metabolic disease biochemically characterized
by tissue accumulation of arginine (Arg), caused by severe deficiency of liver arginase
activity, an enzyme of the urea cycle. Mental retardation and other neurological
features, whose mechanisms are still obscure, are common symptoms in
hyperargininemic patients.

Nitric oxide (NO) is generated in the central nervous system (CNS) by nitric oxide
synthase (NOS), which, in the presence of molecular oxygen, tetrahydrobiopterin and
other cofactors, catalyses the conversion of Arg to NO and citrulline. NO appears to
have a number of important physiological roles within the CNS under normal
conditions, including neurotransmitter release, gene expression, pain perception,
synaptic plasticity and learning. Under conditions of excessive formation, NO can be an
important mediator of neurotoxicity.

We have previously demonstrated that rats subjected to Arg acute administration
decreases the activity of Na*,K*-ATPase and increases oxidative stress in brain. On
the other hand, we also have reported that Arg administration impairs memory in rats.
These findings were prevented by N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), a
competitive inhibitor of NOS, suggesting that Arg administration alters these
parameters through NO and/or oxidative stress.

Considering that Arg administration increases oxidative stress and that studies
showed that NO inhibits the electron transport chain probably compromising energy

production, in the presented study, we investigated the effect of Arg administration to
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adult Wistar rats on some parameters of energy metabolism (CO; production, glucose
uptake, lactate release and the activities of succinate dehydrogenase, complexes I
and IV of the respiratory chain) in rat hippocampus. We also tested the effect of L-
NAME on the effects produced by Arg.

Sixty-day-old rats were treated with a single intraperitoneal injection of Arg. The
Arg dose (0.8 g/Kg) was chosen to produce plasma Arg levels similar to those found in
hyperargininemic patients (1,5 mM) according to the protocol established by Buchmann
et al. (1996).

The results of the present study showed that Arg administration significantly
increased lactate release and diminished CO; production and glucose uptake, as well
as succinate dehydrogenase and complex Il activities, and the simultaneous injection
of L-NAME, prevented these effects, except CO, production and lactate release.
Furthermore, cytochrome c oxidase (complex V) activity was not changed.

If these findings also occur in the human condition, it may be presumed that Arg
impairs energy metabolism, possibly through free radical generation induced by NO
formation and/or polyamines formation, contributing to the brain dysfunction observed

in hyperargininemia.
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1 INTRODUGAO

1.1 Erros inatos do metabolismo

O termo “erro inato do metabolismo” foi sugerido em 1908 por Garrod, a fim de
caracterizar quatro situagdes que o mesmo estudava, a alcaptonuria, o albinismo, a
pentosuria e a cistinuria (Stambury et al., 1983).

Erros inatos do metabolismo (EIM) sdo alteragbes genéticas que se manifestam
pela sintese de uma proteina an6mala, geralmente uma enzima, ou por uma
diminuicdo ou mesmo auséncia de sua sintese. Estas alteragdes resultam em
deficiéncia da atividade da enzima envolvida, ocasionando bloqueio de rotas
metabdlicas. Como consequéncia, pode ocorrer tanto o acumulo de metabdlitos tdxicos
como a falta de produtos essenciais, ambos com doenca subsequente (Bickel, 1987).

Segundo Stambury e colaboradores (1983), todos os processos bioquimicos no
organismo estdo sob controle génico, portanto, sujeitos a serem realizados de forma
deficiente, sempre que uma mutagéo génica se manifestar.

Foram descritos até o momento mais de 500 EIM (Scriver et al., 2001), a maioria
deles envolvendo processos de sintese, degradacgao, transporte e armazenamento de
moléculas no organismo (Benson e Fensom, 1985).

O vasto numero de defeitos envolvidos resulta em quadros clinicos extremamente
diversos; enquanto alguns EIM sdo absolutamente assintomaticos, outros sdo tao
graves que resultam em morte neonatal. O mecanismo pelo qual os EIM provocam

sintomas clinicos é muito variado. O grande numero de EIM, a diversidade dos defeitos



metabolicos envolvidos e a auséncia, na maioria dos casos, de sinais e sintomas
especificos contribuem para dificultar o diagnéstico dessas doengas (Giugliani, 1988).

No grupo de EIM ha um razoavel numero de defeitos que podem se beneficiar de
um tratamento especifico, sendo que, de uma maneira geral, o tratamento é tanto mais
bem sucedido quanto mais precoce é o diagndstico (Giugliani, 1988).

Os EIM podem ser abordados terapeuticamente de diversas maneiras, entre elas:

e limitando a entrada do precursor (0 acumulo de determinado aminoacido pode
ser controlado pelo uso de uma dieta pobre neste composto);

e suplementando o metabdlito ausente (como exemplo, no hipotireoidismo, onde
se administra tiroxina);

e inibindo a formagdo da substéncia acumulada (como no caso da gota, onde se
administra alopurinol, o qual inibe a enzima xantina oxidase, diminuindo a
formagao de acido urico);

e inibindo o acumulo de uma determinada substéncia (¢ o caso da doenca de
Wilson, onde a deficiéncia de ceruloplasmina causa acumulo de cobre nos
tecidos, o que pode ser inibido pelo uso de drogas que se ligam ao cobre,
impedindo, assim, o depdsito de cobre);

e controlando os fatores desencadeantes (como exemplo na deficiéncia de
glicose-6-fosfato desidrogenase, onde deve-se evitar o uso de farmacos que
causam hemodlise);

e aumentando a atividade enzimatica pela suplementacdo do cofator (como
exemplo, na homocistinuria, onde se administra piridoxina, a qual torna a enzima

mais ativa);



e suplementando a proteina ndo enzimatica deficiente (como na hemcofilia, onde
se administra o fator VIII); e
e suplementando a enzima deficiente (seria o tratamento ideal para a maioria dos

EIM, mas apresenta inumeras dificuldades) (Stambury et al.,1983).

Abaixo se encontra descrita a classificacdo dos EIM conforme a area do

metabolismo afetado.

EIM dos aminoacidos

EIM dos acidos organicos
EIM dos carboidratos

EIM dos lipidios

EIM dos glicosaminoglicanos
EIM das glicoproteinas

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

EIM das lipoproteinas

EIM dos hormonios

Embora individualmente raros, os EIM sdo relativamente freqlientes em seu
conjunto, estimando-se que possam ocorrer em até 1 em cada 1000 recém-nascidos

(Giugliani,1988).



Os EIM mais comuns sdo os EIM de aminoacidos. Citam-se como exemplos a
fenilcetonuria, a homocistinuria e a hiperargininemia, os quais apresentam acumulo
tecidual de fenilalanina, homocisteina e arginina, respectivamente.

A hiperargininemia corresponde a um erro inato (El) do ciclo da uréia, ocasionado
por um defeito enzimatico neste ciclo, no qual a concentracdo dos aminoacidos que
estao situados antes do defeito encontra-se aumentada, e a concentragao daqueles
que se situam depois do defeito encontra-se diminuida (Feillet e Leonard, 1998).

A alta prevaléncia de EIM na populagao justifica a preocupacgao cientifica em

busca da deteccao e possivel tratamento.

1.2 Ciclo da uréia

Os aminoacidos, derivados principalmente das proteinas da alimentacdo ou da
degradacdo das proteinas intracelulares, sdo a ultima classe de biomoléculas, cuja
oxidagao contribui significativamente para a geracao de energia metabdlica. O valor da
fracdo de energia metabdlica derivada dos aminoacidos varia com o tipo de organismo
considerado e com a situagao metabdlica em que ele se encontra (Lehninger et al.,
2001).

As vias de degradagdo dos aminoacidos sdo muito similares na maioria dos
organismos. Os esqueletos carbdnicos dos aminoacidos, em geral, seguem para o
ciclo do acido citrico ou para a gliconeogénese (Lehninger et al., 2001). Ja o

grupamento amino, liberado na forma de amoénia, € em parte consumido na



biossintese de compostos nitrogenados e o excesso € convertido em uréia pelo ciclo
da uréia (Stryer et al., 1996), sendo levada, pela circulagdo sanglinea, para os rins
onde é facilmente excretada através da urina (Lehninger et al., 2001).

Em aves e répteis terrestres a amodnia € convertida em acido Urico para excrecao,
enquanto que em alguns animais aquaticos a propria aménia € excretada (Stryer et al.,
1996).

Em 1932, Hans Krebs e Kurt Henseleit elucidaram uma série de reacgdes, as
quais compunham o ciclo da uréia. O ciclo da uréia foi a primeira via metabdlica ciclica
a ser caracterizada (Stryer et al., 1996).

O ciclo da uréia consiste de cinco reagdes enzimaticas. As etapas do ciclo séo
descritas a seguir e mostradas abaixo, na figura 1. A carbamil fosfato sintase (CPS),
uma enzima de matriz mitocondrial, catalisa a biossintese de carbamil fosfato (CP), a
partir da condensacéao e ativagao de amonio e bicarbonato e subsequente hidrélise de
duas moléculas de ATP. N-acetilglutamato é um cofator alostérico da CPS e um
importante regulador da ureagénese. A ornitina transcarbamilase (OTC), também uma
enzima de matriz mitocondrial, catalisa a biossintese de citrulina a partir de ornitina e
CP. A citrulina é transportada para o citosol, onde é condensada com aspartato via
arginossuccinato sintase (AS) para formar arginossuccinato, impelida pela clivagem de
ATP a AMP e pirofosfato inorganico (PPi) e subsequente hidrolise do PPi. O
arginossuccinato é clivado em arginina (Arg) e fumarato pela arginossuccinato liase
(AL). A Arg é subsequentemente hidrolisada pela arginase em uréia e ornitina, que,

por sua vez, é transportada para o interior da mitocéndria via sistema de transporte



especifico, para novamente ser transcarbamilada a citrulina (Voet et al., 2000;

Brusilow e Horwich, 2001).
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Figura 1. Representagdao esquematica do ciclo da uréia. O ciclo da uréia ocorre parcialmente na
mitocdndria e, em parte, no citosol com ornitina e citrulina sendo transportados através da membrana mitocondrial
por sistemas transportadores especificos. Cinco enzimas participam do processo: 1. CPS, 2. OTC, 3. AS, 4. AL, 5.

Arginase (Adaptado de Voet

et al., 2000).




Assim, os dois atomos de nitrogénio da uréia provém da aménia e do aspartato,
ao passo que o atomo de carbono é proveniente do bicarbonato. A sintese da uréia
ocorre com o custo de quatro ligacbes fosfato de alta energia, 3 ATP,0s quais sao

hidrolisados em 2 ADP, 2 Pi, AMP e PPi, seguido da hidrdlise do PPi.

NH;*
|
NH; + HCO3 + "'OOC — CH,— CH - COO
Aspartato
3 ATP

2 ADP + 2 P; + AMP + PP,

O
!

NH,-C-NH, + "O0C-CH=CH-COO

Uréia Fumarato

Figura 2. Representagdo esquematica da reagcao geral do ciclo da uréia
(Adaptado de Voet et al., 2000).

A CPS, enzima que catalisa o primeiro passo do ciclo da uréia, tem como efetor
alostérico positivo o N-acetilglutamato, o qual é sintetizado a partir de glutamato e de
acetil coenzima A (acetil CoA) pela N-acetilglutamato sintase. Quando as taxas de
quebra de aminoacido aumentam, a concentracdo de glutamato aumenta como
resultado da transaminagdo. O aumento de glutamato estimula a sintese de N-

acetilglutamato (Voet et al., 2000).



As demais enzimas do ciclo da uréia sao reguladas pelas concentragdes de seus
substratos (Voet et al., 2000).
Sugere-se que a velocidade de entrada de ornitina na mitocondria seja também

um fator limitante para a sintese de citrulina (Brusilow e Horwich, 2001).

1.2.1 Erros inatos do ciclo da uréia

1.2.1.1 Conceito e frequéncia

As doencas conhecidas como El do ciclo da uréia eram consideradas, ha
algumas décadas atras, doengas raras e que ocorriam principalmente em neonatos.
Contudo, apods vinte anos de pesquisas realizadas em centros de referéncia, verificou-
se que estas doencas também podem ocorrer em idades mais avancadas e de forma
mais comum do que previamente imaginava-se (Brusilow e Horwich, 2001).

Os El do ciclo da uréia estao geralmente associados a deficiéncia de uma enzima
particular do ciclo. Foram descritas cinco doencgas ocasionadas pela deficiéncia na
biossintese das enzimas do ciclo da uréia (deficiéncia de CPS, OTC, AS, AL e
arginase), sendo a prevaléncia total estimada em 1 caso para cada 30.000 nascidos

vivos (Msall et al., 1984).



1.2.1.2  Aspectos clinicos gerais

Os EIl do ciclo da uréia sao caracterizados por sinais e sintomas tais como:
hiperamoninemia, encefalopatia e alcalose respiratoria. Acredita-se que estes
sintomas sao induzidos pelo acumulo de precursores de uréia, principalmente aménia
e glutamina. Quatro destas cinco doencas — deficiéncia de CPS, OTC, AS e AL —
apresentam manifestagdes clinicas praticamente idénticas e sdo caracterizadas por
sinais e sintomas que parecem ser induzidos pelo acumulo de amdnia (Brusilow e
Horwich, 2001).

O quadro clinico mais grave destas quatro doengas ocorre em criangas sem
nenhum fator de risco obstétrico e que aparentemente s&o normais nas primeiras 24 a
48 horas de vida, podendo posteriormente apresentar letargia progressiva, hipotermia,
apnéia e altos niveis plasmaticos de amoénia. As formas mais amenas destas doencgas
podem ocorrer em qualquer idade da infancia ou da vida adulta, sendo a encefalopatia
um dos principais sinais caracteristicos (Brusilow e Horwich, 2001).

A deficiéncia de arginase é caracterizada por um quadro clinico que consiste de
espasticidade progressiva, retardo mental e hiperamonemia sintomatica, a qual pode
ser tratada. A hiperamonemia decorrente da deficiéncia de arginase € menos comum e
severa do que aquela presente na deficiéncia das demais enzimas do ciclo da uréia

(Brusilow e Horwich, 2001).
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1.3  Argininemia ou Hiperargininemia

1.3.1 Conceito

Hiperargininemia € um EI do ciclo da uréia causado pela deficiéncia na atividade

da arginase hepatica, a qual catalisa a conversdo de Arg em uréia e ornitina. A

heranga é autossémica recessiva (Snyderman et al., 1977).

ifase ,
ARGININA 9& » UREIA + ORNITINA

Figura 3. Conversao de arginina em uréia e ornitina.

1.3.2 Metabolismo da arginina e arginase

Alguns autores classificam a Arg como um aminoacido “semi-essencial’. Esta
classificagdo deve-se ao fato de que a Arg precisa ser obtida através da dieta como
suplemento para a sintese endoégena durante o periodo de crescimento e em adultos
doentes (trauma, insuficiéncia renal, lesées por queimaduras). No entanto, em adultos
saudaveis, a sintese endogena de Arg é satisfatoria (Barbul, 1995; Wakabayashi,

1995; Flynn et al., 2002; Tapiero et al., 2002). Por outro lado, Brusilow e Horwich
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(2001), classificam a Arg como um aminoacido nao essencial, exceto em pacientes
com defeitos no ciclo da uréia (deficiéncia de CPS, OTC, AS e AL).

A principal via de formagéo e degradacao da Arg € o ciclo da uréia. A arginase,
quinta enzima do ciclo, catalisa a conversdao de Arg em uréia e ornitina. Na
hiperargininemia, ocorre deficiéncia na atividade da arginase, o que compromete a
metabolizacao e eliminagao do nitrogénio proveniente da degradacéo protéica.

A arginase esta presente em altas concentragbes no figado, mas encontra-se
também em outros tecidos. O figado é o unico érgdo que contém todas as enzimas do
ciclo da uréia e caracteriza-se por ser 0 6rgdo em que ocorre a ureagénese (Brusilow
e Horwich, 1995; Jenkinson et al., 1996).

Em 1983, foi demonstrada a existéncia de duas isoenzimas da arginase: a
arginase A | (Al), que é citosdlica, presente no figado e também em eritrécitos, e que
possui atividade catabdlica e ureagénica; e a arginase A Il (All), que ¢é
substancialmente mitocondrial, presente em tecidos extra-hepaticos, como o rim, trato
gastrointestinal, cérebro e préstata, e que é considerada uma enzima biossintética, a
qual tem, como principal produto, a ornitina (Jenkinson et al., 1996; Gotoh et al., 1997).

A descoberta da isoforma A Il ocorreu em um estudo feito em 1979 com dois
irmaos que apresentavam a deficiéncia de Al. A ingesta protéica destas criangas foi
aumentada gradativamente e as concentragdes plasmaticas dos aminoacidos do ciclo
da uréia e outros relacionados foram dosadas, além da excrecdo de uréia. Os
resultados mostraram que ao triplicar a ingesta protéica, dobra-se a concentracédo de
uréia na urina (Cederbaum et al., 1979). Este resultado, quando comparado a estudos

semelhantes realizados em animais, levou a conclusao de que havia uma segunda
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forma de arginase codificada por um gene diferente daquele para Al (Glass e Knox,
1973; Kaysen e Strecker, 1973).

Posteriormente, Spector e colaboradores (1983) demonstraram que, em
individuos com deficiéncia na atividade da enzima de arginase em figado e eritrocitos,
a atividade da arginase renal encontra-se 3 vezes maior do que o normal.

A principal consequéncia da deficiéncia de arginase é a elevagcdo de Arg no
plasma e no fluido cérebro-espinhal, o que se comprova em todos os pacientes com
hiperargininemia. A concentragao plasmatica de Arg pode atingir 1,5 mM e valores até
10 vezes superiores do normal no fluido cérebro-espinhal (Snyderman et al., 1977).

A Arg acumulada na hiperargininemia podera ser metabolizada por uma série de
reagdes enzimaticas secundarias, formando uma quantidade significativa de seus
metabdlitos, os compostos guanidinicos. Dessa forma, a Arg pode ser catabolizada
por transaminagao a a-ceto-y-guanidinovalérico (GVA); por descarboxilagdo oxidativa
a GVA e acido y-guanidinobutirico (GBA); por reducdo a GVA e por agao de uma
desidrogenase a acido argininico (ArgA) (Marescau et al., 1982). Como alternativa, a
transamidinacdo da Arg pode formar &cido guanidinoacético (GAA) (Dubnoff e
Borsook, 1941) e GBA (Pisano e Underfriend, 1963) e sua acetilagdo resultar em N-o-
acetilarginina (NAArg). A via metabdlica secundaria mais favorecida € a de formagao
de acido GVA por transaminacdo. A atividade de hidrogenagdo de GVA a ArgA é
também bastante pronunciada. Ja o aumento da atividade de transaminagao envolvida
na biossintese de GAA, GBA e acido B-guanidinopropidnico € bem menos evidente

(Natelson e Sherwin, 1979).
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ARGININA L} Ac. oc-CETO-y-GUANIDINOVALERICOLb AC. ARGININICO

AC. GUANIDINOACETICO

el

3 . a
ARGININA — 5 AC. B-GUANIDINOPROPIONICO

AC. y-GUANIDINOBUTIRICO

4
ARGININA N-o-ACETILARGININA

Figura 4. Vias catabdlicas para arginina em pacientes hiperargininémicos. 1-
Transaminagdo; 2- Hidrogenagao; 3- Transamidinagéo; 4- Acetilacdo (Adaptado de
Marescau et al., 1990).

A literatura relata um experimento em que a dosagem de 29 amostras de plasma
de pacientes hiperargininémicos mostrou um aumento nos niveis plasmaticos de
homoarginina (HArg), GVA, ArgA, NAArg (Cederbaum et al., 1977). As concentragdes
destes compostos podem atingir valores de 5 a 50 vezes os normais, tanto em plasma
como em liquor (Mizutani et al., 1987).

Por outro lado, a Arg também é o substrato para a sintese de 6xido nitrico (NO).
Este & gerado em todas as células do sistema nervoso central (SNC) pela enzima
oxido nitrico sintase (NOS), a qual, na presengca de oxigénio molecular (O),

tetraidrobiopterina, flavina adenina dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo
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(FMN), catalisa a conversdo de Arg em NO e citrulina (Lincoln et al., 1997; Law et al.,
2001). A Arg parece ser o0 Unico substrato fisioldgico para a sintese de NO em células
eucarioticas. Por outro lado, analogos da Arg sao inibidores potentes de NOS (Grant et
al., 1998).

NOS foi primeiramente identificada no cérebro e, subseqlientemente, em
macrofagos e células endoteliais. Ha pelo menos trés isoformas de NOS: a constitutiva
endotelial (eNOS), a neuronal (nNOS), e a isoforma induzida (iNOS). As isoformas
localizadas em células endoteliais e em neurbnios estdo presentes em condicdes
normais e sdo dependentes de calcio; enquanto a isoforma induzida (macréfagos) esta
presente quando ha ativagcdo por endotoxinas e citoquinas, ndo sendo calcio
dependente (Bredt e Snyder, 1990; Pollock et al., 1991; Stuehr et al.,1991; Lacza et

al.,2001).

1.3.3 Aspectos clinicos

Pacientes hiperargininémicos apresentam uma sindrome neuroldgica que
consiste de um grau variado de retardo mental e psicomotor, epilepsia, severa
espasticidade (com os membros inferiores afetados mais severamente que os
membros superiores), hiperatividade e perda progressiva da capacidade motora e
mental (Snyderman et al., 1977; Cederbaum et al., 1979; Marescau et al., 1992; De
Deyn et al., 1997). Os pacientes podem apresentar episddios intermitentes de vémito,
irritabilidade, letargia e coma. Estes sintomas poderdo também ser observados em

outros EI do ciclo da uréia (Colombo, 1992). Porém, um sinal bastante peculiar desta
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doenca é a espasticidade progressiva, que nao € observada nas demais doengas do
ciclo da uréia, sendo, portanto, caracteristica da hiperargininemia (Marescau et al.,
1990).

A maioria das criangas apresenta-se clinicamente normal ao nascimento.
Geralmente a doenga manifesta-se tardiamente, no segundo ano de vida. Todavia, ha
uma variabilidade fenotipica, com alguns casos aparentemente assintomaticos até os
quatro anos de idade e outros que sugerem a ocorréncia de manifestagdes clinicas no
primeiro ano de vida. A maioria dos pacientes apresenta pelo menos alguns episédios
de irritabilidade, choro inconsolavel, vOomitos, anorexia e letargia devido a

hiperamonemia (Colombo, 1992).

1.3.4 Aspectos fisiopatologicos

A patogénese do quadro clinico caracteristico apresentado por pacientes
hiperargininémicos € ainda desconhecida (Cederbaum et al., 1977).

A hiperamonemia parece ser a causa do dano causado ao SNC de pacientes
com enzimopatias do ciclo da uréia. No entanto, em pacientes hiperargininémicos, a
hiperamonemia observada é intermitente, ao contrario das demais enzimopatias do
ciclo da uréia. Portanto, o acumulo de aménia, ndo € o unico fator responsavel pelo
dano cerebral observado nesses pacientes. Supde-se que outros fatores devam
contribuir com o0s sintomas neurolégicos caracteristicos de pacientes
hiperargininémicos (Mizutani et al., 1987). Neste contexto, Marescau e colaboradores

(1990), propuseram a hipotese de que a Arg, ao invés da amoénia, seria neurotoxica
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nestas condigdes. Este fato levou diversos pesquisadores a investigarem o papel da
Arg e de seus metabdlitos, os compostos guanidinicos, na patogénese desta doenca
(Marescau et al., 1990; Marescau et al., 1992; De Deyn et al., 1997; Silva et al., 1999).

Também foi sugerido que o excesso de Arg presente na hiperargininemia poderia
servir de substrato para a sintese de NO, e que o excesso de produgao deste poderia
ter um papel na fisiopatologia desta doenga (Mori et al.,, 1998). Entretanto, o(s)
mecanismo(s) pelo(s) qual(is) estes compostos atuariam no SNC e o quéo
responsaveis eles seriam pelo dano neurologico presente na hiperargininemia ainda

permanece desconhecido.

1.3.5 Diagnéstico

Primeiramente, a hiperargininemia pode ser bioquimicamente diagnosticada pela
dosagem dos altos niveis de Arg existentes nos fluidos bioldgicos dos pacientes
(Cederbaum et al., 1977).

Pode-se também, utilizar como parametro bioquimico, a dosagem dos compostos
guanidinicos, os quais sao catabdlitos da Arg, na urina, plasma e liquor. Verificou-se
que a excregao urinaria de GVA e ArgA estao elevadas em todos os pacientes e que
suas concentragdes plasmaticas estdo aumentadas 10 vezes em relagdo ao normal.
Desta forma, a analise qualitativa e quantitativa destes compostos pode ser usada
como um importante parametro complementar para o diagndstico bioquimico da
hiperargininemia. Para confirmagao do diagnéstico, deve-se determinar a atividade da

arginase em eritrocitos (Marescau et al., 1992).
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Segundo Spector e colaboradores (1980), as células vermelhas fetais e adultas
tém arginase com propriedades idénticas. Assim, enquanto fibroblastos e aminidcitos
nao apresentam atividade da arginase, células vermelhas fetais obtidas por
aminioscopia podem ser uteis no diagndstico pré-natal.

No caso de pacientes hiperargininémicos nao tratados, ocorre também um
aumento significativo da excregao urinaria de outros aminoacidos dibasicos (ornitina,
lisina, citrulina), acido glutadmico, glutamina e cistina (Yoshino et al., 1982). Por outro
lado, os pacientes hiperargininémicos seguem uma dieta de baixo conteudo protéico,
apresentando assim, niveis urinarios de Arg, HArg e GAA normais (Marescau et al.,

1992).

1.3.6 Tratamento

O tratamento da hiperargininemia parece ser o mais ameno quando comparado
ao de outras doengas do ciclo da uréia, ja que esta doenga ndo se apresenta
normalmente de forma aguda, mas sim de forma crbénica e progressiva. A
hiperamonemia ndo € frequente e, em geral, € facilmente tratavel nos individuos
portadores desta doencga. Contudo, em algumas circunstancias nas quais ha um
aumento significativo de amoénia plasmatica, faz-se necessario diminuir os altos niveis
desta substancia (lyer et al., 1998).

A restricdo protéica foi a primeira medida adotada por pacientes
hiperargininémicos. A redugao da ingesta de nitrogénio reduz o fluxo deste através do

ciclo da uréia, diminuindo assim, a biossintese de Arg (Brusilow e Horwich, 2001).
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Os primeiros trabalhos publicados, que descreviam apenas o uso de terapia
dietética em pacientes com deficiéncia de arginase, sugeriam que uma aplicagao
rigorosa deste tratamento poderia reduzir os niveis plasmaticos de Arg para normais
ou proximos ao normal, além de diminuir os niveis anormais de aminoacidos no fluido
cérebro-espinhal (Snyderman et al., 1979; Cederbaum et al., 1982; De Deyn et al.,
1997). A terapia dietética teve um impacto gradual na doenga neurolégica e recuperou
uma série de fungdes que haviam sido perdidas em varios casos, incluindo a
recuperacao da fala e controle das fungdes fisioldgicas (lyer et al., 1998).

Por outro lado, outros estudos demonstraram que somente o uso de restricao
protéica nao é suficiente para normalizar a hiperargininemia (Marescau et al., 1990;
lyer et al., 1998). Estes estudos sugerem que uma combinagao de terapia de restricao
protéica juntamente com um suplemento de aminoacidos essenciais com ou sem a
administracdo de benzoato de sddio parece ser eficaz em diminuir os niveis de Arg
nos fluidos biolégicos (Marescau et al., 1990).

Outra alternativa é a estimulagcéo de rotas alternativas para excre¢gao de aménia.
A administracao de benzoato de sédio e/ou acido fenilacético é efetiva em aumentar a
excrecao de metabdlitos nitrogenados ndo uréicos em pacientes com El do ciclo da
uréia. A administracdo oral de benzoato de sddio e acido fenilacético reduz a amoénia
plasmatica por aumentar a excrecdo de acido hipurico e fenil acetil glutamina,
respectivamente (Batshaw et al., 1981; Mizutani et al., 1983; Brusilow e Horwich,
2001).

Considerando que a Arg e a lisina utilizam um mesmo sistema de transporte na

barreira cérebro-sangue, sugeriu-se que a suplementagao de lisina poderia ser uma
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terapia efetiva. No entanto, testes em pacientes revelaram que a suplementagdo com
lisina ocasionou aumento nos niveis plasmaticos de Arg, o que leva a conclusao de
que essa terapia nao é efetiva (Snyderman et al., 1977; Cederbaum et al., 1979).
Contudo, apesar do sucesso obtido no manejo de alguns pacientes, ndao ha
tratamento definitivo para a hiperargininemia, todas as medidas terapéuticas
encontradas até o momento sédo temporarias e devem ser mantidas por toda a vida do

individuo.

1.3.7 Oxido nitrico

O NO ¢ sintetizado endogenamente pela acdo da enzima NOS em tecidos
especializados tendo como precursora a L-arginina (Law et al., 2001).

Especula-se que os altos niveis de Arg, encontrados em pacientes
hiperargininémicos, possam resultar em aumento dos niveis cerebrais de NO. Esta
suposicao foi apoiada pelos achados de Buchmann e colaboradores (1996), onde se
verificou aumento nas concentragdes de citrulina no cérebro de ratos apds a
administragcao aguda de Arg.

O NO desempenha importante papel fisiolégico no SNC em condigdes normais,
como, por exemplo, liberagdo de neurotransmissores, expressao génica, percepgao da
dor, plasticidade sinaptica e aprendizado (Lincoln et al., 1997; Dawson e Dawson,
1996). Quando ha formagédo excessiva, o NO torna-se um importante mediador de

neurotoxicidade (Dawson e Dawson, 1996).
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O NO é um radical livre e em muitos sistemas biolégicos tem meia vida curta,
devido a sua reatividade com outros constituintes intracelulares, como o &nion
superéxido (Oz7) (Beckman et al., 1993). A reacédo entre o NO e Oy resulta na
formagao do anion peroxinitrito (ONOQO"), o qual € citotoxico (Lipton et al., 1993). Esta
reacdo € extremamente favoravel, pois o NO pode efetivamente competir com a
enzima superoxido dismutase pelo O,” (Beckman et al.,, 1993). Em meio acido, o
ONOO" é transformado em acido peroxinitrico, o qual leva a formagao espontanea de

radical hidroxila. Nitratos sdo os produtos finais dessas reag¢des (Bergendi et al.,1999).

NO +0,” —» ONOO'
ONOO +H* <—> ONOOH
ONOOH —>OH +.NO, —> NO; + H*

Figura 5. Reacao entre o6xido nitrico e anion superoxido, formando &nion
peroxinitrito, acido peroxinitrico e nitrato.

A toxicidade associada a formacédo do NO pode, em muitos casos, ser prevenida
pela remocgao do O,". A formagao do ONOO' ¢, portanto, considerada um importante
fator responsavel pelo dano celular (Lipton et al., 1993).

Estudos realizados em nosso laboratério recentemente mostraram que a
administragdo aguda de Arg aumenta a lipoperoxidagdo (quimiluminescéncia) e
diminui a capacidade antioxidante total (TRAP) em cérebro de ratos e que a

administracdo de N“-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), um inibidor competitivo
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da NOS, previne estes efeitos (Wyse et al., 2001). Estes resultados sugerem que a
administracdo deste aminoacido induz o estresse oxidativo como consequéncia do
aumento na formacgao de NO e/ou peroxinitrito.

Dados da literatura mostram que a inibicao da respiracao celular € um importante
mecanismo pelo qual o NO exerce efeito citotdéxico (Cassina e Radi, 1996). Por outro
lado, evidéncias também mostram que a ativagcdo da NOS, pode estar envolvida na
neurotoxicidade do glutamato, via ativagao de receptores NMDA (Dawson et al., 1991,

1993a).

1.4 Modelo animal de hiperargininemia

O modelo animal de hiperargininemia utilizado neste trabalho foi o mesmo
empregado em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa e baseia-se no modelo
experimental desenvolvido por Buchmann e colaboradores (1996). O modelo tem
como objetivo reproduzir, em ratos, niveis de Arg semelhantes aos encontrados em
pacientes com hiperargininemia.

A dose de Arg administrada aos ratos foi de 0,8 g/Kg. Dose em que Buchmann e
colaboradores (1996) encontraram niveis de Arg plasmaticos e concentracdes
cerebrais de aproximadamente 1,3 mM e 0,3 nmol/Kg, respectivamente.

Segundo Buchmann e colaboradores (1996), a administracdo de Arg causa um
aumento nas concentragdes de citrulina em cérebro de ratos. Este achado sugere que

altos niveis de Arg possam resultar em aumento nos niveis cerebrais de NO.
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Trabalhos realizados em nosso laboratério, utilizando este modelo de
hiperargininemia aguda em ratos mostraram uma redugéao significativa na atividade da
Na® ,K*-ATPase cerebral (Wyse et al., 2001) e um déficit de memaria em ratos (Reis et
al., 2002). No entanto, estas alteragdes foram prevenidas pela administracdo de L-
NAME.

Wyse e colaboradores (2001) também mostraram que a administragdo aguda de
Arg induziu o estresse oxidativo em cérebro de ratos. Este efeito foi prevenido pela
administracdo simultdnea de Arg e L-NAME. Mais recentemente Bavaresco e
colaboradores (2003) mostraram que o pré-tratamento com vitaminas E e C preveniu a
inibicdo da Na*,K'-ATPase e o aumento da formagéo de radicais livres em animais
submetidos a administragao de Arg.

Outro trabalho realizado em nosso laboratorio mostrou que os compostos
guanidinicos (NAArg, HArg e ArgA), os quais estdo aumentados na hiperargininemia,
reduziram em torno de 30 a 40 % a atividade da Na',K'-ATPase (in vitro) de

membrana plasmatica sinaptica de cortex cerebral de ratos (Silva et al., 1999).

1.5 Metabolismo energético

Os seres vivos precisam de energia para realizar varias fungdes, tais como
contracdo muscular, transporte ativo de ions e moléculas, processos biossintéticos,
entre outros. A glicose é o principal combustivel para o cérebro humano, exceto

durante o jejum prolongado. Este possui pouca reserva energética e, por isso,
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necessita de um suprimento continuo de glicose. Em estado de repouso, o cérebro
responde por 60% da utilizacdo de glicose do organismo. Durante a inani¢cdo, os
corpos cetdnicos, substituem parcialmente a glicose como combustivel para o cérebro

(Stryer, 1996; Nelson e Cox, 2000).

1.5.1 Destinos da glicose e ciclo do acido citrico

A glicose é transportada para o interior das células por proteinas transportadoras
especificas e pode ser consumida em diferentes vias metabdlicas. A glicélise, a qual é
uma rota citosodlica, consiste na principal via de degradagdo da glicose. Esta
corresponde a uma sequéncia de reagdes que transforma a glicose em piruvato com
concomitante producdo de ATP. Em condigbes aerdbicas, o piruvato entra na
mitocdndria, sendo completamente oxidado a CO, e H,O. O rendimento energético na
conversdo de uma molécula de glicose em duas moléculas de piruvato é duas
moléculas de ATP. Quando a célula com capacidade de sintese de glicogénio possui
altos niveis de ATP, a glicose pode ser armazenada nesta forma. O glicogénio atua
como uma reserva energética facilmente mobilizada. Como alternativa, a glicose pode
participar da rota das pentoses, com o propésito de gerar NADPH, o qual é usado para

biossinteses redutoras (Stryer, 1996; Nelson e Cox, 2000).
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Glicogénio

* armazenamento

| GLICOSE|

oxidagdo pelo oxidagdo

ciclo das pentoses / \ pela glicdlise

Ribose 5-fosfato Piruvato

Figura 6. Destinos da glicose.

Quando o suprimento de oxigénio for insuficiente, como € o caso do musculo
esquelético em grande atividade contratil, o piruvato é convertido a lactato, pela
enzima lactato desidrogenase, formando ATP e consumindo NADH. H™ (Stryer, 1996).

Em condi¢cbes aerdbicas, a etapa seguinte na producdo de energia a partir de
glicose é a descarboxilagdo oxidativa do piruvato para formar acetil CoA. A acetil CoA
€ consequentemente completamente oxidada a CO, pelo ciclo do acido citrico. Em
contraste a glicélise, as reagbes do ciclo do acido citrico ocorrem no interior da
mitocondria. O ciclo do acido citrico opera somente em condi¢gdes aerodbicas, porque
requer um suprimento de NAD" e FAD. Em cada volta do ciclo, sdo formadas trés
moléculas de NADH. H*, uma molécula de FADH,, duas de CO, e uma de GTP. Os
carreadores, NAD" e FAD, sdo regenerados quando o NADH. H* e o FADH,

transferem seus elétrons ao O, através da cadeia de transporte de elétrons, com a
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concomitante producao de ATP (Stryer, 1996; Nelson e Cox, 2000). Cabe salientar,

que a acetil CoA, também é obtida pela oxidacido de outras biomoléculas, como

aminoacidos e acidos graxos (Stryer, 1996).
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Figura 7. Ciclo do acido citrico.

1.5.2 Cadeia Respiratéria Mitocondrial

Em diferentes tecidos, a mitocdndria apresenta tamanho, forma e densidade
diferente. Cada mitocondria consiste de uma membrana mitocondrial interna e de uma

membrana mitocondrial externa. O espago entre a membrana interna e externa
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chama-se espaco intermembrana. A area cercada pela membrana interna € a matriz,
onde ocorre o ciclo do acido citrico (Bowling e Beal, 1995).

A maior parte da energia celular é gerada através da fosforilagdo oxidativa, um
processo que requer a acdo de varios complexos enzimaticos localizados em uma
estrutura especial da membrana mitocondrial interna, a cadeia respiratéria (CR) (Di
Donato, 1997).

A respiragao celular comegca com a oxidagcdo de substratos em varias vias
metabdlicas, acompanhada da transferéncia de elétrons para o NAD" e o FAD, os
quais seréo reduzidos a NADH. H* e FADH,, respectivamente (Marks et al., 1996).

Em uma segunda fase, através da CR, os elétrons do NADH. H" e do FADH; s&o
transferidos através de pares redox fornecendo energia para a sintese de ATP pelo
processo de fosforilagdo oxidativa. Segundo a teoria quimiosmotica, tal energia
origina-se do gradiente de prétons gerado através da membrana mitocondrial interna,
formado pelo bombeamento de prétons para o espago entre membrana mitocondrial
interna e externa através dos complexos da CR (Marks et al., 1996; Wallace, 1999;
Heales et al., 1999).

A CR é uma sequéncia de carreadores de elétrons, que em sua maioria séo
ligados a proteinas inseridas na membrana mitocondrial interna, e que recebem
elétrons de compostos reduzidos e os transferem a compostos oxidados, até
chegarem a seu aceptor final, o O,, formando H,O (Marks et al., 1996).

Os componentes da cadeia respiratoria sdo os seguintes: NADH. H*
desidrogenase (complexo 1), succinato desidrogenase (complexo IlI), complexo

citocromo b-c; (complexo Ill) e citocromo oxidase (complexo [V). Além desses
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complexos, a CR possui dois transportadores moveis de elétrons, que sdo a coenzima
Q (CoQ), entre os complexos | e lll, e o citocromo c, entre os complexos Il e IV

(Lehninger et al., 2001).

NADH. H" DESIDROGENASE (complexo 1)

O complexo | contém FMN e centros ferro-enxofre (Fe-S). FMN recebe os
elétrons do NADH. H' e é capaz de transferi-los para os centros Fe-S. O NADH. H* é
reoxidado a NAD", que retorna ao ciclo do acido citrico ou a outra via metabdlica a fim
de receber elétrons. Os centros Fe-S estdo envolvidos na transferéncia de elétrons

para a CoQ e vice-versa (Marks et al., 1996).

COENZIMA Q

Também conhecida como ubiquinona, é o unico componente da CR que nao é
ligado a uma proteina. E capaz de difundir-se através da membrana mitocondrial
interna. A oxidacao e reducao da CoQ e seu movimento intramembrana faz parte do
mecanismo de bombeamento de prétons entre o complexo NADH. H* desidrogenase e

o complexo b-cq (Marks et al., 1996).

28



COMPLEXO b-c4 (complexo IIl) E CITOCROMO ¢

Os citocromos sao proteinas que contém um grupo heme (um atomo de ferro
ligado a um nucleo porfirina). Os elétrons fluem entre os citocromos sempre no sentido
dos citocromos de um menor nivel potencial redox e o ferro (que se encontra no
estado Fe®*). Quando o Fe*" recebe um elétron, é reduzido a Fe?*, sendo reoxidado a
Fe** quando tranfere o elétron recebido para a CR. Os citocromos b e ¢4 formam
juntamente com outras proteinas o complexo de membrana b-c4 (complexo Ill). Ja o
citocromo c, que também é um componente da CR, € uma proteina muito menor

localizada no lado externo da membrana mitocondrial interna (Marks et al., 1996).

CITOCROMO c OXIDASE (complexo 1V)

A citocromo ¢ oxidase (COX) é o ultimo complexo da CR e transfere elétrons do
citocromo a3 para o O,. Este complexo € composto pelos citocromos a e az € por um
sitio de ligagcao para o O,. Cada molécula de O, precisa receber quatro elétrons para
ser reduzida a 2 H,0, o que é facilitado pela presenca de ions Cu?* na COX (Marks et

al., 1996).

BOMBAS DE PROTONS

O bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espaco

intermembranas da mitocéndria ocorre simultaneamente com o transporte de elétrons
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entre NADH. H" e CoQ (catalisado pelo complexo | — NADH. H* desidrogenase) e
entre CoQ e citocromo c (catalisado pelo complexo Il — complexo citocromo b-c4). A
cada ciclo a CoQ recebe 2 protons e 2 elétrons da matriz mitocondrial. Em seguida,
esta enzima transporta os protons para o espaco intermembranas da mitocéndria,
enquanto que doa um elétron de volta para o outro componente do complexo
citocromo b-c4 e 0 outro para a COX, que também bombeia protons para fora da matriz
mitocondrial e para o espago intermembranas. O complexo |l (succinato
desidrogenase) € o unico que nao atua diretamente como bomba de prétons e
participa diretamente do ciclo do acido citrico (Lehninger et al., 2001; Marks et al.,
1996).

Este fluxo de prétons, gerado durante o transporte de elétrons na CR, impulsiona
a sintese de ATP a partir de ADP e fosfato inorganico pela enzima ATPsintase
(Babcoke e Wikstrom, 1992; Wallace, 1999).

Devido ao papel fundamental que a CR desempenha no metabolismo energético,
o0 dano a um ou mais complexos da cadeia podera ocasionar queda na sintese de ATP
celular (Davey e Clark, 1996). Com base neste contexto, O NO pode atuar como um
importante regulador da respiragao celular, uma vez que este pode reagir com
constituintes celulares produzindo peroxinitrito e outros derivados de NO (Henry e

Guissani, 1999).
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Figura 8. Fluxo de elétrons através dos quatro complexos da cadeia respiratéria.

1.5.3 Metabolismo energético e éxido nitrico

A literatura descreve que niveis elevados de NO (em torno de 1mM) podem
provocar danos a mitocéndria, os quais podem ser reversiveis ou irreversiveis (Henry
et al., 1993; Welter et al., 1996).

O NO é uma espécie reativa, visto que pode reagir rapidamente com Oy,
produzindo ONOO’, o qual é extremamente citotoxico. Este é capaz de danificar
componentes mitocondriais através de reagdes de oxidagao, inibindo assim, a

respiragao celular. Trabalhos recentes tém mostrado que o ONOO" danifica ou inibe
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os complexos | e Il, as enzimas ATPsintase, aconitase, creatina quinase, superoxido
dismutase, o DNA mitocondrial e induz o desacoplamento mitocondrial (Sharpe e
Cooper, 1998). Por outro lado, Brown e Cooper (1994) relataram que o NO & um
potente, rapido e reversivel inibidor da COX.

Atualmente, varios autores citam o NO como um inibidor mitocondrial, no entanto,
0s mecanismo(s) especifico(s) pelo(s) qual(is) este provoca inibicdo da respiragao
celular é (sado) pouco conhecido(s) e de dificil interpretagdo, uma vez que outros
agentes além do NO podem estar envolvidos. No entanto, sabe-se que o NO e seus
produtos estdo presentes numa série de processos inflamatorios, isquemia e
patologias neurodegenerativas (doencga de Alzheimer e de Parkinson); e que a inibigao
mitocondrial € um dos mecanismos pelo qual o NO exerce seus efeitos citotdxicos

(Brown, 1999).
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2 OBJETIVOS

Considerando que o0s mecanismos envolvidos na disfungdo neuroldgica
caracteristica da hiperargininemia sdo pouco conhecidos e que dados na literatura
mostraram que o NO prejudica o metabolismo energético, este estudo teve como
objetivos:

1-) Investigar o efeito da administracdo aguda de arginina sobre alguns
parametros do metabolismo energético (producdo de CO, e lactato, captagdo de
glicose, e medida das atividades da succinato desidrogenase, complexo Il e citocromo
¢ oxidase) em hipocampo de ratos.

2-) Avaliar o metabolismo energético em hipocampo de ratos submetidos a
administragdo aguda simultanea de arginina e L-NAME, com a finalidade de investigar

a participacao do NO sobre os efeitos causados pela arginina.
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3 ARTIGO

Reduction of energy metabolism in rat hippocampus by arginine

administration

Débora Delwing, Barbara Tagliari, Emilio Luiz Streck, Clévis Milton Duval
Wannamacher, Moacir Wajner and Angela Terezinha de Souza Wyse

Brain Research, 983: 58-63, 2003
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4 DISCUSSAO

Os EIM do ciclo da uréia compreendem desordens metabdlicas nas quais ha uma
deficiéncia enzimatica em qualquer uma das etapas da rota ureagénica, tendo como
consequéncia o acumulo de atomos de nitrogénio numa variedade de moléculas, cujo
padrao varia conforme o ponto de bloqueio enzimatico. Uma caracteristica entre todas
as desordens do ciclo da uréia € o aumento dos niveis plasmaticos de amoénia. A
hiperamonemia confere a estes pacientes um quadro clinico bastante caracteristico,
cuja sintomatologia compreende disturbios gastrointestinais, como perda de apetite e
vomitos, e sinais de alteracdes neurolégicas, podendo levar a convulsdes e coma.Os
pacientes que sobrevivem aos primeiros episodios hiperamonémicos, ocorridos
normalmente nos primeiros dias de vida, geralmente desenvolvem retardo mental
(Brusilow e Horwich, 2001).

A hiperargininemia € um El do ciclo da uréia, causada pela deficiéncia de
arginase, a qual é a quinta enzima do ciclo da uréia e que hidrolisa Arg em uréia e
ornitina. Pacientes afetados por esta doenca apresentam acumulo tecidual de Arg e
seus derivados (compostos guanidinicos) nos tecidos e fluidos biolégicos. De forma
diversa as demais desordens que alteram a rota ureagénica, as concentragdes
plasmaticas de amdnia encontram-se normais ou levemente aumentadas (Cederbaum,
1977; Snyderman, 1977).

Pacientes hiperargininémicos apresentam sintomas clinicos que incluem vémitos,
irritabilidade, letargia, retardo mental, espasticidade, convulsbes e coma. A severa

espasticidade é caracteristica de pacientes hiperargininémicos, ndo estando presente
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nas demais enzimopatias do ciclo da uréia. Todavia, estes sintomas neurologicos nao
sao explicados unicamente pela hiperamonemia ou hiperargininemia, sugerindo-se
assim, que outros fatores devam contribuir com estes sintomas neurolégicos, tais
como, o0 aumento dos niveis de compostos guanidinicos e/ou NO (Mizutani et al.,
1987).

Dados da literatura relatam que pacientes com hiperargininemia apresentam
crises epiléticas cujas caracteristicas clinicas sdo semelhantes aquelas encontradas
em pacientes urémicos. Os compostos guanidinicos estdo aumentados, ndo sé nos
fluidos biolégicos, mas em diferentes regides cerebrais, tanto em pacientes urémicos
como nos casos de hiperargininemia, sendo considerados como neurotoxinas em
ambos os casos. Muitos destes compostos demonstraram, experimentalmente, ser
epileptogénicos ou ter efeito convulsivante (De Deyn e Macdonald, 1990).

Estudos recentes tém mostrado que alguns compostos guanidinicos, incluindo a
Arg, sdo capazes de gerar radical hidroxila em solugdo aquosa. Em condig¢des
patolégicas, o aumento na produgao destas espécies ativas do oxigénio pode causar
danos as membranas celulares, levando a despolarizagdo neuronal, a qual esta
estreitamente relacionada a epilepsia (Mori et al.,1996). Estudos realizados em nosso
laboratério mostraram que os compostos guanidinicos (NAArg, HArg e ArgA)
reduziram em torno de 30 a 40 % a atividade da Na*,K'-ATPase (in vitro) de
membrana plasmatica sinaptica de cortex cerebral de ratos (Silva et al., 1999).

O NO é gerado em todo SNC pela enzima NOS, que na presenga de Oy,

tetraidrobiopterina e outros cofatores, catalisa a conversédo de Arg a NO e citrulina
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(Lincoln et al., 1997). Ha pelo menos, trés isoformas de NOS, as quais sao
identificadas como nNOS, eNOS e iINOS, sendo que todas podem ser expressas no
SNC (Marletta, 1993).

Em condi¢gbes normais, o NO desempenha importante papel fisiolégico no SNC,
podendo regular a liberagdo de neurotransmissores, a expressao génica e participar
na percepg¢ao da dor, plasticidade sinaptica e aprendizado (Lincoln et al., 1997). Em
condicdes de formagao excessiva, o NO é um importante mediador de neurotoxicidade
em desordens do SNC (Dawson, V.L. e Dawson, T.M., 1996). O NO € um radical livre
e em muitos sistemas biolégicos tem meia vida curta, devido a sua reatividade com
outros constituintes intracelulares, como o O, (Beckman et al., 1993). A reagao entre
NO e Oy resulta na formacdo do ONOO", o qual é citotdxico. A formacdo deste, é
mencionado como um importante fator causador de dano celular (Lipton et al., 1993).

Especula-se que os altos niveis de Arg, encontrados em pacientes
hiperargininémicos, possam resultar em aumento dos niveis cerebrais de NO. Esta
suposicao foi apoiada pelos achados de Buchmann e colaboradores (1996), onde se
verificou aumento nas concentragdes de citrulina no cérebro de ratos apds a
administragcao aguda de Arg.

A maior parte da energia celular é gerada através da fosforilagdo oxidativa, um
processo que requer a agao de varios complexos enzimaticos respiratérios localizados
em uma estrutura especial da membrana mitocondrial interna, a CR mitocondrial (Di
Donato, 1997). A CR é composta de quatro complexos (complexo I-IV). O complexo |,
também chamado de NADH. H™: ubiquinona oxirredutase, realiza a transferéncia de

elétrons do NADH. H* para a ubiquinona, formando ubiquinol. Através desta reagéo,
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ocorre 0 bombeamento de dois prétons para o espacgo intermembrana. O complexo Il,
também denominado de succinato: ubiquinona oxirredutase, é formado pela enzima
succinato desidrogenase e trés subunidades hidrofébicas. Este complexo transfere
elétrons do succinato para a ubiquinona e também forma ubiquinol. O complexo lll, ou
citocromo c oxirredutase, transfere elétrons do ubiquinol para o citocromo c,
bombeando assim mais quatro prétons. O complexo 1V, ou COX transfere elétrons do
citocromo ¢ para o O, (Voet et al., 2000; Wallace, 1999). O fluxo de prétons gerado
durante o transporte de elétrons na CR, direciona a formag¢ao de ATP a partir de ADP
e PPi através da enzima ATPsintase (Complexo V) (Babcock e Wikstrom, 1992;
Wallace, 1999).

A manutencdo da atividade de cada complexo enzimatico é critica para o
funcionamento normal do cérebro e a diminuicdo em qualquer dessas atividades pode
causar injuria neuronal, uma vez que o cérebro € altamente dependente de energia. A
inibicdo da CR mitocondrial pode ser muito prejudicial ao tecido cerebral, uma vez que
no cérebro a fosforilagdo oxidativa € muito ativa e importante (Di Donato, 2000).

Dados da literatura sugerem que disturbios secundarios do metabolismo
energético desempenham papel importante nos disturbios fisiopatolégicos de doengas
neurodegenerativas, incluindo as doengas de Alzheimer e Parkinson (Cassarino e
Bennet, 1999).

Evidéncias também mostram que o NO inibe o transporte de elétrons através da
CR mitocondrial (King et al., 1992; Moreno e Prior, 1995), podendo ocasionar a

diminuicao da sintese de ATP e o aumento da producgéao de radicais livres.
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Estudos realizados no nosso grupo mostraram que a administragdo aguda de Arg
provocou uma redugao significativa na atividade da Na*,K*-ATPase cerebral (Wyse et
al., 2001) e uma diminuicdo de memdéria em ratos (Reis et al., 2002). Porém estas
alteracdes foram prevenidas pela administracdo de L-NAME. Outro trabalho realizado
em nosso laboratério mostrou que a administracdo aguda de Arg também aumentou
significativamente a peroxidacéo lipidica (quimiluminescéncia) e diminuiu a capacidade
antioxidante total (TRAP) em cérebro de ratos. Estes efeitos também foram prevenidos
pela administracao simultanea de Arg e L-NAME (Wyse et al.,2001).

No presente trabalho, utilizamos o0 modelo experimental animal de
hiperargininemia descrito por Buchmann e colaboradores (1996), os quais relataram
gue os niveis sanglineos de Arg aumentam sete vezes apds a administracdo de Arg,
enquanto que a concentragao cerebral de Arg aumenta 2,3 vezes comparada aos
ratos tratados com salina. Os mesmos autores relataram um aumento da
concentragdo de citrulina no cérebro de ratos apds a administragcao de Arg, o que
sugere aumento na formacgéo de NO.

Primeiramente, estudamos o efeito da administragcao de Arg sobre o metabolismo
energético, onde investigamos o seu efeito sobre a atividade do ciclo do acido citrico,
medindo a producdo de CO, a partir de acetato. O metabolismo anaerébico foi
avaliado através da liberagao de lactato a partir de glicose no cérebro de ratos.

Nossos resultados mostraram que a administragdo aguda de Arg reduziu
significativamente a produgao de CO,, a captacao de glicose e aumentou a produgao
de lactato em hipocampo de ratos, sugerindo que a administragdo deste aminoacido

provavelmente diminuiu a glicélise aerébica e aumentou a glicélise anaerdbica. Esta
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inversdo na utilizagdo do metabolismo aerdbico pelo anaerdbico podera ocasionar
diminuicao energética celular, provavelmente através da redugéo da produgao de ATP.

Com o propdésito de esclarecer a redugao energética hipocampal provocada pela
administracao de Arg, avaliamos a fungéo da CR medindo as atividades de complexos
cruciais para a fungado normal da CR: a succinato desidrogenase, o complexo Il e a
COX, os quais sao considerados marcadores de fungao neural. Nos observamos que
a Arg nao alterou a atividade da COX, mas inibiu significativamente as atividades da
succinato desidrogenase e do complexo Il. Portanto, € possivel que a reducédo nas
atividades destas enzimas causada por altos niveis de Arg, possam explicar a redugao
da captacado de glicose e a produgcdo de CO, e, consequentemente, o aumento da
producéao de lactato.

Também verificamos o efeito da administragdo simultdnea de L-NAME e Arg
sobre 0os mesmos parametros energéticos acima citados. Os resultados mostraram
que o L-NAME preveniu a diminuicdo da captagdo de glicose e as atividades da
succinato desidrogenase e do complexo Il provocados pela Arg, 0 que nos permite
propor que esses efeitos possam ser mediados pelo NO e/ou seu derivado ONOO'.

Nossos resultados também mostraram que o L-NAME n&o preveniu a redugao da
producao de CO, e o aumento da liberagao de lactato provocados pela Arg, excluindo
assim, o envolvimento do NO sobre estas alteragdes bioquimicas. Uma possivel
explicacdo seria que as poliaminas formadas a partir da Arg em condi¢des em que a
NOS estivesse inibida (Krichevskaya et al., 1981) poderiam diminuir a atividade do
ciclo do acido citrico, como foi demonstrado em células endoteliais (Mrhova et al.,

1991). No entanto, novos estudos seréo necessarios para elucidar esta inibigao.
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Estudos recentes tém mostrado que a arginase é o fator limitante para a sintese
de poliaminas em muitos tipos celulares, incluindo células endoteliais e macréfagos,
uma vez que a arginase e a NOS utilizam arginina como substrato (Flynn et al., 2002).
As poliaminas estdo envolvidas em uma série de processos, como por exemplo,
regulacdo da expressao génica, transdugcédo de sinais, sintese protéica, apoptose e
atividade de receptores NMDA (lgarashi e Kashiwagi, 2000).

Em nosso estudo, a administragdo aguda de Arg n&o alterou a atividade da COX,
e estes resultados, embora aparentemente controversos, estdo de acordo com relatos
de outros investigadores, mostrando que a COX nao é inibida por NO em ratos
adultos, tanto em condi¢des fisioldgicas como durante a reoxigenagao apds breve
periodo de anoxia (De Visscher et al., 2002).

Apods a analise dos resultados em conjunto, podemos sugerir que a administragao
aguda de Arg prejudica o metabolismo energético cerebral diretamente ou através do
NO e/ou da formacgao de poliaminas.

E dificil extrapolar nossos achados para a condicdo humana. No entanto, se a
inibicdo do metabolismo energético causada pela administracdo de Arg também
ocorrer em humanos, é possivel que esta esteja associada com a disfungao

neuroldgica caracteristica de pacientes hiperargininémicos.
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5 CONCLUSOES

1. A administragdo aguda de arginina reduziu significativamente a produgao de

CO,, a captacgao de glicose e aumentou a producgao de lactato em hipocampo de ratos;

2. A administracdo aguda de arginina nao alterou significativamente a atividade da
citocromo c oxidase, mas inibiu significativamente as atividades da succinato

desidrogenase e do complexo Il em hipocampo de ratos;

3. A administragcao de L-NAME n&o preveniu a redugao da producao de CO; e o

aumento da liberagao de lactato em hipocampo de ratos provocados pela arginina;

4. A administragao de L-NAME preveniu a diminuigdo da captagao de glicose e as
atividades da succinato desidrogenase e do complexo Il em hipocampo de ratos

provocados pela arginina.

Assumindo a possibilidade de que os resultados obtidos neste trabalho
reproduzam, parcialmente, o que ocorre em humanos, € possivel que a inibicdo do
metabolismo energético esteja associada a disfungcdo neuroldégica caracteristica de

pacientes hiperargininémicos.
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6 ANEXO

Considerando que estudos prévios realizados em nosso laboratério mostraram
que a administragdo aguda de arginina aumentou significativamente a
quimiluminescéncia e diminuiu a capacidade antioxidante total (TRAP) em cérebro
meédio de ratos, e que estes efeitos foram prevenidos pela administragdo simultanea

de L-NAME, este trabalho teve como obijetivos:

1-) Avaliar o efeito da administragdo aguda de arginina sobre as atividades das
enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase e superoxido dismutase em
cérebro médio de ratos;

2-) Avaliar as atividades das enzimas antioxidantes catalase, glutationa
peroxidase e superoxido dismutase em cérebro médio de ratos submetidos a

administragao simultanea de arginina e L-NAME.
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Arginine administration reduces catalase activity in midbrain of rats

Débora Delwing, Daniela Delwing, Carlos S. Dutra-Filho, Clévis M. D.
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NeuroReport, 13 (10): 1301-1304, 2002.
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DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a administragdo aguda de Arg provocou uma
reducédo significativa na atividade da catalase, ndo alterando as atividades da
superoxido dismutase e da glutationa peroxidase. Estes resultados estdo de acordo
com estudos realizados em nosso laboratério, os quais mostraram que a
administragdo de Arg aumenta significativamente a formagdo de radicais livres
(quimiluminescéncia) e diminuiu a capacidade antioxidante total (TRAP) cerebral,
sendo que estes efeitos foram prevenidos pela administracdo simultanea de L-NAME
(Wyse et al., 2001).

Evidéncias na literatura tém mostrado que o NO inibe a atividade da enzima
antioxidante catalase, diminuindo a defesa antioxidante cerebral (Brown, 1995). Por
outro lado, NO e seu produto peroxinitrito causam a oxidagao da glutationa, resultando
na diminuigdo deste peptidio antioxidante no cérebro (Luperchio et al., 1996). Com
base nestes resultados, nés também investigamos o efeito da administragcdo de L-
NAME sobre a atividade da catalase. Esta substancia per se nédo alterou a atividade da
enzima, mas preveniu a diminuicdo da atividade da catalase causada pela Arg.
Portanto, € possivel que o efeito protetor do L-NAME possa ser mediado por sua
habilidade de inibir a formag&o de NO. Wyse e colaboradores (2001) mostraram que o
L-NAME preveniu a inibicdo da Na* K'ATPase em cérebro de ratos provocada pela
Arg.

Conforme a literatura, todos os organismos aerdbicos podem sofrer dano

oxidativo, porém, o tecido nervoso € mais suscetivel devido ao alto consumo de
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oxigénio, a alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados, a baixa defesa
antioxidante e os altos niveis de ferro (Halliwell e Gutteridge, 1999; Halliwell, 1996).
Considerando que houve uma redugao significativa na atividade da catalase,
podemos supor que houve uma alta producao de peréxido de hidrogénio . O perdxido
de hidrogénio é produzido na mitocondria e, cerca de 71 % desta espécie reativa do
oxigénio, em condigdes normais, € metabolizada pela catalase, enquanto que 19 %
sdo metabolizadas pela glutationa peroxidase juntamente com 4 % do radical hidroxila

formado. Dessa forma, sugere-se que, com a inibicdo da catalase, aumente também a
formagao de radical hidroxila, contribuindo ainda mais para os danos celulares (Gsell
et al., 1995).

Sabendo-se que a Arg induz a producdo de radicais livres, compromete a
capacidade antioxidante total do tecido nervoso e inibe a atividade da enzima catalase

provavelmente através da formacgao de NO, podemos propor que um dos mecanismos

pelo qual a Arg é neurotoxica seja pela indugao do estresse oxidativo.
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CONCLUSOES

1. A administragdo aguda de arginina provocou redugao significativa na atividade
da catalase em cérebro médio de ratos, ndo alterando a atividade da superodxido

dismutase e glutationa peroxidase;

2. A administracdo de L-NAME preveniu a diminuicdo da atividade da catalase

causada pela arginina.

Nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriormente realizados em
nosso laboratério. Especula-se que a reducéo da atividade da catalase provocada pela
Arg, provavelmente ocorra via NO, uma vez que o L-NAME, potente inibidor da NOS,
preveniu este efeito. Baseado nestes resultados pode-se dizer que ha um importante

envolvimento do estresse oxidativo na hiperargininemia.
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7 PERSPECTIVAS

1-) Verificar o efeito da administracdo de antioxidantes sobre alguns parametros
do metabolismo energético (produgao de CO; e lactato, captacao de glicose, e medida
das atividades da succinato desidrogenase, complexo |l e citocromo ¢ oxidase) em

animais submetidos a administragcdo de Arg em hipocampo de ratos;

2-) Verificar a presenca de nitratos e nitritos em hipocampo de ratos submetidos a

administragao de Arg;

3-) Determinar a atividade da creatina quinase em hipocampo de ratos

submetidos a administracao de Arg;

4-) Verificar o efeito in vitro da Arg e de seus metabdlitos (compostos
guanidinicos) sobre alguns parametros do metabolismo energético (producéo de CO,
e lactato, captacédo de glicose, e medida das atividades da succinato desidrogenase,

complexo Il e citocromo ¢ oxidase) em hipocampo de ratos.
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