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INTRODUCAO A B c

A mucopolissacaridose I (MPS I) ¢ uma doenga de depdsito lisossomal GM3
caracterizada pela deficiéncia da enzima a-L-iduronidase (IDUA), o que gera o v
acumulo cerebral dos glicosaminoglicanos (GAGs) heparan e dermatan oM p— —
sulfato(?. Os mecanismos pelos quais o acamulo de GAGs gera os danos ik cD1b Eile
neurologicos caracteristicos da patologia ainda s3o desconhecidos. Dados Ziiﬁ GT1b iy
sugerem que o acimulo destes compostos afete a atividade de enzimas de Wi KO Wi Ko WT_ KO WT KO
degradagdo de gangliosidios, alterando a composigéo lipidica de membranas Cortex Cerebelo RIFEEREmTE [HPEEEe

neurais®. Gangliosidios sdo glicoesfingolipidios contendo 4cido sidlico.  Figura 3: Perfil cromatografico de gangliosidios. O perfil de gangliosidios foi avaliado por TLC ou
Presentes em abundincia em membranas neurais, apresentam fun(;()es HPTLC em (A) cértex;. B) .cerebelo; (C) hipocampo e hip.otéla.m.o. Os principais gangliosidios (GM1, GDla,

2 3 2.9 25 ~ 288 ~ GD1b e GT1b) foram identificados nas estruturas cerebrais avaliadas tanto no grupo KO quanto no WT. Em
sinalizatorias, part1c1pando de Processos de maturagao neural, mlehmzacao’ cortex e cerebelo ndo foi observada diferenga no perfil de gangliosidios, ja no hipocampo e hipotalamo o
sinaptogénese, transmissdo sindptica, e de mecanismos de neuroprote¢do € perfil foi afetado no grupo KO, com a identificagio dos gangliosidios GM3 e GM2. Imagens representativas
apoptose. Desta forma, alteragdes em seu contetido, perfil ou distribuigio  de S diferentes experimentos.WT: selvagem; KO: knock-out.

podem ter participag@o no desencadear dos danos neurologicos da MPS 1.

OBJETIVOS i - -
£ i £
Avaliar o conteudo, o perfil e a distribuicdo de gangliosidios, bem como os ; [I [I | | i i [I: I|J | § :
niveis de colesterol em diferentes regides cerebrais (cortex, cerebelo, ol y > é
hipocampo e hipotdlamo) em um modelo murino de MPS 1. LR SV P P A i
Avaliar a expressdo dos genes das enzimas de sintese de gangliosidios (GM3, [SETE S G0 06a 5 B 5 & Gl : . [re—r
GD3 e GM2/GD2 sintases) e da enzima de degradacdo neuraminidase 1 (Neul) Figura 4: Distribuicdo percentual das diferentes  Figura 5: Contelido de colesterol nas
em cerebelo e hipocampo, a fim de elucidar as alteragdes lipidicas observadas. espécies gangliosidicas por densitometria. Nenhuma estruturas cerebrais analisadas. Nenhuma

diferenca significativa na distribui¢do de gangliosidios foi  diferenca  significativa foi observada.
observada. KO: knock-out; WT: selvagem. Histogramas  Histogramas representam média + D.P. n=7.

METODOLOGIA representam média + D.P. n=7.
AVALIACAO DOS NIVEIS E DA DISTRIBUICAO DE GANGLIOSIDIOS A B
Foram utilizados um grupo de camundongos C57BL/6 knock-out (KO) para o Cerebelo Hipocampo
gene da IDUA e um grupo selvagem (WT), ambos de 5 meses. KOWIK O] E
= m GM3 sintase % '
‘ Estruturas cerebrais ‘ o °
u - GD3 sintase % o wte
E GM2/GD2 si £
Extragdo lipidica @ | C:M (2:1) 20X ; C:M (1:2) 10X —— |l sintase &
Neuraminidase 1
Pool lipidico Contifisaca Sedimento protéico n n
entrifugac¢do d = B 2-microglobulina
Gangliosidios Colesterol Proteinas
(Método do TBA) ) (Método de Trinder) © (Método de Lowry) Figura 6: Expresséo relativa dos genes de metabolismo de gangliosidios. (A) Imagem representativa dos

‘ géis do sq-RT-PCR; (B) Quantificagdo das bandas de PCR. Duas estruturas foram avaliadas: cerebelo, que
apresentou aumento no conteiido de todos os gangliosidios; e hipocampo, que embora ndo tenha sofrido

TLC ou —( Revelagdo por Resorcinol ) ‘—< Densitometria alteragdo no conteudo de gangliosidios, teve seu perfil alterado, com acamulo de GM3 e GM2. KO: knock-
HPTLC ©® out; WT: selvagem. (*) Significativamente diferente do grupo selvagem, p<0,05. Dados representam média +
E.P. n=4.

AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE ENZIMAS DO METABOL ISMO DE
GANGLI0SIDIOS

A expressao génica das enzimas GM3, GD3, GM2/GD2 sintases ¢ Neul foi
avaliada em cerebelo e hipocampo por sq-RT-PCR.

CONCLUSOES

» Observou-se nos animais KO, aumento no contedo total de gangliosidios de forma

GM3 sintase GD3 sintase seletiva para cortex e cerebelo e aumento de GM3 e de GM2 em hipocampo e
LacCer M GD3 hipotalamo
eu | eu S «
¥ CM2/GD?2 sintase * Os niveis de colesterol ndo foram afetados.
GM2 GD2 * No cerebelo, houve reducéo na expressdo de Neul, GD3 sintase e GM2/GD2 sintase; e
% * * no hipocampo, reducéo de Neu 1 e de GM2/GD2 sintase.
z » Nossos dados sugerem que as alteragdes lipidicas observadas sejam decorrentes de um
g GM1 GD1b : . . . o ]
8 efeito conjunto sobre a degradagdo e biossintese de gangliosidios, possivelmente em
£ N9U1?+ Neulf+ decorréncia do acimulo de GAGs.
é) GD1a GT1b » O acimulo de GM3 pode ser um indicio de retardo no desenvolvimento neural, visto
& INeul f + Neul que este gangliosidio é expresso majoritariamente no SNC embrionario, ou pode estar
GT1a GQ1b envolvido diretamente com o dano neurolégico por induzir apoptose (10.10),
s T « As alteragdes lipidicas descritas podem estar relacionadas com a fisiopatologia da

MPS 1, o que fortalece a idéia de que a andlise de gangliosidios poderia servir como
Figura 1: Metabolismo celular de gangliosidios: As enzimas chaves de sintese (verde) e degradagdo (vermelho) parametro bioquimico para estudo de dano e/ou neuroprotecéo no presente modelo.

dos liosidios estdo repr das. GM3 e GD3 sintases catalisam a sintese dos primeiros gangliosidios (GM3 e

GD3), ao passo que a GM2/GD2 sintase, cuja expressdo acompanha o desenvolvimento do SNC, regula a sintese dos

gangliosidios complexos. A relagdo entre GD3 sintase/GM2-GD2 sintase determina a sintese das séries a ¢ b dos ~

gangliosidios. A neuraminidase 1 (Neul) figura como principal enzima de degradagao de esfingolipidios contendo acido R EF ER E NC I AS

sialico terminal.
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Figura 2: Contetdo total de gangliosidios nas diferentes estruturas cerebrais analisadas. Em cortex e AGRADECIMENTOS

cerebelo observou-se aumento no contetdo total de gangliosidios. KO: knock-out; WT: selvagem. (*)
ignificativamente diferente do grupo selvagem. Histogramas representam média + D.P. p < 0,05, n=7.
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