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REsSumMoO

A deficiéncia de guanidino acetato metiltransferase (GAMT) é um erro
inato do metabolismo da creatina caracterizado por hipotonia muscular,
movimentos extrapiramidais involuntarios e epilepsia. A doenga ¢é
bioquimicamente caracterizada por acumulo de guanidino acetato e deficiéncia
de creatina e fosfocreatina nos tecidos dos pacientes afetados. Os mecanismos
de disfungao neurolégica que ocorrem nessa doenga ainda sao desconhecidos.

A Na’' K'-ATPase desempenha um papel fundamental no sistema
nervoso central (SNC), sendo responsavel pela manutencdo dos gradientes
ibnicos e pela propagacao do impulso nervoso, consumindo cerca de 50% do
ATP formado no cérebro.

A acetilcolinesterase (AChE) é uma importante enzima regulatéria que
controla a transmissao de impulsos nervosos através de sinapses colinérgicas
pela hidrélise da acetilcolina, e apresenta um papel fundamental na cognigao.

Com o propdsito de ampliar o conhecimento sobre os mecanismos
fisiopatolégicos da deficiéncia de GAMT, esse trabalho teve como objetivo
investigar o efeito do guanidino acetato, o principal metabdlito acumulado na
deficiéncia de GAMT, sobre as atividades das enzimas Na*,K*-ATPase, Mg*'-
ATPase e AChE em estriado de ratos. A cinética de inibicdo da Na* K*-ATPase
causada pelo guanidino acetato também foi estudada. Além disso,
investigamos o efeito in vitro do guanidino acetato sobre as atividades da
Na*,K*-ATPase, Mg®*-ATPase e da AChE de hipocampo de ratos.

Nossos resultados mostraram que o guanidino acetato ndo altera as
atividades da AChE e Mg®*-ATPase. No entanto, a atividade da Na*,K*-ATPase
foi inibida por esse composto guanidinico (CG), e a analise cinética mostrou
uma inibicdo do tipo acompetitiva. Também foi demonstrada uma interagcéo
entre 0 guanidino acetato e o acido argininico, sugerindo um sitio comum de
ligagdo entre esses dois compostos na Na*,K*-ATPase.

Os resultados mostraram que, o guanidino acetato inibiu a atividade da
Na*,K*-ATPase in vitro mas ndo alterou as atividades da Mg?*-ATPase e da
AChE.

Considerando que o guanidino acetato e outros compostos guanidinicos
(CG) induzem a formacgdo de espécies reativas de oxigénio e que a Na',K'-
ATPase e a AChE séo inibidas por radicais livres, estudamos o efeito da pré-
incubacdo de homogeneizado de hipocampo de ratos na presenga de
guanidino acetato sobre a atividade dessas enzimas. Além disso, o efeito da
pré-incubagdo de homogeneizado de ratos com guanidino acetato foi
investigado na presenga e auséncia de antioxidantes, tais como glutationa
(GSH), trolox, taurina e L-NAME .

A pré-incubagdo de homogeneizado de hipocampos na presenga de
guanidino acetato inibiu a atividade da Na®,K'-ATPase, mas ndo alterou a
atividade da Mg®*-ATPase. No entanto, L-NAME e taurina foram capazes de
prevenir tal efeito.

Dessa forma, propdem-se que a inibicdo da atividade da Na*,K*-ATPase
pelo guanidino acetato seja um dos mecanismos envolvidos na disfungéo
neuronal observada em pacientes com deficiéncia de GAMT.



ABSTRACT

Guanidinoacetate methyltransferase deficiency (GAMT-deficiency) is an
inborn error of creatine methabolism characterized by muscular hypotonia,
involuntary extrapiramidal movements and epilepsy. The disease is
biochemically characterized by accumulation of guanidinoacetate and
deficiency of creatine and phosphocreatine in tissuesof affected patients.
However, the mechanisms underlying the neurological dysfunction of GAMT-
deficiency patients are not well undrestood.

Na® K" -ATPase plays a fundamental role in central nervous system and
is responsible for the maintenance of ionic gradient necessary for neuronal
excitability, consuming about 50% of the ATP generated in this tissue.

Acetylcholinesterase (AChE) is an important regulatory enzyme that
controls the transmission of nerve impulses across cholinergic synapses by
hydrolyzing the excitatory transmitter acetylcholine, playing a crucial role in
cognitive functions.

In order to better understand the physiopathological mechanisms of
GAMT-deficiency, in this work our objective was to investigate the in vitro effect
of guanidinoacetate on Na*,K* -ATPase, Mg?*-ATPase and AChE activities in
rat striatum. Besides, we studied the kinetics of inhibition of Na*,K'-ATPase
activity caused by guanidinoacetate. We also investigated the in vitro effect of
guanidinoacetate on Na*,K*-ATPase and Mg?*-ATPase activities in synaptic
plasma membranes and AChE activity in homogenates from hippocampus of
young rats.

Our results showed that guanidinoacetate did not alter Mg?*-ATPase and
AChE activities. However, Na',K'-ATPase activity was inhibited by
guanidinoacetate, and the inhibition was of the uncompetitive type. Our results
also showed a interaction between guanidinoacetate and argininic acid,
suggesting a common binding site for guanidino compounds on Na® K-
ATPase.

Results showed that GAA inhibited Na*,K*-ATPase activity, but did not
alter Mg?*-ATPase and AChE activities

Considering that guanidinoacetate and others guanidino compounds
induce free radicals formation and that Na*,K*-ATPase and AChE are inhibited
by free radicals, we investigated the effect of rat hippocampus homogenates
incubation in the presence of guanidinoacetate on the enzymes activities.
Besides, we evaluated the effect of glutathione (GSH), trolox, L-NAME and
taurine (Tau) on incubation of hippocampus homogenates in the presence and
absence of guanidinoacetate on Na*,K*-ATPase activity.

Our results showed that incubation of hippocampus homogenates with
guanidinoacetate inhibits Na*,K*-ATPase activity, but does not alter Mg**-
ATPase activitie. Besides, L-NAME and Tau prevented the inhibitory effect of
guanidinoacetate on this enzyme activity.

Our findings indicate that inhibiton of Na®,K'-ATPase activity by
guanidinoacetate may contribute to the neurological dysfunction characteristic
of GAMT-deficiency patients.
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1. INTRODUGAO

1.1. ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doengas causadas por genes
mutantes que geralmente resultam em proteinas anormais, mais
frequentemente enzimas. Os defeitos hereditarios podem se expressar como
uma perda total ou parcial da atividade enzimatica. Sem tratamento, esses
defeitos hereditarios quase sempre resultam em retardo mental ou outras
anormalidades do desenvolvimento, devido ao acumulo prejudicial de
metabdlitos ou falta de produtos essenciais.

O termo “erros inatos do metabolismo” foi sugerido por Sir Archibald
Garrod no inicio do século XX, e hoje é usado para designar cerca de 500
doencgas descritas em Scriver e colaboradores (2001), a maioria delas
envolvendo processos de sintese, degradacédo, transporte e armazenamento
de moléculas no organismo (BENSON e FENSON, 1985).

Embora individualmente raros, os EIM sao relativamente freqlentes em
seu conjunto, estimando-se que possa ocorrer até 1 caso em cada 1.000
recém-nascidos vivos (GIUGLIANI, 1988).

As manifestacbes clinicas dos EIM sado extremamente diversas,
enquanto alguns sao absolutamente assintomaticos, outros sao tao graves que
resultam em morte neonatal. No entanto, algumas manifestacbes clinicas
ocorrem com mais frequéncia nos EIM, tais como deficiéncias no

desenvolvimento, vOmitos, diarréia, letargia, coma, convulsdées, hipotonia,
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apnéia, hepatomegalia, odor anormal da urina ou na pele, atraso no
desenvolvimento psicomotor e neurodegeneragao (SCRIVER et al., 2001).

O diagnéstico deve ser rapido, ja que uma série de erros inatos
manifestam-se no periodo pré-natal. Atualmente séo realizados exames de
triagem ("triagem neonatal para EIM", ou o Teste do Pezinho) nos primeiros
dias de vida da crianca.

O tratamento é tanto mais bem sucedido quanto mais precoce € o
diagndstico e normalmente é feito utilizando estratégias terapéuticas isoladas
ou combinadas, da seguinte forma: limitando a entrada do precursor,
suplementando o metabdlito ausente ou a enzima deficiente, inibindo a
formacao da substancia acumulada ou controlando fatores desencadeantes.

Dentre os EIM conhecidos, os mais freqlentes sdo os de aminoacidos e
de acidos organicos. Destaca-se em nosso estudo a deficiéncia de guanidino

acetato metiltransferase (GAMT), um EIM dos acidos organicos.

1.2. ComMPOSTOS GUANIDINICOS E GUANIDINO ACETATO

Os compostos guanidinicos (CG) sao substancias que apresentam um
grupo guanidino em sua estrutura, HoN — C(=NH) — NH —, exercem um
importante papel bioldgico, incluindo a participacdo da arginina na sintese de
uréia (KREBS e HENSELEIT, 1932) e da creatina na contragcdo muscular
(EGGLETON e EGGLETON, 1927). At¢é o momento foram descritos
aproximadamente 120 CG, e destes, 27 ja foram isolados em animais

ureotélicos, sendo que a maioria desses compostos €& catabdlito direto ou
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indireto da arginina (MARESCAU et al., 1992). Os principais CG descritos e
encontrados em animais sao creatina, creatinina, homoarginina, metilguanidina,
acido B - guanidino propidnico, acido y - guanidino butirico, acido argininico,
acido guanidino etanossulfénico e acido guanidino acético (MARESCAU et al.,
1992).

O &acido guanidino acético ou guanidino acetato, € um CG sintetizado a
partir de arginina e glicina, pela enzima arginina - glicina amidino transferase
(AGAT). Essa enzima catalisa a primeira de duas reagdes que transferem o
grupo amidino para a glicina, para formar guanidino acetato (VON FIGURA et
al. 2001).

A guanidino acetato metiltransferase (GAMT) catalisa o segundo passo
da biossintese de creatina, transformando o guanidino acetato em creatina,
(Figura 1) principalmente no figado e pancreas. Apesar dos niveis
consideraveis de guanidino acetato e creatina nesses 6rgaos, esses contém
poucos niveis de creatina quinase, 0 que indica que essas substancias sao
transportadas para tecidos com alta demanda de energia e que apresentam
niveis de creatina quinase significativos, tais como musculo esquelético,
coragao e cérebro (SCHULZE et al.,, 1997). O transportador de creatina
pertence a familia dos transportadores sodio—dependentes de GABA,
dopamina, serotonina, glicina, prolina, catecolaminas e taurina (GUIMBAL e
KILIMANN, 1993). A expressao do transportador € regulada pela creatina. O
guanidino acetato esta presente no plasma de individuos normais em valores

que podem variar entre 0,8 e 5,0 uM (DE DEYN et al., 1986), enquanto que a

concentragao de creatina varia de 10 a 100 uM (MARESCAU et al., 1986).
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As baixas concentragdes de creatina e fosfocreatina e o acumulo de
guanidino acetato no cérebro, associados aos sintomas caracteristicos,
sugerem uma alteracdo na biossintese de creatina, principalmente na

deficiéncia da GAMT (VON FIGURA et al., 2001).

1.3. DEFICIENCIA DE GUANIDINO ACETATO METILTRANSFERASE

(DEFICIENCIA DE GAMT) [E.C. 2.1.1.2]

1.3.1.HISTORICO E CONCEITO

A creatina foi descrita pela primeira vez por Chevreul em 1835 e von
Liebig em 1847, porém a sua sintese e metabolismo sé foram elucidados em
um periodo de mais de 100 anos. Sabe-se hoje da extrema importéncia desse
metabdlito no organismo, tendo como principais fungbes a formagédo de
fosfocreatina no musculo e cérebro. Essa substancia atua como reservatorio de
fosfatos, os quais podem ser doados para formar ATP (STRYER, 1996). As
concentragdes de creatina e creatinina no plasma e na urina tém sido usadas
como marcadores de doengas, principalmente renais (STOCKLER et al., 1994).
A descoberta do primeiro EIM da sintese da creatina (a deficiéncia de GAMT)
ocorreu em 1994 apds observacdes de niveis extremamente baixos desse
metabolito na urina dos pacientes (STOCKLER et al., 1994).

O primeiro caso relatado de deficiéncia de GAMT foi de uma paciente
que nasceu apdés uma gestacdo normal, com tamanho, peso e

desenvolvimento neonatal normais. Nas 5 semanas seguintes, o paciente
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comegou a apresentar hipotonia e, com o passar das semanas, o quadro
evoluiu para um atraso de desenvolvimento global, incluindo retardo mental,
movimentos irregulares dos olhos, hipotonia e fraqueza muscular (STOCKLER
et al., 1994). As investigagdes bioquimicas revelaram hipoamonemia,
hiperornitinemia e excregdo wurinaria de acidos organicos, como O
metilglutarénico e metilmalénico. Investigacbes por ressonancia magnética no
cérebro desse paciente mostraram auséncia de pico de creatina e um elevado
pico de guanidino acetato. A combinacao de altos niveis de guanidino acetato e
deficiéncia de creatina sugeriram um bloqueio na sintese de creatina e na
enzima que converte guanidino acetato em creatina (VON FIGURA et al., 2001)

Dessa forma, a doencga foi descoberta como sendo um EIM de acidos
organicos, causada pela deficiéncia da enzima guanidino acetato
metiltransferase (GAMT). O bloqueio desta rota metabdlica provoca acumulo
de guanidino acetato e diminuigdo nas concentracbes de creatina e
fosfocreatina. Como a doenca foi descrita recentemente, sua freqliéncia ainda
nao é conhecida. A heranga é do tipo autossémica recessiva (VON FIGURA et
al., 2001).

A alteragdo da GAMT ocorre devido a um defeito molecular presente em
dois alelos deficientes codificadores da GAMT. Inicialmente foram encontrados
substituicdes em bases no nucleotidio 327 (substituindo G por A) e, em outro
caso, uma insergéo de 13 pares de bases na posi¢éo 309 (STOCKLER et al.,
1994).

Mutacgbes patoldgicas foram descritas em duas criangas com sinais e
sintomas sugestivos da doenga. A regido telomérica do cromossomo 19

humano foi identificada como sendo a regido carreadora do gene da GAMT.
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Este gene codificador foi identificado como 19p13.3, com aproximadamente 5

Kb e 6 exons (JENNE et al., 1997; CHAE et al., 1998).

L-ARGININA GLICINA

AGAT

UREIA
L-ORNITINA GUANIDINO ACETATO

S-ADENOSIL-L-METIONINA
}( GAMT
S-ADENOSIL-L-HOMOCISTEINA

Y
FOSFOCREATINA = CREATINA

i

CREATININA

FIGURA 1. Metabolismo do guanidino acetato e deficiéncia
da enzima guanidino acetato metiltransferase.
(adaptado de Zugno et al., 2003)

AGAT - arginina-glicina amidino transferase;

GAMT - guanidino acetato metiltransferase

1.3.2.FISIOPATOLOGIA

O papel do guanidino acetato sobre as alteragbes do sistema nervoso
central é incerto e ndo se sabe ainda quais as verdadeiras causas da doenca.
No entanto, as manifestacbes neurolégicas encontradas nos pacientes

associadas ao acumulo dessa substancia no cérebro, sugerem uma agao
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neurotdxica (SCHULZE et al., 2001). Além disso, a creatina também parece ter
importancia significativa, principalmente nos sintomas musculares (SCHULZE
et al., 1997). Muitos estudos estdo sendo feitos na tentativa de elucidar os
mecanismos envolvidos na disfuncao cerebral da deficiéncia de GAMT.

O potencial neurotéxico de muitos CG foi estudado e sugere-se uma
possivel interagdo dos mesmos com receptores GABAa (DE DEYN et al., 1991;
D’HOOGE et al.,, 1999). Mais recentemente, Neu e colaboradores (2002)
mostraram que o guanidino acetato também atua nesses receptores como
agonista, sugerindo um possivel mecanismo de indugao de disfungéo neuronal
em pacientes com deficiéncia de GAMT. A estimulagdo prolongada desses
receptores pode causar uma desestabilizagdo dos mesmos e aumentar a
excitabilidade neuronal (NEU et al.,, 2002). Além disso, propriedades
epileptogénicas do guanidino acetato foram recentemente demonstradas por
Schulze e colaboradores (2001).

Acredita-se também que o estresse oxidativo possa estar envolvido na
fisiopatologia desta doenga. Mori e colaboradores (1996) mostraram que
alguns CG, entre eles o guanidino acetato, foram capazes de gerar o radical
OH® em solugdo aquosa. Além disso, o oxido nitrico parece ser produzido por
muitos CG, ja que o guanidino succinato parece agir como um precursor da
sintese de 6xido nitrico, além da propria arginina, que € o substrato da enzima
oxido nitrico sintase (RICHARD et al., 1994). O excesso na produg¢ao de 6xido
nitrico pode ser prejudicial, pois esse composto conjuga-se com O anion
superoéxido e forma peroxinitrito, um poderoso agente oxidante (BECKMAN et

al., 1990). Nesse contexto, vem sendo proposto que o guanidino acetato pode
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estar envolvido na neuropatologia da deficiéncia de GAMT (VON FIGURA et

al., 2001).

1.3.3.DIAGNOSTICO

Os achados laboratoriais e as manifestagdes clinicas da deficiéncia de
GAMT séao heterogéneas. Os valores das concentragcdes plasmatica, urinaria e
liquoricas de guanidino acetato em pacientes normais e portadores da

deficiéncia estdo demonstrados na tabela 1 (VON FIGURA et al., 2001).

Tabela 1 — Concentragbes de guanidino acetato no plasma e na urina de individuos
normais e afetados pela deficiéncia de GAMT (STOCKLER et al., 1997; LEUZZI et al.,
2000; VON FIGURA et al. 2001; NEU et al., 2002).

Plasma (uM) Urina (uM) Liquor (uM)
Individuos 0,83 -1,1 65— 430 0,05-0,08
Normais
Deficiéncia de 10 -30 2.220 - 4.000 10,6 — 12,7
GAMT

As principais manifestagbes clinicas sdo atraso no desenvolvimento,
hipotonia, dicinesia, retardo mental, movimentos involuntarios extrapiramidais e
epilepsia (SCHULZE et al., 1997; VON FIGURA et al., 2001).

O diagndstico é feito durante os primeiros meses de vida, de acordo com

a suspeita clinica, observando-se os sinais e sintomas caracteristicos da
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doencga. Anormalidades identificadas pela ressonancia magnética no globo

palido parecem ser uma caracteristica importante (VON FIGURA et al., 2001).

1.3.4. TRATAMENTO

A deplecao de creatina também parece ser de extrema importancia na
fisiopatologia da deficiéncia de GAMT. Essa substéncia € fundamental para o
cérebro, sendo que sua concentragdo € de 2 a 3 vezes maior que a
concentragdo de ATP (VON FIGURA et al., 2001). Na deficiéncia de GAMT, a
baixa concentragdo de creatina parece estar intimamente ligada a sintomas
como fraqueza muscular e hipotonia, ja que a suplementagdo de creatina como
adjunto no tratamento, ameniza essas alteragdes porém, o mesmo nao ocorre
na disfungéo neuroldgica encontrada (STOCKLER et al., 1996).

Os niveis de creatina e creatinina em pacientes com a deficiéncia de
GAMT estdo muito abaixo dos niveis normais encontrados no sangue e na
urina de individus normais. A deteccao de niveis elevados de guanidino acetato
na urina € uma alteragdo bioquimica especifica da deficiéncia de GAMT
(SCHULZE et al., 1997). Os métodos de determinagao desses compostos séo
cromatografia, colorimetria e ressonancia magnética (WEVERS et al., 1995;
SCHULZE et al., 1996; HUNNEMAN e HANEFEL, 1997; SHIROKANE et al.,
1991). A confirmagdao do diagndstico é realizada pela determinacdo da
atividade da GAMT e pelo rastreamento genético (VON FIGURA et al., 2001).

A suplementagdo alimentar de creatina tem sido utilizada e corrige

parcialmente a deficiéncia desse composto no cérebro, além de normalizar a
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excregao urinaria de creatinina. No entanto, os niveis plasmaticos de guanidino
acetato permanecem altos, sugerindo que a suplementagdo com creatina néo é
suficiente para diminuir o acumulo desse acido organico (VON FIGURA et al.,
2001).

O acumulo de guanidino acetato parece estar relacionado com os
sintomas neurologicos da deficiéncia de GAMT, tais como convulsdo e
epilepsia. Dessa forma, Schulze e colaboradores (2001) desenvolveram um
novo tratamento, na tentativa de reduzir os niveis de guanidino acetato nos
fluidos dos pacientes através da restricdo de arginina e de ornitina na dieta.
Essa terapia obteve sucesso, pois reduziu significativamente os niveis de
guanidino acetato no plasma e na urina, além de diminuir a epilepsia. Isso
sugere que o guanidino acetato € um agente epileptogénico em humanos

mostrando a gravidade desse acumulo no SNC.

1.4. Na',K'-ATPase [EC 3.6.1.37]

Na década de 30, achava-se que a membrana celular era impermeavel ao
sodio. No entanto, Hevesy, em 1938, utilizando isétopos radioativos de sodio e
potassio, demonstrou a permeabilidade da membrana a esses ions (SKOU e
ESMANN, 1992). A idéia da existéncia de uma bomba de sddio-potassio na
membrana surgiu em 1941, por Dean, através de experimentos realizados por
Heppel e Schmidt (1938), Heppel (1939), e Steinbach (1940) (citados por

SKOU e ESMANN, 1992).
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Em 1957, Skou sugeriu uma proteina de membrana com propriedades
cataliticas (uma ATPase) capaz de realizar o transporte ativo de sdédio e
potassio contra seus gradientes de concentracao, utilizando o ATP como fonte
de energia (SKOU, 1957). Com essa descoberta, Jean C. Skou, em 1997,
recebeu o Prémio Nobel de Quimica.

A Na’ K*-ATPase, também conhecida como bomba de sddio-potassio, é
uma enzima que catalisa o transporte ativo de sédio e potassio através da
membrana celular. Esse transporte € de grande importancia ja que mais de um
terco do ATP consumido é utilizado para bombear tais ions (STRYER, 1996).

A Na’,K'-ATPase mantém niveis intracelulares elevados de potassio e
baixos de sddio, através da translocacdo desses ions contra seus gradientes
de concentragcdo. A enzima transporta trés ions sédio para fora e dois ions
potassio pra dentro da célula, utilizando um ATP como for¢ga-motriz (BLANCO e
MERCER, 1998). A Na',K'-ATPase esta presente em praticamente todas as
células, incluindo o cérebro e os musculos esquelético e cardiaco.

A Na’,K'-ATPase ¢ constituida de duas subunidades, o e B, que formam
um tetramero. A subunidade o ¢é formada de aproximadamente 1012
aminoacidos, com massa aproximada de 112 kDa (SKOU e ESMANN, 1992).
Ja foram descritas quatro isoformas da subunidade o, a4, a2, a3 € o4, que
atuam em diferentes tecidos, sendo a a3 encontrada no cérebro (BLANCO e
MERCER, 1998; BLANCO et al.,2000). Nessa subunidade encontram-se os
sitios de ligacdo de ATP, ions e ouabaina, e ela & responsavel pelas
propriedades cataliticas e de transporte da enzima (BLANCO e MERCER,

1998).
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A subunidade 3 é constituida de aproximadamente 300 aminoacidos com
massa molecular de 55 kDa. Ja foram descritas quatro isoformas, B1, B2, B3 € Ba
(SKOU e ESMANN, 1992; KAPLAN, 2002). Essa subunidade parece estar
intimamente ligada a estrutura, ja que a subunidade o perde sua atividade ao
ser separada da subunidade B. Além disso, ela esta ligada a afinidade dos ions
pela enzima (SKOU e ESMANN, 1992; BLANCO e MERCER, 1998).

Além dessas subunidades, foi descrita uma terceira: a subunidade 7. E
uma proteina pequena com cerca de 12 kDa de massa molecular, que ainda
nao tem sua fungdo esclarecida (BLANCO e MERCER, 1998). Embora essa
subunidade ndo seja essencial para a fungdo da enzima, ela modula a

atividade da Na*,K*-ATPase, principalmente no rim (THERIEN et al., 1997).
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Figura 2. Estrutura da Na*,K*-ATPase. (Solomon et al., 1993)

O mecanismo de reagdo da Na* K*-ATPase se da inicialmente pela ligagéo
de trés ions sodio na porgcao intracelular da enzima, quando ocorre uma

mudanga conformacional da enzima que é fosforilada. Os sitios de ligagcao de
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sédio ficam expostos ao meio extracelular e sao liberados (GLYNN, 1993).
Apbés o bombeamento dos trés ions sédio para fora da célula, dois ions
potassio ligam-se em sitios especificos da enzima e o fosfato é liberado
mudando novamente a conformagao e liberando o potassio ligado para o meio
intracelular. A Na* K*-ATPase apresenta duas formas conformacionais: uma
desfosforilada, com alta afinidade pelo sddio e baixa pelo potassio e outra
fosforilada, com alta afinidade pelo potassio e baixa por sddio (GLYNN, 1993;

LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; KAPLAN, 2002).
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Figura 3. Mecanismo de agdo da Na*,K*-ATPase. (Solomon et al., 1993)

As fungdes neuronais, responsaveis por geragao, transmissao e

propagacado do impulso nervoso dependem da atividade do neurbnio e esta
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esta intimamente ligada aos ions e seus potenciais de acido através da
membrana (ERECINSKA e DAGANI, 1990). Dessa forma, a Na*,K'-ATPase
desempenha um papel fundamental no sistema nervoso central (SNC), sendo
responsavel pela manutengcdo dos gradientes iGnicos e pela propagacédo do
impulso nervoso (GLYNN, 1993), consumindo cerca de 50% do ATP formado
no cérebro (LEES, 1991).

Considerando a importancia da enzima para o funcionamento normal do
organismo e do SNC, e seu papel fundamental na manutengcdo do gradiente
elétrico da membrana celular, a inibicdo da Na*,K*-ATPase tem sido associada
a diversas neuropatologias, como a isquemia cerebral (WYSE et al., 2000b),
epilepsia (GRISAR, 1984), crises convulsivas (RENKAWEK et al., 1992) e
doenca de Alzheimer (HATTORI et al., 1998).

Estudos tém mostrado que inibidores da Na®,K'-ATPase, como a
ouabaina, podem provocar morte neuronal em hipocampo de ratos (LEES et
al., 1990). Além disso, estudos realizados em nosso laboratério mostram que
metabolitos acumulados em alguns EIM inibem a atividade da Na*,K*-ATPase
em cérebro de ratos. Alguns aminoacidos, tais como fenilalanina (WYSE et al.,
1995; WYSE et al., 1999), prolina (PONTES et al., 1999), arginina, (REIS et al.,
2002) e homocisteina (STRECK et al., 2002a; STRECK et al., 2002b) inibiram a
atividade dessa enzima em cérebro de ratos in vitro e in vivo. Além desses
aminoacidos, algumas substadncias como o acido metilmalénico, &cido
propidnico (WYSE et al., 1998a, WYSE et al., 2000a) e alguns CG, os quais
estdo acumulados na hiperargininemia, também inibem a atividade da Na* K-

ATPase (SILVA et al., 1999).
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A Na® K*-ATPase é inibida pela acéo de radicais livres (LEES, 1993). Sato
e colaboradores (1995) mostraram essa enzima € inibida pelo 6xido nitrico em
cérebro de porcos. Além disso, dados da literatura demonstram que a inibigao
da Na',K'-ATPase induzida por radicais livres é prevenida pela adicdo de
antioxidantes tais como L-cisteina, glutationa e o-tocoferol (KURELLA et al.,

1999; TSAKIRIS et al., 2000).

1.5. ACETILCOLINESTERASE [E.C. 3.1.1.7]

A acetilcolina (ACh) foi inicialmente descrita por Hunt em 1907, como um
mediador da funcao celular e em 1914, Dale mostrou que a ACh estimulava o
nervo parassimpatico. A partir deste ponto, foi descrito, purificado e
determinado o receptor nicotinico, sendo que hoje ja foram descritos muitos
subtipos desse receptor, além da estrutura das colinesterases e
transportadores (citado por TAYLOR e BROWN, 1994). Sabe-se também que
além da agao neurotransmissora, a ACh possui também uma funcao
moduladora, pois regula a acado de outros neurotransmissores no SNC
(TAYLOR e BROWN, 1994).

A ACh € um neurotransmissor excitatério que atua na jungao
neuromuscular de neurénios pds-sinapticos e musculos esqueléticos (NELSON
e COX, 2000). Esse neurotransmissor ativa rapidamente o seu receptor, que se
abre em resposta a um aumento repentino da ACh na fenda. Ela € armazenada
em vesiculas no neurdnio pré-sinaptico e, com a despolarizagcido, a vesicula

migra e libera a ACh para a fenda sinaptica, onde liga-se a receptores
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muscarinicos localizados na membrana pré e poés-sinaptica (SOREQ e
SEIDMAN, 2001). Além disso, na fenda ainda situa-se a acetilcolinesterase,
enzima que hidrolisa a ACh em colina e acetato, permitindo a transmissao de

potenciais de acao de alta frequéncia nas sinapses (STRYER, 1996).
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Figura 4. Estrutura da acetilcolinesterase. (Adaptado de Soreq e Seidman, 2001)

A AChE, enzima mais importante das colinesterases, € uma serina
hidrolase que catalisa a hidrdlise da ACh inativando-a e regulando a
concentracdo do neurotransmissor na fenda sinaptica. Essa enzima contém
uma unidade catalitica conhecida por triade, composta por serina, histidina e
glutamato, que se localiza no interior da enzima (SOREQ e SEIDMAN, 2001). A

AChE apresenta duas formas moleculares: forma assimétrica, localizada na
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jungao neuromuscular e a forma globular, existente como monémeros, dimeros
ou tetrameros cataliticos e localizam-se no SNC (TALESA, 2001).

A ACh é responsavel por varias fungdes por todo o organismo, dentre os
quais, destacam-se: vasodilatacao (pela liberacdo de 6xido nitrico), contracéo e
miose, secregao salivar, bradicardia e no controle da transmissao de impulsos
nervosos através de sinapses colinérgicas (TAYLOR e BROWN, 1994;
MILATOVIC e DETTBARN, 1996).

A inibicdo da AChE tem sido amplamente estudada ja que, clinicamente,
uma moderada inibicdo dessa enzima representa um tratamento efetivo em
varias doencgas tais como a doenga de Alzheimer e a miastenia gravis (SOREQ
e SEIDMAN, 2001). Por outro lado, sabe-se que a inibicado dessa enzima pode
ser fatal, ja que alguns inibidores sdo extremamente toxicos para as células tais
como, o veneno de cobra e pesticidas como o paration e malation (SHEN et al.,
2002).

Inumeros estudos tem sido realizados a fim de esclarecer mecanismos
de inibicdo e a sua importancia clinica. Dessa forma, Taylor e Brown (1994)
mostraram que a inibicdo da AChE causa paralisia. Além disso, Olney e
colaboradores (1986) mostraram que a inibicdo dessa enzima pode causar
também hiperatividade, convulsées e epilepsia. Além disso, a AChE esta
inibida em modelos experimentais de isquemia cerebral e doenga de Alzheimer
(SCHETINGER et al., 1999; TALESA, 2001). Dados na literatura também
mostram que os radicais livres (TSAKIRIS et al.,, 2000) e alguns
antidepressivos também inibem a AChE (MULLER et al., 2002).

Estudos em nosso laboratério mostraram que a prolina e a arginina,

metabdlitos acumulados na hiperprolinemia tipo Il e na hiperargininemia (EIM)
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reduziram a atividade da AChE em cértex cerebral de ratos (DELWING et al.,
2003; WYSE et al., 2003). Ja foi demonstrado também que a metilguanidina,
um CG, inibe a atividade da AChE em cérebro de ratos (MATSUMOTO et

al., 1977).
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2. OBJETIVOS

Com a finalidade de compreender melhor os mecanismos da deficiéncia
de GAMT, e considerando os danos neuroldgicos encontrados na doenga, bem
como a importancia do estriado devido as alteragées nos ganglios da base e do
hipocampo devido ao retardo metal observado nos pacientes com essa

deficiéncia os objetivos desse trabalho foram:

1. Investigar o efeito in vifro do guanidino acetato sobre a atividade da
Na* K" -ATPase e da Mg**-ATPase em membrana plasmatica sinaptica
em estriado de ratos.

2. Verificar o efeito in vitro do guanidino acetato sobre a atividade da AChE
em homogeneizado de estriado de ratos.

3. Estudar o mecanismo de inibicdo da atividade da Na’,K' -ATPase
causada pelo guanidino acetato em estriado de ratos.

4. Estudar a interagdo entre guanidino acetato e o acido argininico (AA)
sobre a atividade da Na* K" -ATPase em estriado de ratos.

5. Investigar o efeito do guanidino acetato in vitro sobre a atividade da
Na® K" -ATPase e AChE em hipocampo de ratos.

6. Investigar o papel dos antioxidantes glutationa (GSH), trolox, N®-nitro-L-
arginina metilester (L-NAME) e da taurina sobre a inibigdo da atividade
da Na',K'-ATPase causada pelo guanidino acetato em hipocampo de

ratos.
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3. RESULTADOS

Artigo 1

Inhibition of Na*,K*-ATPase activity in rat striatum by guanidinoacetate

Alexandra I. Zugno, Francieli M. Stefanello, Emilio L. Streck, Thiago Calcagnotto, Clévis M. D.
Wannmacher, Moacir Wajner and Angela T. S. Wyse.

International Journal of Developmental Neuroscience. 2003 Jun; 21(4):183-189.
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Artigo 2

Taurine and L-NAME prevent the inhibition of hippocampal Na*,K*-ATPase

activity caused by guanidinoacetate

Alexandra |. Zugno, Renata Franzon, Fabria Chiarani, Caren S. Bavaresco, Clovis M. D.

Wannmacher, Moacir Wajner and Angela T.S. Wyse.

Artigo submetido para a revista Neurochemical Research
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4. DISCUSSAO

A deficiéncia de GAMT € uma doenca autossdmica recessiva do
metabolismo da creatina (STOCKLER et al., 1994; VON FIGURA et al., 2001) e
se caracteriza bioquimicamente pela diminuicdo de creatina e pelo acumulo de
guanidino acetato nos tecidos dos pacientes afetados (SCHULZE et al., 1997).
Essa doenca manifesta-se nos primeiros meses de vida, e os sintomas
principais sédo retardo mental e epilepsia. Os sintomas neuroldgicos incluem
movimentos involuntarios extrapiramidais, provavelmente causado pelas lesées
nos ganglios da base (VON FIGURA et al., 2001).

Embora se saiba pouco sobre os mecanismos fisiopatolégicos
responsaveis pelos danos neurolégicos da deficiéncia de GAMT, sabe-se que a
reducdo nos niveis cerebrais de creatina contribui para tais disfungées (MORI
et al.,1996; MALCON et al., 2000). A importancia dessa redugéo € evidenciada
por relatos que mostram que a suplementacéo oral de creatina em pacientes
portadores da deficiéncia de GAMT aumenta os niveis de creatina e
fosfocreatina no cérebro, apresentando efeitos benéficos sobre as
manifestacdes clinicas como, por exemplo, atraso no desenvolvimento,
fraqueza muscular e hipotonia. Por outro lado, a suplementagdo de creatina
nao provoca melhora das crises epiléticas apresentada pelos pacientes
(STOCKLER et al., 1996). Portanto, considerando que nos pacientes com
deficiéncia de GAMT ocorre diminuicado dos niveis de creatina e aumento de
guanidino acetato, seu precursor imediato, e que a suplementagao oral com
creatina nao foi capaz de diminuir as alteragdes neuroldgicas, sugere-se que 0s

danos neurolégicos sejam causados pelo acumulo de guanidino acetato.
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Estudos da literatura mostram que o acumulo de guanidino acetato
provoca danos ao SNC, ja que o mesmo é capaz de produzir espécies reativas
de oxigénio (MORI et al., 1996). Além disso, o guanidino acetato é considerado
um potente agente epileptogénico (SCHULZE et al., 2001). Essas observacgdes
concordam com o possivel papel deste composto nas disfungdes neuroldgicas
encontradas da deficiéncia de GAMT (SCHULZE et al., 1997; SCHULZE et al.,
2001).

Uma das enzimas estudadas neste trabalho foi a Na*,K*-ATPase, uma
enzima que desempenha um papel fundamental no SNC, mantendo os niveis
iGbnicos cerebrais necessarios para a excitabilidade neuronal, além de regular o
volume e o pH intracelulares (GEERING, 1990). A Na* ,K*-ATPase consome de
40 a 60% do ATP formado no cérebro (ERECINSKA e SILVER, 1994).

Foi demonstrado que a inibicdo da atividade da Na®',K'-ATPase esta
relacionada com a disfungdo neuroldgica (LEES, 1991). Além disso, sabe-se
que a enzima esta inibida durante as crises convulsivas (RENKAWEK et al.,
1992), na epilepsia (GRISAR et al., 1992), na doenga de Alzheimer (LIGURI et
al., 1990; HATTORI et al., 1998) e na isquemia cerebral (WYSE et al., 2000b).
Estudos realizados em nosso laboratério mostram que a atividade dessa
enzima esta diminuida em alguns modelos de EIM (WYSE et al., 1998a; WYSE
et al., 2000a; PONTES et al., 2001; STRECK et al., 2002a).

A AChE é uma importante enzima regulatéria que controla a transmissao
de impulsos nervosos através de sinapses colinérgicas pela hidrélise da
acetilcolina (MILATOVIC e DETTBARN, 1996; SCHETINGER et al., 2000), e

apresenta um papel fundamental na cognicdo (EVERITT e ROBBINS, 1997).
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Dados da literatura mostram a importancia do sistema colinérgico em
doencas neurodegenerativas. Na doenga de Alzheimer, por exemplo, ocorre
uma diminuicdo da atividade da AChE cerebral devido a mudangas na
distribuicdo da enzima no cérebro e que dificultam a transmissao sinaptica
(TALESA, 2001). Além disso, farmacos antidepressivos e metilguanidina inibem
a atividade dessa enzima (MATSUMOTO et al., 1977; MULLER et al., 2002).
Estudos recentes em nosso laboratério mostraram que ratos submetidos ao
modelo experimental agudo de hiperprolinemia e de hiperargininemia
apresentam um decréscimo na atividade da AChE (DELWING et al., 2003;
WYSE et al., 2003).

Considerando a importancia da Na® K'-ATPase e da AChE para o
funcionamento normal do SNC e que os pacientes com deficiéncia de GAMT
apresentam disfungao neurolégicas importantes, como o retardo mental, neste
trabalho investigou-se o efeito in vitro do guanidino acetato sobre as atividades
dessas enzimas em estriado de ratos.

O estriado foi utilizado devido as lesbées nos ganglios da base
encontradas na deficiéncia de GAMT (VON FIGURA et al., 2001). Nossos
resultados mostraram que o guanidino acetato inibe significativamente a
atividade da Na®,K*-ATPase (43%), com inibigdo maxima na concentragéo de
10 mM. Além disso, verificou-se que o guanidino acetato n&o altera as
atividades da Mg*-ATPase (ATPases insensiveis & ouabaina) e AChE,
sugerindo um efeito especifico desse composto sobre a Na* K*-ATPase.

Considerando que trabalhos prévios realizados em nosso laboratério
mostram que o CG &cido argininico, inibe a atividade da Na*,K'-ATPase em

cérebro de ratos (SILVA et al., 1999), decidimos investigar a interacédo entre os
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CG guanidino acetato e acido argininico. Primeiramente, verificamos o efeito de
diferentes concentragcdes do &cido argininico sobre a atividade da Na® K'-
ATPase em membrana de estriado de ratos. Os resultados mostraram que o
acido argininico inibiu a atividade da Na',K'-ATPase (57%) em estriado de
ratos com uma inibicdo maxima na concentracédo de 5 mM e nao alterou a
atividade da Mg**-ATPase.

Posteriormente, foi realizado o estudo de interacdo entre esses dois
compostos. O modelo proposto por Chevillard e colaboradores (1993) foi
utilizado para verificar essa interacdo. Esse modelo é feito variando as
concentracdes dos dois compostos escolhidos, sendo que uma é crescente e
outra decrescente. As concentracdes testadas de cada composto foram
escolhidas de acordo com a porcentagem de inibigdo, que deve ser semelhante
(3,0 mM para os dois compostos, com uma inibicao de aproximadamente 30%).
Um grafico mostrando uma reta indica que as substancias atuam no mesmo
sitio de ligagdo da enzima. O guadinido acetato e o &cido argininico
apresentaram este perfil mostrando que inibem a enzima provavelmente no
mesmo sitio, sugerindo um mecanismo de ac¢ao similar. Esses resultados
concordam com achados prévios de nosso laboratério que mostram que outros
CG, os quais estdo aumentados na hiperargininemia, tais como &acido
argininico, homoarginina, N-acetilarginina, inibem a atividade da Na' K'-
ATPase em membrana plasmatica sinaptica de coértex de ratos atuando no
mesmo sitio da enzima (SILVA et al., 1999).

Nesse trabalho também foi realizado um estudo cinético da inibicdo do
guanidino acetato sobre a atividade da Na’,K'-ATPase, a fim de melhor

compreender o mecanismo de inibicdo desse composto. Nossos resultados
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mostraram que o guanidino acetato inibe a atividade da enzima de uma forma
acompetitiva com o ATP. O valor de K,, aparente (constante de Michaelis-
Menten) e a Vpax (velocidade maxima) foram de 0,20 mM e 0,82 mmol de Pi
liberado por minuto por miligrama de proteina, mostrando que esses valores
diminuiram com o aumento da concentracdo de guanidino acetato e
representando assim, a inibigdo. O valor de K; (constante de inibigdo) obtido foi
de 7.18 mM.

Evidéncias na literatura sugerem que alteragdes na atividade da Na*,K*-
ATPase podem ser responsaveis por mecanismos de toxicidade em neurbnios
(LEES, 1993). Nesse contexto, foi demonstrado que administracbes de
ouabaina, um inibidor especifico da Na',K'-ATPase de 0,1 nM produzem
necrose celular e infarto (LEES et al., 1990). Estudos também mostram que
doses de ouabaina variando de 0,05 a 0,5 uM inibem em até 30% a atividade
da Na',K'-ATPase (SWEADNER, 1979), provocando um aumento da
recaptagédo do sédio e calcio livre (SATOH e NAKAZATO, 1992). Previamente,
estudos realizados no nosso laboratério demonstraram que uma diminuigcio
significante da atividade da Na* K'-ATPase é provocada por inimeros
metabdlitos acumulados em EIM, como por exemplo fenilalanina, acido
propidnico, acido metilmalénico, prolina, homocisteina e acido glutarico (WYSE
et al.,, 1995; WYSE et al., 1998a; WYSE et al., 1998b; PONTES et al., 1999;
WYSE et al., 2000a; PONTES et al., 2001; KOLKER et al., 2002; STRECK et
al., 2002b).

Relatos da literatura mostraram que as lesdes encontradas apds crises
epiléticas, isquemia cerebral, hipoglicemia e traumas, alteram a atividade da

Na® K'-ATPase. Tais alteracdes podem ser a possivel explicacdo para o
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aumento do glutamato e respectivos agonistas (BEN-ARI, 1985; CHOI e
ROTHMAN, 1990). De acordo com esses achados, estudos mostram que a
inibicdo da atividade da Na' K'-ATPase pode levar & morte celular por
mecanismos dependentes de excitotoxinas endoégenas, como o glutamato
(COUSIN et al.,, 1995; LEES e LEONG, 1995). Considerando estudos em
nosso laboratorio demonstrando a inibicdo na atividade da Na*,K*-ATPase por
CG, bem como os achados de outros pesquisadores sugerindo o guanidino
acetato um importante agente epileptogénico, (SCHULZE et al.,, 2001), é
possivel considerar o efeito neurotdxico do guanidino acetato sobre a atividade
da Na*,K*-ATPase como um possivel mecanismo, causando excitotoxicidade.

Dados da literatura mostram que a metilguanidina e outros CG induzem
convulsées (MATSUMOTO et al., 1976) e sdo capazes de inibir as atividades
da AChE e Na' K'-ATPase (MATSUMOTO et al., 1976; MATSUMOTO et al.,
1977). De acordo com esses resultados, foi também testado o efeito in vitro do
guanidino acetato sobre a atividade da AChE em homogeneizado de ratos. Os
resultados mostraram que esse composto ndo altera a atividade dessa enzima
em nenhuma das concentracdes testadas.

Em uma segunda parte do nosso estudo, foram investigadas efeitos de
diferentes concentragdes de guanidino acetato similares aquelas encontradas
nos pacientes com deficiéncia de GAMT, sobre as atividades das ATPases e
da AChE em hipocampo de ratos jovens. O hipocampo foi utilizado devido a
importancia desta estrutura para a memoéria e aprendizado e pelo fato de
pacientes com a deficiéncia de GAMT apresentarem retardo mental. Da mesma
forma, como na primeira parte do trabalho, o guanidino acetato provocou uma

inibicdo significativa (40%), na concentracdo mais alta, sobre a atividade da
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Na®,K*-ATPase em hipocampo de ratos in vitro. Por outro lado, esse composto
n3o alterou a atividade da Mg?*-ATPase, sugerindo um efeito especifico sobre
a Na* K'-ATPase.

Considerando que a Na* ,K*-ATPase ¢ inibida por radicais livres (LEES,
1993), lipoperoxidagao (MISHRA et al., 1989; VIANNI et al., 1991), 6xido nitrico
(SATO et al., 1995), que os grupos SH das proteinas sao sensiveis ao estresse
oxidativo (YUFU et al., 1993), e que evidéncias na literatura mostram que o
guanidino acetato e outros CG aumentam a producgéo de espécies reativas de
oxigénio (MORI et al., 1996), decidimos verificar o efeito da pré-incubagao de
homogeneizados de hipocampo de ratos com o guanidino acetato na presenca
ou auséncia dos antioxidantes, tais como o trolox (um agente protetor da
lipoperoxidagao), GSH (agente protetor de grupos SH), L-NAME (inibidor da
oxido nitrico sintase) e taurina (um antioxidante e estabilizador de membrana),
com o objetivo de investigar se a inibicdo da Na',K-ATPase causada por
guanidino acetato seria por producéo de radicais livres.

Verificou-se que a incubagdo de homogeneizados de hipocampo com
guanidino acetato inibiu a atividade da Na*,K*-ATPase (25%) e ndo alterou a
atividade da Mg?*-ATPase. Também foi verificado que o trolox, GSH, L-NAME
e taurina per se ndo alteraram a atividade da Na* ,K*-ATPase. Por outro lado, a
taurina e o L-NAME, mas nao o trolox e o GSH, foram capazes de prevenir o
efeito inibitério causado pelo guanidino acetato sobre a atividade da enzima.

Assim como a Na*,K*-ATPase, a inibicdo da AChE também é associada
a neurotoxicidade. Estudos mostram que essa enzima também é inibida por

radicais livres (TSAKIRIS et al., 2000). Dessa forma, a atividade da AChE
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também foi analisada e, assim como no primeiro estudo, nao houve alteragao
na atividade da enzima.

Também foi testado o efeito in vitro do guanidino acetato sobre o TBARS
em hipocampo de ratos a fim de verificar se o efeito inibitério desse composto
sobre a atividade da Na*,K*-ATPase estaria relacionado com a lipoperoxidagéo
da membrana, baseado no fato de que o guanidino acetato aumenta a
producao de espécies reativas de oxigénio. Nossos resultados mostraram que
0 guanidino acetato nao altera a produgdo de TBARS, indicando que o
composto ndo induz a lipoperoxidacdo. Esses achados concordam com os
nossos resultados mostrando que o trolox nao previne o efeito inibitério do
guanidino acetato sobre a atividade da Na*,K*-ATPase.

O mecanismo de inibicdo da Na*,K'-ATPase causado pelo guanidino
acetato ndo estda completamente elucidado. No entanto, nossos resultados
mostraram que o L-NAME e a taurina, que inibem a oxido nitrico sintase
(MARCINKIEWICZ et al., 1995; QI et al., 1995), previnem o efeito inibitério
sobre a Na’,K'-ATPase causado pelo guanidino acetato, sugerindo o
envolvimento do oxido nitrico na inibicdo da enzima. Tal efeito pode ser
mediado por uma excessiva estimulagdo de receptores NMDA (LEES, 1993),
que aumenta o influxo de célcio (LEES, 1993) e a sintese de 6xido nitrico por
ativacdo da enzima o6xido nitrico sintase (VINCENT e HOPE, 1992). Nesse
contexto, foi demonstrado que a taurina atenua os efeitos da estimulacdo de
receptores NMDA apd6s administragdo de amédnia em ratos (HILGIER et al.,
2003). Além disso, nossos resultados estdo de acordo com dados de Avrova e
colaboradores (1999), mostrando que a pré-incubagao de sinaptossomas com

L-NAME previne a inibicdo da Na*,K*-ATPase causada pelo glutamato.
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A taurina tem sido amplamente estudada devido as suas diversas
fungdes, tais como neuroprotetor, antioxidante e modulador de calcio
(PETROSIAN e HAROUTOUNIAN, 2000). Evidéncias na literatura mostram
que a taurina age como estabilizador de membrana prevenindo a inibicdo da
Na® ,K'-ATPase em retina de ratos diabéticos (DI LEO et al., 2002), e em
membrana de eritrocitos expostos ao ozénio e colesterol (Ql et al., 1995). A
taurina também tem acgdo antioxidante (MAN'KOVS'KA, et al., 1998), inibe a
formagao de 6xido nitrico (HANN et al., 2000; EL-ABHAR e ABAD EL GAWAD,
2003). Além disso, foi demonstrado que a taurina tem acao anti-epileptogénica
em modelos animais experimentais (HUXTABLE e LARID, 1978) e em
humanos (BERGAMINI et al., 1974) e que tal efeito pode estar atribuido a
modulagdo de calcio por esse aminoacido (KENDLER, 1989; BIRDSALL,
1998).

Dessa forma, nossos resultados sugerem que a taurina age como um
estabilizador de membrana plasmatica sinaptica na qual a Na*,K*-ATPase esta
inserida, impedindo o efeito inibitério do guanidino acetato sobre a atividade
dessa enzima.

Considerando que a Na* K*-ATPase é importante para o funcionamento
normal do SNC, que a reducdo da atividade dessa enzima esta relacionada
com danos neuroldgicos (COUSIN, 1995; LEES, 1990) que o guanidino acetato
possui um grande potencial epileptogénico em humanos (SCHULZE et al.,
1997), e foi capaz de diminuir significativamente a atividade da Na*,K*-ATPase,
€ possivel que a reducao da atividade dessa enzima seja um dos mecanismos
pelos quais esse composto € neurotdxico causando disfungdes neuroldgicas

caracteristicas de individuos com a deficiéncia de GAMT.
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. CONCLUSOES

. O guanidino acetato in vitro inibiu a atividade da Na*,K*-ATPase, mas
ndo alterou a atividade da Mg**-ATPase de membrana plasmatica
sinaptica em estriado de ratos.

. O guanidino acetato e o acido argininico inibiram a atividade da Na* K*-
ATPase, provavelmente atuando no mesmo sitio de ligagao.

. O guanidino acetato inibiu a atividade da Na' K'-ATPase de forma
acompetitiva com o ATP.

. O guanidino acetato in vitro nao alterou a atividade da AChE em
homogeneizado de ratos em nenhuma das concentragdes testadas.

. A pré-incubagdo de homogeneizados de ratos com guanidino acetato
inibiu a atividade da Na*,K'-ATPase de membrana plasmatica sinaptica
de hipocampo de ratos.

. O L-NAME e a taurina preveniram e inibicdo da atividade da Na® K-
ATPase causado pelo guanidino acetato em hipocampo de ratos, mas o
trolox e o GSH nao preveniram tal efeito.

. O guanidino acetato nao alterou o TBARS em hipocampo de ratos.

. A inibi¢do da atividade da Na*,K*-ATPase pelo guanidino acetato parece
ser um dos mecanismos envolvidos na disfungado neuronal observada

nos pacientes com a deficiéncia de GAMT.
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. PERSPECTIVAS

. Investigar o efeito da administragdo de guanidino acetato sobre a
atividade da Na*,K*-ATPase em cérebro de ratos.

. Verificar a atividade da AChE em cérebro e sangue de ratos submetidos
a administracéo de guanidino acetato.

. Investigar o efeito in vitro e in vivo do guanidino acetato sobre alguns
parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos.

. Estudar parametros comportamentais em ratos submetidos a

administragao de guanidino acetato.
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