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RESUMO

A acidemia glutarica do tipo | (AG I) € um erro inato do metabolismo
causado pela deficiéncia da glutaril-CoA desidrogenase (GCDH), uma enzima
responsavel pelo catabolismo da lisina, hidroxilisina e triptofano. A deficiéncia da
atividade da GCDH leva ao acumulo nos fluidos corporais e no cérebro
predominantemente de acido glutarico (AG) e em menor grau do &cido 3-
hidroxiglutarico e do &cido glutaconico. Clinicamente, os pacientes apresentam
macrocefalia ao nascimento e uma hipomielinizagdo ou desmielinizagédo
progressiva do cortex cerebral. Crises de descompensacdo metabodlica ocorrem
usualmente entre 6 e 24 meses de vida, resultando numa destrui¢éo irreversivel
de regides cerebrais suscetiveis, em particular o estriado, e subseqiientemente
alteracdes severas dos movimentos, como distonia e discinesia. Apesar dos
sintomas neurolégicos severos e alteragdes neuropatolégicas cerebrais
importantes (atrofia cerebral), os mecanismos que levam ao dano cerebral na AG |
sao pouco conhecidos. No presente estudo, investigamos o efeito in vitro do AG
sobre varios parametros do sistema glutamatérgico, tais como a unido de
glutamato a membranas plasmaticas sindpticas na presenca e auséncia de sédio,
a captacdo de glutamato por fatias cerebrais e a liberacdo de glutamato induzida
por potassio por preparacfes sinaptossomais de coOrtex cerebral e estriado ou
cérebro médio de ratos ao longo do desenvolvimento. Primeiro, observamos que o
AG diminui a unido de glutamato Na+-independente a membranas sinapticas de
coOrtex cerebral e cérebro médio de ratos de 7 e 15 dias de vida, evidenciando uma
possivel competicdo entre o glutamato e o AG por sitios de receptores
glutamatérgicos. Visto que uma diminuicdo da unido de glutamato Na+-
independente pode representar uma interacdo do AG com receptores
glutamatérgicos, investigamos se AG interage com receptores glutamatérgicos
pela adicdo de antagonistas de receptores NMDA e ndo-NMDA. Verificamos que,
em cortex cerebral de ratos de 15 dias de vida, o0 AG e o0 CNQX (antagonista de
receptores ndo-NMDA) diminuem a unido de glutamato em 20 e 40 %,
respectivamente, e que a co-incubacdo desses compostos ndo provoca um efeito
aditivo, sugerindo que a unido do AG e do CNQX ao receptor ndo-NMDA ocorre
provavelmente através do mesmo sitio. Resultados semelhantes foram
encontrados em cérebro médio de ratos de 15 dias de vida. Por outro lado, 0 AG
ndo alterou a unido de glutamato na presenca de sédio tanto em cértex cerebral
como em cérebro médio e/ou estriado, sugerindo que o AG ndo compete pelos
transportadores de glutamato. Também observamos que o AG diminui a captacéo
de glutamato por fatias de cortex cerebral de ratos de 7 dias de vida, o que pode
provavelmente resultar num excesso de glutamato na fenda sinaptica levando a
excitotoxicidade, o que pode ser relacionado com o dano cerebral caracteristico
dos pacientes com AG I. A inibicdo da captacdo de glutamato por fatias nao foi
prevenida pela pré-incubacdo com creatina e N-acetilcisteina, sugerindo que essa
acdo do AG provavelmente ndo se deva a um efeito indireto reduzindo o
metabolismo energético ou aumentando a producéo de radicais livres. Finalmente,
verificamos que o AG néo alterou a liberagdo de glutamato estimulada por



potassio por sinaptossomas. Assim, concluimos que o AG pode alterar o sistema
glutamatérgico durante o desenvolvimento cerebral, resultando em possiveis
acdes deletérias sobre o SNC que podem explicar ao menos em parte a
neuropatogenia da AG I.



ABSTRACT

Glutaric acidemia type | (GA 1) is an inborn error of metabolism due to the
deficiency of glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH), an enzyme responsible for the
catabolism of lysine, hydroxylysine and tryptophan. The defective enzyme leads to
the accumulation predominantly glutaric acid (GA), and to a lesser extent of 3-
hydroxyglutaric and glutaconic acids in body fluids and in brain. Clinically, the
affected patients present macrocephaly and progressive hipomyelinyzation or
demyelinyzation of cerebral cortex. Metabolic descompensation crises occur
usually between 6 and 24 months of life, resulting in an irreversible destruction of
susceptible brain regions, in particular of the striatum, and subsequently in a
severe dystonic-dyskinetic movement disorder. Despite the severe neurological
symptoms and neuropathological features, the mechanisms leading to cerebral
damage are pooly known. In the present study, we investigated the in vitro effect of
GA on various parameters of the glutamatregic system, such as sodium-dependent
and independent glutamate binding to synaptic plasma membranes, glutamate
uptake by slices and potassium-induced release of glutamate by synaptosomes
from cerebral cortex and striatum or midbrain of developing rats. First, we
observed that GA decreased Na+-independent glutamate binding to synaptic
membranes from cerebral cortex and midbrain of 7- and 15-day-old rats, reflecting
a possible competition between glutamate and GA for the glutamate receptor sites.
Since a decrease in Na+-independent glutamate binding might represent an
interaction of GA with glutamate receptors, we next investigated whether GA
interacts with glutamate receptors by adding antagonist of NMDA and non-NMDA
receptors. We verified that GA and CNQX (antagonist of non-NMDA receptor)
decreased glutamate binding by up to 20 and 40 %, respectively, and that the
simultaneous addition of both substances did not provoke any additive effect in
cerebral cortex from 15-day-old rats. These data imply that these compounds bind
to non-NMDA receptors and at the same site of these receptors. Similar results
were found in midbrain from 15-day-old rats. On the other hand, GA did not alter
glutamate binding in the presence of sodium in cerebral cortex, midbrain and/or
striatum, indicating that GA does not compete for glutamate transporters. We also
observed that GA decreased glutamate uptake in slices from cerebral cortex of 7-
day-old rats, which may probably result in excess glutamate in the synaptic cleft,
potentially causing excitotoxicity to neural cells, a fact that may be related to the
brain damage characteristc of GA |. The glutamate uptake inhibition found in slices
was not prevented by the addition of creatine and N-acetilcysteine, indicating that
GA does not exert an indirect effect that would lead to alterations in energy
metabolismo or to an increased free radicals generation. Finally, we verified that
GA did not modify glutamate release stimulated by potassium in synaptossomes.
Therefore, we conclude that GA may alter glutamatergic system during cerebral
development, leading to deleterious actions on the central nervous system that
could explain, at least in part, the pathofisiology of GA I.



LISTA DE ABREVIATURAS

30HGA - Acido 3-hidroxiglutarico

AG - Acido glutarico

AG | - Acidemia glutarica tipo |

AMPA - Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico
AMPc - Adenosina monofosfato ciclico

ATP - Adenosina trifosfato

CoA - Coenzima A

EIM - Erros inatos do metabolismo

FAD - Flavina adenina dinucleotideo

GABA - Acido §-aminobutirico

iGIuR - Receptores glutamatérgicos ionotropicos

KA - Acido cainico

MGIuR - Receptores glutamatérgicos metabotropicos
MS/MS - Espectrometria de massa em tandem
NMDA - N-metil-D-aspartato

R - Arginina

SNC - Sistema nervoso central

W - Triptofano



|. INTRODUCAO

[.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi usado pela primeira vez em
1902 pelo inglés Sir Archibald E. Garrod, baseado em suas investigacdes sobre
consangiinidade e distribuicdo de casos de alcaptonuria em familias (Garrod,
1902). Hoje, o termo é usado para designar cerca de 500 defeitos genéticos, a
maioria deles envolvendo processos de sintese, degradacdo, transporte e
armazenamento de moléculas no organismo (Scriver et al., 2001).

Dessa forma, os EIM sao alteracdes genéticas que se manifestam pela
sintese de uma proteina anbmala, geralmente uma enzima, ou por uma
diminuicdo ou mesmo auséncia de sua sintese. Como consequiéncia pode ocorrer
0 acumulo de substancias nocivas anteriores ao bloqueio metabdlico enzimatico
ou de produtos de vias metabodlicas acessorias, bem como a deficiéncia de
produtos intermedidrios ou finais criticos a fungéo celular (Bickel, 1987).

Embora individualmente raras, essas doencas afetam aproximadamente 1 a
2% da populacao, constituindo-se em um importante problema de salde publica

(Baric et al., 2001).

.2 ACIDEMIAS ORGANICAS

As acidemias ou acidurias organicas sao erros inatos do metabolismo nos
quais um ou mais acidos organicos acumulam-se nos tecidos dos pacientes

afetados devido a deficiéncia da atividade de uma enzima do metabolismo de



aminoacidos, lipideos ou carboidratos (Chalmers & Lawson, 1982). Varios acidos
organicos estdo presentes no sangue e na urina de individuos normais, porém em
concentracdes reduzidas. Nos pacientes com estes disturbios, estes &cidos
encontram-se em altas concentracdes no sangue e, principalmente, na urina,
devido a sua levada depuracao renal.

A frequéncia destas doencas na populacdo em geral é pouco conhecida. Na
Holanda, essa incidéncia € estimada em 1:2.200 habitantes, enquanto que na
Alemanha, Israel e Inglaterra é de aproximadamente 1:6.000 — 1:9.000 recém-
nascidos (Hoffmann et al., 2004). Na Arabia Saudita, onde a taxa de
consangtinidade é elevada, a frequéncia € de 1:740 nascidos vivos (Rashed et al.,
1994).

Clinicamente os pacientes afetados apresentam, predominantemente,
sintomas neuroldgicos, como convulsbes, coma, ataxia, hipotonia, hipertonia,
tremores, movimentos coreatetéticos, atraso no desenvolvimento psicomotor e
outros. As mais freqlentes manifestacdes laboratoriais sdo cetose, cetonuria,
neutropenia, acidose metabdlica, baixos niveis de bicarbonato, hiperglicinemia,
hiperglicindria, hiperaminemia, hipo/hiperglicemia, acidemia latica, aumento dos
niveis séricos de acidos graxos livres, bem como cheiro peculiar na urina e/ou
suor (Scriver et al., 2001). Com a utilizagcdo da tomografia computadorizada e
ressonancia magnética nuclear, foi possivel verificar alteracdes de substancia
branca (hipomielizacdo e/ou desmielizacdo) com atrofia cerebral generalizada ou
de ganglios da base (necrose ou calcificacdo), megaencefalia, atrofia
frontotemporal e atrofia cerebelar em pacientes afetados por estas doencas

(Mayatepek et al.,1996).



1.3 ACIDEMIA GLUTARICA TIPO |

A acidemia glutérica tipo I (AG 1) (MIM 231670) € um erro inato do
metabolismo descrito inicialmente por Goodman e colaboradores (1975) quando
observaram que dois irmaos apresentavam alteracfes severas dos movimentos e
acidose metabolica intermitente. Caracterizada bioquimicamente pela deficiéncia
severa da atividade da enzima glutaril-CoA desidrogenase (GCDH) (EC 1.3.99.7)
da via catabdlica dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofano (Christensen &
Brabdt, 1978), enquadra-se no grupo das acidemias organicas cerebrais, pois 0s
sintomas sdo quase exclusivamente neurolégicos (Hoffman et al., 1993, 1994). A
reacdo catalisada por esta enzima ocorre em duas etapas: primeiro, uma
desidrogenacéao de glutaril-CoA formando o composto intermediario glutaconil-CoA
e, na sequéncia, uma descarboxilacdo de glutaconil-CoA a crotonil-CoA e CO;
(Hartel et al., 1993). O composto intermediario glutaconil-CoA, pode ser clivado e
excretado como acido glutacénico ou hidratado para 3-hidroxiglutaril-CoA
(Figural.1l) (Hoffmann & Zschocke, 1999).

Em individuos com AG I, tanto a desidrogenacao de glutaril-CoA como a
descarboxilacdo de glutaconil-CoA para crotoconil-CoA estdo bloqueadas
(Christensen, 1993; Liesert et al., 1999). Este bloqueio causa um acumulo de
acido glutarico (AG) e acido 3-hidroxiglutarico (3OHAG) e, algumas vezes, de
acido glutaconico nos tecidos e liquidos corporais (plasma, urina e liquor) dos
pacientes afetados (Goodman et al., 1977; Baric et al., 1998), assim como de
glutaril-CoA e dos conjugados de carnitina. As concentracdes séricas destes

acidos orgéanicos usualmente encontradas na doenca ficam entre 5 e 400 uM



(Hoffmann et al., 1991, 1996; Merinero et al., 1995) mas podem alcancar valores
consideravelmente maiores no cérebro (até 8 mM) durante as crises

encefalopaticas (Funk et al., 2005).

Lisina ~——  Acido 2-aminoadipico <+——  Hidroxilisina

Triptofano  ——  Acido 2-cetoadipico

Acido glutarico | «—— Glutaril-CoA

l GCDH Acido glutacénico
Glutarilcarnitina Glutaconil-CoA
GCDH 3-Hidroxiglutaril-CoA
Crotonil-CoA i
l Acido 3-hidroxiglutarico
Acetil-CoA

Figura l.1. Via catabodlica dos aminoécidos lisina, hidroxilisina e triptofano.

A AG | é uma das mais frequentes desordens do metabolismo dos acidos
organicos (Kolker et al., 2000b), tendo sua prevaléncia estimada em 1:30.000
recém-nascidos vivos (Scriver et al., 2001) e podendo estar bastante aumentada
(1:3.000) em algumas comunidades, como ocorre na Pensilvania (Biery et al.,
1996) ou nos indios de Salteaux/Ojibway no Canada (Haworth et al., 1991;

Greenberg et al., 1995).

1.3.1 Achados Clinicos

O quadro clinico dos pacientes com AG | é heterogéneo e o curso da

doenca parece ser seguido por diferentes padrbes em diferentes idades. Durante



0s primeiros meses de vida, os sintomas geralmente sdo leves. Alguns pacientes
desenvolvem-se normalmente, enquanto outros podem apresentar hipotonia e
atraso progressivo no desenvolvimento. Antes das crises encefalopéticas, o mais
importante achado clinico dos pacientes é a macrocefalia (Hoffmann et al., 1995).
Se ndo tratados, o curso da doenca é complicado pelo desenvolvimento de crises
encefalopaticas agudas entre as idades de 6 e 24 meses, resultando em
degeneracdo estriatal (em particular o putdmen é afetado) e causando o
aparecimento de movimentos distdnicos e discinéticos. A maioria das criancas
afetadas apresenta os sintomas antes dos 24 meses de idade e ainda néo se tem
descrito crises depois dos 6 anos, sugerindo que a vulnerabilidade é restrita a um
periodo limitado do desenvolvimento cerebral (Hoffmann et al., 1996; Strauss et
al., 2003; Kyllerman et al., 2004). Estas crises podem ser desencadeadas por
imunizacbes de rotina, doencas intercorrentes, como infec¢des, ou cirurgias
(Hoffmann et al., 1991, 1996; Greenberg et al., 1994; Superti-Furga & Hoffmann,

1997).

[.3.2 Achados Neurolégicos

A AG | pode ser vista como uma sindrome de malformacgéo cerebral tanto
guanto uma desordem metabdlica. O prejuizo no desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC) ja se inicia no Utero e pode, em alguns pacientes, resultar
em malformacédo ao nascimento. Apds a trigésima semana de gestacdo, a maior
parte das criancas afetadas mostra desenvolvimento de hidrocefalia e sé&o

freqientemente macrocefalicas ao nascimento. O desenvolvimento dos lobos
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frontal e particularmente dos lobos temporais é atrasado (Hoffmann & Zschocke,
1999).

Achados neuroradioldgicos mostram também um alargamento dos espagos
subaracnéideos da regido frontotemporal e uma difusdo atenuada da substancia
branca periventricular (Drigo et al., 1996; Pineda et al., 1998). Estes espacos sao
atravessados por uma sutil rede de veias, 0 que as tornam mais propensas a
sofrerem hemorragias agudas subdurais, incluindo hemorragias apos traumas de
pequena intensidade na cabeca (Hoffmann & Zschocke, 1999).

Os nucleos da base, além dos lobos temporais e frontal, sdo as estruturas
mais afetadas e que, quando atingidas, causam alteracbes motoras permanentes
nos pacientes, como distonia e discinesia (Kélker et al., 2000b). Esses pacientes
apresentam perda neuronal aguda e severa, fibrose dos nudcleos do caudado e
putdmen e degeneracao do globo palido.

Sucedendo o dano nos ganglios da base, os pacientes seguem um curso
pseudo-estacionario da doenca. Através dos anos que seguem, eles
frequentemente sofrem envolvimento progressivo da substancia branca
(hipomielinizacdo ou desmielinizacdo) com regressao na frequéncia de episodios
encefalopaticos adicionais, principalmente quando associados a eventos
catabdlicos. O intelecto ¢é inicialmente poupado, mas pode tornar-se
progressivamente comprometido. Sinais do trato piramidal e espasticidade
também podem ocorrer (Hoffmann & Zschocke, 1999).

As concentragcbes do &cido &-aminobutirico (GABA) apresentam-se

extremamente baixas no caudado (0,60pumol/g de peso seco, normal=3,03 umol/g)
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e também no putamen (0,87umol/g de peso seco, normal=5,69 pmol/g), e a
atividade da enzima responsavel pela biossintese de GABA (glutamato

descarboxilase) encontra-se diminuida nestes tecidos (Leibel et al., 1980).

I.3.3 Aspectos Moleculares

O gene da GCDH est4 localizado no cromossomo 19p13.2, contém 11
éxons e mede 7 kb. Codifica uma proteina de 438 aminoéacidos que inclui uma
sequéncia alvo N-terminal de 44 aminoacidos, que € clivada depois de importada
para a matriz mitocondrial. A proteina madura de 43.3 kD forma um
homotetramero, com cada subunidade contendo uma simples molécula de flavina
adenina dinucleotidio (FAD) (Goodmann et al., 1995). A maioria das mutacgdes
conhecidas causadoras da doenca (aproximadamente 100) sdo mudancas simples
de bases que, frequentemente, estdo localizadas no sitio hipermutavel CpG do
gene GCDH. A deficiéncia de GCDH é bastante heterogénea, e a maior parte dos
pacientes € heterozigoto para duas diferentes mutacdes. A mais freqlente das
mutacdes em caucasianos € a R402W, que acomete entre 10 e 20% dos alelos

(Goodmann et al., 1998; Busquets et al., 2000; Zschocke et al., 2000).

1.3.4 Diagnéstico

O diagnéstico precoce de AG | € extremamente importante, pois a
possibilidade de um tratamento eficaz, que possa retardar ou até mesmo evitar
manifestacdes neuroldgicas irreversiveis, esta intimamente ligada a rapidez do

diagnostico. Tal procedimento pode permitir que o afetado pela doenca
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permaneca com um quadro clinico estavel e, algumas vezes, em condi¢cbes
normais de vida.

Na maioria dos casos, o diagnéstico de AG | é obtido através do aumento
da excrecdo urinaria do AG e do 30HAG e, algumas vezes, do &cido glutaconico
pelos pacientes. A identificacdo destes compostos é feita por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (Hoffmann et al., 1993; Hoffmann,
1994, Kolker et al., 2006).

Outros importantes achados complementares de diagndstico sdo a
elevacdo de glutarilcarnitina pela analise do perfil de acilcarnitinas através de
espectrometria de massa em tandem (MS/MS) nos liquidos biologicos e uma
diminuicdo dos niveis de carnitina livre (Ziadeh et al., 1995). Esta tecnologia
aplicada a sangue seco em papel filtro tem sido recentemente implementada em
programas de triagem neonatal. Outro método que pode auxiliar no diagnéstico de
AG | é a andlise mutacional, porém, devido ao grande namero de mutacdes
conhecidas, este método tem um melhor aproveitamento em comunidades com
altas taxas de consangtinidade, onde poucas muta¢cdes tém alta prevaléncia.

Em alguns casos, pacientes com AG | podem apresentar excregdo pouco
elevada ou intermitente, ou até mesmo excre¢do normal do AG (Bergman et al.,
1989; Campistol et al., 1992; Merinero et al, 1995; Hoffmann, 1996). Pacientes
com niveis normais de AG (ndo excretores) tendem também a ter niveis normais
de glutarilcarnitina (Baric et al., 1998) e, nestes casos, a atividade da enzima
GCDH em fibroblastos (ou leucécitos) serve como diagndéstico e deve ser medida
sempre que a condicdo for fortemente suspeita por achados clinicos e/ou neuro-

radiologicos (Scriver et al., 2001).
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Ndo ha, até o momento, nenhuma correlagdo positiva entre genétipo e
fendtipo clinico na AG |, de forma que a determinacdo da mutacdo alterada nao
orienta o prognaostico dos pacientes afetados (Goodmann et al., 1998; Hoffmann &
Zschocke, 1999), bem como a severidade dos sintomas nem sempre esta

correlacionada com a atividade residual da enzima.

1.3.5 Tratamento

O tratamento dos pacientes com AG | baseia-se na restricdo de lisina,
hidroxilisina e triptofano da dieta e administracido de L-carnitina e riboflavina, com
o0 objetivo de normalizar o metabolismo e prevenir as crises encefalopéticas
agudas e, consequentemente, o dano cerebral. Além disso, o tratamento nas
crises agudas, apds as infec¢des, consiste na administracdo de liquidos para
evitar desidratacdo, ingesta hipercaldrica para controlar o catabolismo e outras
medidas gerais.

Muitos agentes farmacoldgicos tém sido usados na tentativa de amenizar
0s sintomas neurolégicos dos pacientes com AG | (Hoffmann et al., 1996), como
bacoflen e benzodiazepinicos que podem aumentar a fungdo motora, reduzindo o
tbnus muscular (Merinero et al.,, 1995). O &cido valpréico também tem sido
testado, mas geralmente tem resposta clinica fraca (Yamaguchi et al., 1987,
Hoffmann et al., 1996).

Em 2004, Burlina e colaboradores propuseram um tratamento com drogas
anticolinérgicas (como triexifenidil) e com toxina botulinica para minimizar a

discinesia e distonia encontradas em pacientes apos as crises encefalopéticas. Os
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resultados foram aparentemente satisfatorios, porém mais estudos sdao
necessarios para usa-los como medida terapéutica auxiliar em pacientes afetados

pela AG I.

I.3.6 Fisiopatogenia

Em pacientes afetados por AG |, a atividade da GCDH varia de 0 a 10% da
atividade normal em fibroblastos cultivados, aminidcitos, leucdcitos periféricos,
figado, rins e cérebro. Como mencionado anteriormente, o grau de deficiéncia na
atividade da enzima nem sempre esta correlacionado com a severidade dos
sintomas. Ainda hoje, os mecanismos da disfuncdo estriatal e degeneracdo
neuronal, principalmente dos ganglios da base, permanecem desconhecidos.

Entranto, muitos trabalhos tém demonstrado efeitos neurotéxicos do AG e
do 30HAG. Inicialmente, foi demonstrado que o AG é téxico em cultura de células
estriatais (Whetsell, 1984), porém imagina-se que o 30HAG seja a principal
neurotoxina acumulada na AG | (Kdlker et al.,, 2000a; 2006), atuando como
excitotoxina principalmente por interacdo com receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA. Esta interacdo seria especificamente com as subunidades NR1/NR2B
destes receptores e a extensdo da neurotoxicidade seria dependente da
expressao destas subunidades durante a maturacdo neural ao longo do
desenvolvimento. Posteriormente, foi demonstrado que o 30OHAG atuaria como
um agonista de receptores NMDA (Rosa et al., 2004). Tais estudos reforcam a
hipotese de que o dano neuronal observado na AG | pode ocorrer por uma alta

expressdo dos receptores NR1/NR2B no cérebro anterior (cortex e estriado)
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durante um periodo vulneravel do desenvolvimento cerebral (Standaert et al.,
1994; Kosinski et al., 1998).

Por outro lado, também tem sido atribuido ao AG um papel na
excitotoxicidade ao SNC. Foi visto que este acido provocou dano celular a culturas
organotipicas cortico-estritais (Whetsell & Schwarcz, 1983), inibicdo da captacao
de glutamato por sinaptossomas de ratos e da unido de glutamato a seus
transportadores em cérebro de ratos jovens, sugerindo que o acido se uniria aos
sitios transportadores de glutamato (Porciincula et al., 2000). Foi também
verificado que o AG em baixas concentracdes estimula receptores de glutamato
metabotrdpicos e ionotrépicos do tipo AMPA, ndo alterando a unido a receptores
do tipo NMDA e cainato (Porcilncula et al., 2004). Este resultado explicaria as
convulsdes tbnico-clénicas provocadas por inje¢des intraestriatais deste acido e a
prevencdo por DNQX, um antagonista de receptores AMPA, mas nao por MK-801,
um antagonista de receptores NMDA (Lima et al., 1998). Por dltimo, foi
demonstrado que AG inibe a captacdo de glutamato em vesiculas sinapticas de
cortex cerebral, indicando que poderia estar havendo um prejuizo no turnover de
glutamato da fenda sinptica e no ciclo glutamato-glutamina entre astrocitos e
neurdnios (Porciancula et al., 2004). Essas alteracfes podem resultar em um
aumento nos niveis de glutamato na fenda sinaptica e diminuicdo dos niveis de
GABA, possivelmente levando a excitotoxicidade. Neste sentido, convém enfatizar
que concentracdes reduzidas de GABA foram detectadas nos ganglios da base de
pacientes afetados por AG | (Leibel et al., 1980), o que refor¢ca os achados de

Stokke e colaboradores (1976) que demonstraram uma inibicdo competitiva da
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glutamato descarboxilase, enzima responsavel pela biossintese de GABA,
causada por AG, 30HAG e acido glutacénico.

No entanto, dois trabalhos recentes demonstraram que o 30OHAG néo
mostrou excitotoxicidade em cultura primaria de neurbénios de cérebro de ratos
(Bjugstad et al., 2001; Lund et al., 2004). Estes trabalhos preconizam que o
30HAG deva ser neurotdxico atraves de outros mecanismos que nao a
excitotoxicidade. Portanto, em busca de outros mecanismos neurotoxicos, foi
investigado o papel do estresse oxidativo na fisiopatologia desta doenca. Foi
demonstrado que o tratamento in vitro com 30OHAG em cultura neuronal cerebral
de pinto induz a producéo de espécies reativas de oxigénio, a qual foi prevenida
pela co-incubacdo com MK-801, um antagonista de receptores NMDA, ou pelos
sequestradores de radicais livres (antioxidantes) a-tocoferol ou melatonina (Kdlker
et al., 2001). Também foi demonstrada uma maior producdo de Oxido nitrico,
porém o tratamento com L-NAME, que € um inibidor da 6xido nitrico sintase, nao
evitou a morte neuronal, indicando que outros mecanismos além do 6xido nitrico
séo responsaveis pela mesma. Outros estudos demonstraram que o 30HAG e o
AG diminuem as defesas antioxidantes, induzem peroxidacao lipidica e formacéo
de espécies reativas, particularmente de Oxido nitrico, em cOrtex cerebral e
estriado de ratos jovens (Latini et al.,, 2002, 2005a; de Oliveira Marques et al.,
2003). Em conjunto, estes achados sugerem que um desequilibrio entre os
sistemas pro e antioxidantes deve estar envolvidos na fisiopatogenia da AG |.

Os efeitos dos metabdlitos acumulados na AG | sobre o metabolismo

energético, principalmente o AG e o 30HAG, também tém sido alvo de estudos.
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Foi demonstrado que altas concentracfes de 30OHAG (4 mM) inibem as atividades
dos complexos Il e V da cadeia respiratoria e a concentracdo de fosfocreatina in
vitro (Ullrich et al., 1999; Das et al., 2003). Entretanto foi demonstrado que mesmo
concentracdes maiores que 5 mM do 3OHAG néo alteram o contetdo de ATP de
fatias cortico-estriatais (Flott-Rhamel et al., 1997). Além disso, este acido néo teve
efeito sobre as atividades dos complexos | a V da cadeia respiratoria em particulas
submitocondriais purificada de coracdo bovino (Kolker et al., 2002b). Por outro
lado Latini e colaboradores (2005b) demonstraram uma inibicdo significativa
provocado por 1 mM do 30HAG no compelxo Il da cadeia respiratéria em
homogeneizado de cortex cerebral e células C6, mas ndo em preparacdes
mitocondriais de coOrtex cerebral e estriado. Os mesmos investigadores
observaram que o 30OHAG atua como um desacoplador da fosforilagdo oxidativa,
devido a um aumento no consumo de oxigénio no estado IV e uma reduzida da
sintese de ATP. Em relacdo ao AG foi demonstrada uma inibicdo dos complexos I-
[l e lI-1ll da cadeia respiratoria, bem como uma diminui¢cdo da producédo de CO; e
dos niveis de ATP em cortex cerebral de ratos jovens (Silva et al., 2000). Ferreira
e colaboradores também demonstraram inibicdo no complexo I-lll em cérebro
médio (onde esta contido o estriado) tanto in vivo (2005a) quanto in vitro (2005b).
Tais resultados, porém, sao diferentes de outros trabalhos realizados que nao
encontraram nenhum efeito deste &cido sobre as atividades isoladas dos
complexos |-V da cadeia respiratoria em particulas submitocondriais coragao
bovino (Kolker et al, 2002a). Também foi descrita uma reducédo da atividade da

enzima Na',K'-ATPase (Kolker et al., 2002a) e da enzima creatina quinase
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(Ferreira et al., 2005b) por este acido em cortex cerebral e cérebro médio de ratos,
respectivamente.

Acredita-se ser também possivel que outros metabdlitos acumulados na AG
I, como glutarilcarnitina e acido glutacénico, bem como o envolvimento do &cido
quinolinico, um metabdlito da via catabdlica do triptofano, possam estar envolvidos
na fisiopatogenia desta doenca (Heyes, 1987; Varadkar & Surtees, 2004). Porém,
até o momento, ainda ndo foi confirmado um aumento das concentragdes do acido
quinolinico e de outros metabdlitos da via das quinureninas em cérebro de
pacientes afetados por esta doenca.

Concluindo, a fisiopatogenia das alteracBes neuroldgicas caracteristicas de
pacientes afetados pela AG | parece ser explicada, ao menos em parte, por um
desequilibrio entre os sistemas glutamatérgico e GABAérgico no SNC,
especificamente nas areas mais afetadas nesta doengca como cOrtex cerebral e
nucleos da base (Wajner et al., 2004), bem como pela indug&o de radicais livres e

pela alteracdo do metabolismo energético.

.4 SISTEMA GLUTAMATERGICO

O aminoacido glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC,
estando presente na maioria das sinapses centrais (Ozawa et al., 1998; Meldrum,
2000). O glutamato atua em varias fun¢des cerebrais, tais como aprendizado e
memoaria, bem como na formacao de redes neurais durante o desenvolvimento e o
envelhecimento (Collingridge & Lester, 1989; Izquierdo & Medina, 1997; Ozawa et

al., 1998; Castellano et al., 2001; Segovia et al., 2001).



19

7

O glutamato € sintetizado a partir de diversos precursores, tais como a
glutamina, o oxalacetato e outros aminodcidos por transaminagdo (Fonnum,
1984). O armazenamento de glutamato no SNC é realizado pelas vesiculas
sinapticas que se encontram nos terminais pré-sinapticos. Essas vesiculas podem
concentrar 10 vezes mais glutamato do que os niveis encontrados normalmente
no citosol destes terminais (Maycox et al., 1990). Quando ocorre a despolarizagéo
dos terminais pré-sinapticos glutamatérgicos, o glutamato que se encontra nas
vesiculas é liberado para a fenda sinaptica por exocitose dependente da
concentracdo de calcio citosolico (Nicholls & Atwell, 1990; Vesce et al., 1999). O
glutamato, uma vez liberado na fenda sinaptica, vai interagir com seus receptores
(proteinas) localizados nas membranas pré- e poés-singpticas e também nas
membranas gliais para realizar as suas acdes no SNC (Gallo & Ghiani, 2000;
Scannevin & Huganir, 2000; Danbolt, 2001). Esses receptores por sua vez estao
divididos em duas classes: ionotropicos e metabotropicos, classificados de acordo
com suas propriedades farmacolégicas e funcionais (Conn & Pinn, 1997; Ozawa et
al., 1998). Os receptores ionotropicos (iGIUR) sdo canais ibnicos que permeiam
cations quando ativados e que provocam a despolarizacdo da membrana
sinaptica, desencandeando uma resposta excitatéria. Sao subdivididos em N-
metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-acido propidnico
(AMPA) e acido cainico (KA), de acordo com a sensibilidade a agonistas
especificos. Os receptores NMDA s&o canais com grande permeabilidade a Ca**,
baixa permeabilidade a Na" e K*. Alguns eventos neurotoxicos do glutamato s&o

mediados por um grande influxo de Ca?*, o que faz o receptor NMDA um alvo para
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estudos referentes a excitotoxicidade (Ozawa et al., 1998). Os receptores AMPA
sdo canais com alta permeabilidade ao Na® e K" e com menor permeabilidade ao
Ca®', enquanto os receptores do tipo KA sdo bastante permeéaveis ao Ca**
(Cotman et al., 1995). Os receptores metabotrépicos (MGIUR) pertencem a uma
familia de receptores que interagem com proteinas ligantes de nucleotideos da
guanina (proteinas G) que modulam a producdo de efetores intracelulares,
atraveés, por exemplo, da adenilato ciclase e da fosfolipase C, responsaveis pela
producédo de segundos mensageiros (AMPc, diacilglicerol e inositol-3-fosfato), que
por sua vez ativam e/ou inibem diversos eventos celulares (Conn & Pin, 1997;
Ozawa et al., 1998). Os receptores mGIuR estdo subdivididos em subgrupos de
acordo com a semelhanca na sua seqiéncia de aminoacidos (Pin & Duvoisin,
1995) e sua sensibilidade a agonistas e respostas celulares envolvidas. Esses
receptores estdo localizados em ambos os terminais pré- e pds-sinapticos, bem
como em células gliais, sendo que sua ativacado pode promover efeitos inibitérios
ou excitatorios (Ozawa et al., 1998).

A captacdo de glutamato € o mecanismo responsavel pela manutencéo de
baixos niveis desse neurotransmissor na fenda sinaptica, uma vez que nao existe
um sistema enzimatico extracelular que possa significativamente metabolizar o
glutamato (Danbolt, 2001; Chen e Swanson, 2003; Maragakis & Rothstein, 2004).
Até o presente momento, cinco diferentes transportadores de glutamato, de alta
afinidade e dependentes de Na’, foram identificados em mamiferos:
GLAST/EAATL, GLT-1/EAAT2 (transportadores astrocitarios), EAACL/EAAT3
(transportador neuronal), EAAT4 (transportador predominante em células de

Purkinje no cerebelo) e EAATS (transportador encontrado na retina) (Kanai &
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Hediger, 1992; Pines et al., 1992; Storck et al., 1992; Fairman et al., 1995; Arriza
et al., 1997; Danbolt, 2001; Maragakis & Rothstein, 2001, 2004; Chen e Swanson,
2003). Apds a captacdo astrocitaria, o glutamato pode ser metabolizado por duas
diferentes vias, formando glutamina (realizada pela acdo da glutamina sintetase)
ou sendo convertido a a-cetoglutarato (realizado através da glutamato
desidrogenase ou por transaminases). A glutamina e o a-cetoglutarato sdo
liberados no fluido extracelular e podem ser captados pelos terminais pré-
sinapticos neuronais. A glutamina € transportada para os neurbnios, sendo
convertida pela glutaminase a glutamato. Este por sua vez é captado pelas
vesiculas sinapticas e liberado novamente para a fenda sinaptica, recomecando o
processo. Esse caminho do glutamato é conhecido como ciclo

glutamato/glutamina (figura 1.2) (Anderson & Swanson, 2000; Danbolt, 2001;

Amara & Fontana, 2002).
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Figura l.2. Ciclo glutamato-glutamina (Magistretti, 2006).
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I.4.1 A neurotoxicidade do glutamato

Olney e colaboradores (1970, 1978) observaram que altas doses de
glutamato e seus agonistas provocavam dano e até mesmo morte celular no SNC.
Desta forma introduziram na literatura o termo excitotoxicidade para expressar a
morte neuronal provocada pela estimulacdo excessiva do glutamato em seus
receptores. O papel do glutamato como mediador de excitotoxicidade parece estar
relacionado ao aumento de Ca** intracelular causado pela estimulagéo excessiva
de seus receptores e a subseqiiente perda da homeostase do Ca?* intracelular
(Meldrum, 1994; Sattler & Tymianski, 2000). O aumento nos niveis de Ca?'
intracelular leva ao desencadeamento de uma série de eventos que incluem um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, maior influxo de Ca** e
Na® e aumento do consumo de energia, culminando com a morte neuronal
(Dawson et al., 1991; Dubinsky & Rothman, 1991; Lei et al., 1992; Lafon-Cazal et
al., 1993; Lipton & Rosenberg, 1994; Ozawa et al, 1998; Sattler & Tymianski,
2000). Desde entdo, a excitotoxicidade tem sido relacionada a varias
neuropatologias agudas e crénicas como epilepsia, isquemia cerebral, tumores do
sistema nervoso central, esclerose amiotrofica lateral, doenca de Alzheimer,
doenca de Huntington, doenca de Parkinson e neurodegeneragdo associada a
infeccbes por HIV (Greenamyre & Young, 1989; Meldrum & Garthwate, 1991;
Rothstein et al., 1992; Lipton & Rosenberg, 1994; Price, 1999; Mattson et al.,
1999, 2002; Brewer, 2000; Segovia et al., 2001; Ingram et al., 2001; Maragakis &

Rothstein, 2001, 2004; Wang et al., 2003).
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I.4.2 Ontogenia dos receptores glutamatérgicos em coértex cerebral e em

estriado

A transmissdo no SNC de mamiferos é mediada fundamentalmente pela
acao do glutamato nos diversos tipos de seus receptores (Hollmann & Heinemann,
1994). Todos os subtipos de receptores glutamatérgicos tém um papel importante
na excitotoxicidade. A vulnerabilidade dos neurbnios a excitotoxicidade muda
durante o desenvolvimento pés-natal, e isto pode ser devido a alteracdes na
expressao das subunidades desses receptores (McDonald et al., 1988, 1992). No
entanto, apesar das suas funcdes deletérias, quando superestimulados, o0s
receptores glutamatérgicos tém importante papel na migragdo neuronal (Komuro &
Rakic, 1993), no processo de extensdo (Pearce et al., 1987; Brewer & Cotman,
1989) e no fortalecimento das conexdes neurais através da plasticidade sinaptica
gue sao parametros cruciais para o desenvolvimento e funcdo normais do SNC
(Constantine-Paton et al., 1990; Fox & Zahs, 1994).

Estudos mostram que a distribuicho cerebral dos receptores
glutamatérgicos varia conforme a estrutura cerebral e idade dos animais. No
cortex cerebral e no hipocampo a expresséo dos receptores do tipo NMDA ocorre
desde o inicio do periodo pds-natal, com desenvolvimento subseqiente dos
receptores do tipo ndo-NMDA (Insel et al., 1990; Brennan et al., 1997; Petralia et
al., 1999). Entretanto, o estriado mostra uma tendéncia oposta: as respostas
sinapticas provocadas pelo glutamato no periodo pos-natal sdo mediadas por

receptores do tipo ndo-NMDA e a maturacdo dos receptores NMDA ocorre mais
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tarde (Colwell et al., 1998; Nansen et al., 2000; Villares & Stavale, 2001; Lilliu et

al., 2001).

[.4.3 Ontogenia dos transportadores glutamatérgicos no sistema nervoso

central

Os transportadores glutamatérgicos de astrocitos e neurbnios sao
essenciais para a funcdo normal do sistema nervoso central representando o
principal mecanismo capaz de remover rapidamente o glutamato do fluido
extracelular (Ozawa et al., 1998; Anderson & Swanson, 2000; Danbolt, 2001; Chen
& Swanson, 2003). Até o presente momento, cinco diferentes transportadores de
glutamato foram identificados em mamiferos: GLAST e GLT-1 (os principais
transportadores e 0s maiores responsaveis pela captacdo de glutamato,
localizados predominantemente em astréocitos), EAAC1l, EAAT4 e EAATS
(transportadores neuronais) (Storck et al., 1992; Pines et al., 1992; Kanai &
Hediger, 1992; Arriza et al., 1997; Gegelashvili & Schousboe, 1998; Lehre &
Danbolt, 1998; Anderson & Swanson, 2000; Danbolt, 2001). A distribuicdo de
GLAST e GLT-1 no SNC varia conforme a regido cerebral e a idade dos animais
(Ullensvang et al., 1997; Danbolt, 2001; Guillet et al., 2001; Schliter et al., 2002).
A expressdo de GLAST, tanto em culturas celulares quanto em homogeneizados,
predomina durante o estagio inicial de desenvolvimento do SNC sendo, porém, o
principal transportador encontrado em cerebelo na idade adulta. Por sua vez, a
expressdo de GLT-1 apresenta-se mais tardiamente, permanecendo como

principal transportador de glutamato (Furuta et al., 1997; Ullensvang et al., 1997;
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Gegelashvili & Schousboe, 1998; Guillet et al., 2001; Danbolt, 2001; Schluter et al.,

2002).
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[I. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Tendo em vista que pacientes afetados pela acidemia glutarica do tipo | (AG
I) apresentam alteracdes neuroldgicas caracteristicas no cortex cerebral e no
estriado em periodos bem determinados para cada regido cerebral e que o acido
glutarico € o metabdlito que mais se acumula nesta doenca, o objetivo geral deste
estudo foi verificar o efeito in vitro do acido glutarico sobre varios parametros do
sistema glutamatérgico no cortex cerebral e no estriado ou cérebro médio (regido
interna do cérebro onde estad localizado o estriado; abrange as estruturas do
talamo, hipotalamo e ganglios da base) de ratos ao longo do seu desenvolvimento

na tentativa de explicar a neuropatologia dos pacientes afetados por esta doenca.

I1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito in vitro do acido glutarico sobre a unido de L-[*H]glutamato a
receptores de membranas plasmaticas sinapticas de coértex cerebral e
estriado ou cérebro médio de ratos ao longo do seu desenvolvimento.

e Avaliar o efeito in vitro do acido glutarico sobre a unido de L-[*H]glutamato a
transportadores de membranas plasmaticas sindpticas de cértex cerebral e

estriado ou cérebro médio de ratos ao longo do seu desenvolvimento.
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Avaliar o efeito in vitro do &cido glutarico sobre a captacdo de L-
[*H]glutamato em fatias de cértex cerebral e estriado de ratos ao longo do
seu desenvolvimento.

Avaliar o efeito in vitro do &cido glutarico sobre a liberacdo de L-
[*H]glutamato por sinaptossomas de cortex cerebral e cérebro médio de
ratos ao longo do seu desenvolvimento.

Estudar os mecanismos de acao das alteracdes provocadas pelo &cido

glutarico sobre os pardmetros analisados.
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lIl. MATERIAL E METODOS

1.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados para este estudo foram de grau de pureza
pré-analise (p.a.). O AG foi sempre solubilizado no tampédo especifico de cada
técnica no dia da realizacdo dos ensaios e 0 ajuste da solu¢cdo de AG para o pH
7,4 foi feito, quando necessario, com solu¢gbes de hidroxido de potassio ou de

hidréxido de sodio.

[11.1.1 REAGENTES UTILIZADOS

e Acido acético glacial - Rhodia

e Acido cloridrico - Synth

e Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) - Sigma
e Acido glutarico - Sigma

¢ Albumina bovina sérica (BSA) - Sigma
e Bicarbonato de sodio - Merck

e Cloreto de célcio - Sigma

e Cloreto de magnésio - Sigma

e Cloreto de potassio - Sigma

e Cloreto de sodio - Synth

e CNOQX - Tocris

e Creatina - Sigma



Dimetisulfato de sédio - Sigma
DL-AP5 - Tocris

Dodecil sulfato de sodio (SDS) - Synth
Fosfato de potassio - Synth

Fosfato dissédico - Merck

Glicose - Sigma

Glucamina - Sigma

HEPES - Sigma

Hidroxido de potassio - Synth
Hidroxido de sédio - Synth
L-glutamato - Sigma
L[3,4-*H]glutamato - Amersham
Liquido de cintilagdo Optiphase ‘HiSafe’ 3 Wallac
N-acetilcisteina - Sigma

Percoll - Sigma

Reagente de Folin

Sacarose - Synth

Sulfato de cobre - Merck

Sulfato de magnésio - Merck
Tartarato de sddio - Merck

Tris (hidroximetil) amino metano - Sigma

Triton X-100 - Sigma

29
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[11.1.2 EQUIPAMENTOS E OUTROS MATERIAIS

e Agitador de tubos Thermolyne modelo Maxi Mix Plus
e Agitador magnético Tipo 7200 Thermolyne

e Balanca Acculab modelo V-200

e Balanca analitica digital Sartorius Basic

e Banho metabdlico Dubnoff

e Banho-maria Biomatic modelo 1052

e Centrifuga de Eppendorf modelo 5417R

e Centrifuga refrigerada Sorvall RC 5B plus

e Contador de cintilagéo liquida Wallac modelo 1409

e Deionizador

e Destilador

e Espectrofotdmetro Spectronic Genesys 8

e Fatiador de tecidos Chopper - Mcllwain

e Freezer -20°C Prosdoscimo modelo H5

e Freezer -70°C Scien Temp

e Guilhotina

e Homogeneizador elétrico B. Braun Biotech International modelo Potter S
e Maquina de fazer gelo Everest

e Material cirtrgico: tesouras, bisturis e espatulas

e Micropipetas de volume regulavel Gilson

e Placas de cultura com 6 wells
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e Potenciébmetro modelo Tec-2 (Tecnal)

¢ Refrigerador Brastemp

e Tubos plasticos Eppendorffs

e Ultracentrifuga Himaac CP 70 MX

e Vidraria: provetas, pipetas graduadas, potter de vidro, placas de Petri,

pipetas Pasteur, Tubos de ensaio, funil, béqueres, cubetas, vials.

1.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar de 7, 15 e 60 dias de idade, de ambos os
sexos, do Biotério do Departamento de Bioquimica do ICBS, UFRGS. Os animais
foram mantidos em ambiente climatizado a 25 °C, com intervalos de 12 h claro e

escuro, com agua e racao ad libitum.

1.3 PREPARACAO DE MEMBRANAS PLASMATICAS SINAPTICAS

As membranas plasmaticas sinapticas foram preparadas de acordo com o
método de Jones e Matus (1974). Os animais foram sacrificados por decapitacao
sem anestesia. O cortex cerebral, o cérebro médio (ratos de 7 e 15 dias) ou o
estriado (ratos de 60 dias) foram isolados, pesados e homogeneizados em meio
contendo 0,32 M de sacarose, na proporc¢édo 1:9 (p/v). O tecido homogeneizado foi
centrifugado a 1000 g por 15 min. O sobrenadante (S1) foi separado e mantido em
gelo. O sedimento resultante foi homogeneizado novamente no mesmo volume e

centrifugado na mesma velocidade e tempo. Os sobrenadantes S1 e S2,
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resultantes da primeira e segunda centrifugagdes, respectivamente, foram unidos
e centrifugados a 27000 g por 20 minutos. O sobrenadante resultante foi
desprezado e o sedimento foi homogeneizado em 300 uL Tris/HCI 5 mM, pH 7,4
(meio hiposmotico) e mantido em gelo por 30 minutos (agitando de 5 em 5
minutos) para lisar as vesiculas formadas no meio isosmético. Apds, a solucao foi
aplicada sob um gradiente de sacarose (solucbes de 10, 28,5 e 49 % de
sacarose), seguindo-se de uma centrifugacédo a 24000 rpm por 2 horas. Apés essa
centrifugacdo, as membranas plasmaticas contidas na interface 28,5 e 49 % de
sacarose foram retiradas com auxilio de pipeta Pasteur, aliquotadas em
ependorfes e congeladas a -70 °C. No momento de uso, as aliquotas foram
descongeladas e lavadas (homogeneizadas com 3 mL de tampéao Tris/Acetato 5
mM, pH 7,4 e centrifugadas a 22500 g por 15 minutos). O sedimento resultante foi
homogeneizado novamente com 3 mL de tampao Tris/Acetato 5 mM (pH 7,4) e
incubado por 30 minutos a 37 °C. Apdés esta incubacdo, repetiu-se a lavagem por
mais 3 vezes. O sedimento da Ultima centrifugacgéo foi honogeneizado em 1 mL de
tampdao Tris/Acetato 5 mM (pH 7,4), aliquotado e teve sua concentragdo protéica

dosada.

.4 UNIAO DE L-[°*H]JGLUTAMATO EM MEMBRANAS PLASMATICAS

SINAPTICAS

A medida da unido de L-[3H]glutamato a seus receptores ou
transportadores foi feita pela adicdo das membranas plasméticas isoladas de

cortex cerebral ou estriado ou cérebro médio de ratos de 7, 15 e 60 dias de vida
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em um meio contendo tampdo Tris/Acetato 50 mM (pH 7,4) ou tampéo
Tris/Acetato 50 mM e NaCl 120 mM (pH 7,4), respectivamente, com 40 nM de
glutamato frio contendo 0,6 uCi de L-[*H]glutamato. A unido inespecifica de
glutamato foi medida pela adicdo de 40 uM de glutamato frio ao meio de
incubacdo. O acido glutarico foi diluido em tampédo Tris/Acetato 50 mM, pH 7,4.
Sua concentracéo final no meio de incubagé&o variou de 0,01 a 1 mM. Os controles
ndo continham o acido. A alguns ensaios foram adicionados 100 uM de DL-AP5
ou 100 uM de CNQX (antagonistas de receptores NMDA e n&do-NMDA,
respectivamente). Apos a adicdo das membranas plasmaticas (aproximadamente
50 ng de proteina), procedeu-se uma incubacdo a 30 °C por 30 minutos. O
processo foi interrompido por centrifugacao a 21000 g por 15 minutos a 4 °C. ApGs
a centrifugacdo, desprezou-se 0 sobrenadante, lavou-se cuidadosamente o
sedimento com agua gelada (4 °C) para remover a radioatividade nao incorporada.
Depois de seco, o sedimento foi solubilizado em 100 pL de solugéo de dodecil
sulfato de sodio 0,1 % e NaOH 0,1 N. Apos 12 horas, aproximadamente, foi
adicionado liquido de cintilacdo e a radioatividade foi medida em cintilador. A
unido especifica de L-[*H]glutamato foi calculada descontando-se a unido

inespecifica.

.5 PREPARACAO DAS FATIAS PARA A MEDIDA DA CAPTACAO DE L-

[*H]GLUTAMATO

Ratos Wistar de 7 e 15 dias de vida foram decapitados sem anestesia e

seus cérebros imediatamente removidos e submergidos em solugdo salina
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balanceada de Hank (tampdo HBSS). O cortex cerebral e o estriado foram
dissecados e cortados em fatias de 400 um de espessura usando um fatiador de
tecido Mcllwain. As fatias foram lavadas e separadas em tampdo HBSS pH 7,2
(137 mM de NaCl, 0,63 mM de Na,HPOQO,, 4,17 mM de NaHCO3, 5,36 mM de KCI,
0,44 mM de KH,;POy4, 1,26 mM de CaCl,, 0,41 mM de MgSQOy,, 0,49 mM de MgCl, e
555 mM de glicose). Adicionaram-se 280 uL de tampdo HBSS as fatias
consideradas controles, enquanto 260 uL de tamp&do HBSS e 20 uL do acido
glutarico (concentragéo final de 1 e 5 mM) foram adicionados as fatias testes.
Procedeu-se entdo uma pré-incubacéo por 23 minutos a 35 °C. Em alguns ensaios
a concentracao final do &cido variou de 5 a 50 mM e em outros houve a adi¢do de
3 mM de creatina e 1 mM de N-acetilcisteina. A medida da captacao inespecifica
foi realizada da mesma forma, porém em tampéao glucamina pH 7,2 (137 mM de
glucamina-HCI, 4,17 mM de glucamina-HEPES, 5,36 mM de KCI, 0,44 mM de
KH,POy4, 1,26 mM de CaCl,, 0,41 mM de MgSQOy, 0,49 mM de MgCl, e 5,55 mM de

glicose) e a uma temperatura de 0 °C.

.6 CAPTACAO DE L-[’*H]JGLUTAMATO POR FATIAS DE CORTEX

CEREBRAL E ESTRIADO

A captacdo do glutamato foi realizada segundo o método de Frizzo e
colaboradores (2002). Foi feita a 35 °C e iniciada pela adicdo de 100 uM de
glutamato frio contendo 0,1 pCi de L-[*H]glutamato. A incubac&o foi interrompida

depois de 7 minutos por duas lavagens com 1 mL de tamp&do HBSS gelado,
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seguida pela adicdo de 300 puL de NaOH 0,5 N para lisar o tecido. Ap6s um
periodo de aproximadamente 12 horas, retirou-se uma aliquota para dosagem de
proteina e ao restante foi adicionado liquido de cintilacdo para a determinacdo do
conteido intracelular de L-[*H]glutamato através de um contador de cintilacdo

liquida.

1.7 PREPARACAO DA FRACAO SINAPTOSSOMAL PARA AVALIACAO DA

LIBERACAO DE L-[*H]GLUTAMATO

A preparacdo da fracdo sinaptossomal foi feita segundo o método de
Goncalves e colaboradores (1997). Foram utilizados ratos de 7 e 15 dias de idade
que foram sacrificados por decapitacdo sem anestesia. O coértex e 0 cérebro
médio foram isolados e homogeneizados em 10 mL de uma solucdo sacarose pH
7,4 (0,32 M de sacarose, 1 mM de EDTA, 10 mM de HEPES e 1 mg/mL de BSA).
O homogeneizado foi centrifugado a 3000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
separado e centrifugado por 14000 g por 12 minutos. O sobrenadante resultante
foi desprezado e o sedimento foi homogeneizado em 2 mL de solucdo Percoll pH
7,4 (45 % v/v percoll, 115 mM de NaCl e gsp de solucdo Krebs HEPES Ring -
KHR). Essa suspenséo foi centrifugada a 14000 g por 2 minutos. A banda superior
formada foi coletada e homogeneizada suavemente em 1 mL de solugdo KHR pH
7,4 (140 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 10 mM de HEPES, 5 mM KCIl e 5 mM de
glicose). O homogeneizado foi centrifugado a 14000 g por 2 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi homogeneizado em tamp&o HBSS

baixo K" (133 mM de NaCl, 2,4 mM de KCI, 1,2 mM de KH,PO,4, 1,2 mM de
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MgSQ,, 27,7 mM de HEPES, 12 mM de glicose e 1 mM de CaCl,, pH 7,4).
Aliquotas foram retiradas para a determinacédo da quantidade de proteina e para a

dosagem da LDH (ensaio para avaliacédo da integridade do sinaptossoma).

[11.8 ENSAIO DA ENZIMA LACTATO DESIDROGENASE EM SINAPTOSSOMAS

Para avaliar a integridade dos sinaptossomas, a liberacdo de lactato
desidrogenase (LDH; E 1.11.27) foi feita pela incubagdo dos sinaptossomas na
auséncia ou presenca de 5 mM do acido glutarico por 15 minutos. A atividade da
LDH no meio de incubacéo foi também determinada em sinaptossomas rompidos
usando Triton X-100 1,5 %. Utilizou-se um Kit (Doles) para a medida

espectrofotométrica da atividade da LDH.

111.9 LIBERACAO DE L-[°*H]GLUTAMATO PELA FRACAO SINAPTOSSOMAL

A determinacdo da liberacdo de L-[*H]glutamato foi realizada conforme
descrito por Migues e colegas (1999). Os sinaptossomas foram inicialmente
expostos ao glutamato marcado, por incubacéo da preparagcdo sinaptossomal por
15 minutos a 37 °C em um meio nédo despolarizante (tamp&o HBSS baixo K*) na
presenca de 2 puM de glutamato frio contendo 0,4 puCi de L-[*H]glutamato. As
aliquotas de sinaptossomas carregadas com L-[*H]glutamato foram centrifugadas
a 21000 g por 1 minuto. Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos
foram lavados quatro vezes em HBSS baixo K* por centrifugagdo a 21000 g por 1

minuto (4 °C). No ensaio de liberacdo de L-[*H]glutamato, o sedimento final foi
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ressuspenso em tampao HBSS baixo K* e incubado por 1 minuto no mesmo meio
contendo 40 mM de KCI para induzir despolarizacéo (liberacdo estimulada por K*)
na auséncia (controles) ou presenca do acido glutarico (1 e 5 mM). A incubacéo foi
interrompida por centrifugacdo a 21000 g por 1 minuto a 4 °C. A radioatividade
presente no sobrenadante e no sedimento foi separadamente determinada em um
cintilador Wallac. O L-[*H]glutamato liberado foi calculado como uma percentagem

da quantidade total de radioatividade presente no inicio do periodo de incubacéo.

111.10 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE PROTEINA

O contetdo protéico em todas as técnicas empregadas foi determinado pelo

método de Lowry et al. (1951) usando albumina bovina sérica como padréo.

[11.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo expressados como média + erro padrdo da média e
foram analisados usando o programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) em um computador compativel. As comparacdes entre as médias foram
feitas poranalise de variancia de uma via (ANOVA), seguida do teste de raios
multiplos de Duncan, quando o valor de F foi significativo. Um valor de p<0,05 foi

considerado significante.
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IV. RESULTADOS

Inicialmente estudamos o efeito do AG sobre a unido de L-[*H]glutamato na
auséncia de sédio (receptores) em membranas plasmaticas sinapticas de cortex
cerebral e cérebro médio de ratos de 7 e 15 dias, bem como em cortex cerebral e

estriado de ratos de 60 dias de idade.

IV.1 Efeito do acido glutérico sobre a unido de L-[*H]glutamato na auséncia
de s6dio em membranas plasmaticas sinépticas de cortex cerebral e cérebro
meédio de ratos de 7 e 15 dias, e cOrtex cerebral e estriado de ratos de 60 dias

de idade

A figura IV.1 mostra que o AG diminui de forma significativa, nas
concentracdes de 0,1 e 1 mM, a unido de L-[*H]glutamato a receptores em
membranas plasmaticas sinapticas de cortex cerebral de ratos de 7 dias
[F(3,26)=3,50; p<0,05], enquanto que em cérebro médio, de ratos da mesma
idade, somente houve inibicdo na concentracdo de 1 mM [F(3,20)=7,961; p<0,05].
Ja nas estruturas testadas de ratos de 15 dias, os resultados foram semelhantes,
ou seja, houve inibicdo da unido de L-[*H]glutamato em membranas plasmaticas
de cortex cerebral em todas as concentracdes testadas de &cido glutérico
[F(3,26)=8,73; p<0,05], enquanto em cérebro meédio essa inibicdo ocorreu apenas
na concentracdo de 1 mM [F(3,19)=4,88; p<0,05] (figura IV.2). J& em cortex

cerebral [F(3,20)=2,88; p>0,05] e estriado [F(3,20)=0,192; p>0,05] de ratos de 60
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dias (figura 1V.3), 0 AG ndo alterou significativamente a uni&o de L-[*H]glutamato a
receptores em membranas plasmaticas sinapticas em todas as concentracées

testadas.



40

[ Cortex Cerebral
Cérebro Médio
100 - T % T 5
T
o
. - r
*kk
80 1

60 —

40

(% do controle)

204

Unido de L-[SH]qutamato na auséncia de Na*

0.01 0.1 1
Acido Glutarico (mM)

Figura IV.1 — Efeito in vitro do &cido glutarico sobre a unido de
L[*H]glutamato na auséncia de sédio (unido a receptores) a membranas
plasmaticas sinapticas de coOrtex cerebral e cérebro médio de ratos de 7 dias de
idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (2,81 £ 1,28 e 2,76 £ 0,81 pmol/ mg prot para cortex
cerebral e cérebro médio, respectivamente). A linha tracejada indica o valor do
controle (100 %). A diferenca entre as médias foi calculada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (*p<0,05, ***p<0,001,
comparado ao controle).
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Figura IV.2 — Efeito in vitro do acido glutarico sobre a unido de

L[*H]glutamato na auséncia de sédio (unido a receptores) a membranas
plasméticas sinapticas de cortex cerebral e cérebro médio de ratos de 15 dias de
idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (0,87 + 0,51 e 1,44 + 0,50 pmol/ mg prot para cortex
cerebral e cérebro médio, respectivamente). A linha tracejada indica o valor do
controle (100 %). A diferenca entre as médias foi calculada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (*p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001, comparado ao controle).
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Figura IV.3 — Efeito in vitro do &cido glutarico sobre a unido de
L[*H]glutamato na auséncia de sédio (unido a receptores) a membranas
plasméticas sinpticas de cortex cerebral e estriado de ratos de 60 dias de idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (1,72 £ 1,08 e 1,19 £ 0,92 pmol/ mg prot para cortex
cerebral e estriado, respectivamente). A linha tracejada indica o valor do controle
(100 %). Os resultados foram analisados por analise de variancia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos.
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IV.2 Efeito do acido glutarico sobre a unido de L-[*H]glutamato na auséncia
de s6dio em membranas plasmaticas sindpticas de cortex cerebral e cérebro

médio de ratos de 15 dias na presenca de antagonistas glutamatérgicos

Os resultados anteriores mostraram uma inibicdo significativa da unido de
L[*H]glutamato na auséncia de Na* em membranas plasmaéticas sinapticas de
cortex cerebral e cérebro médio de ratos de 7 e 15 dias de idade.

Esses resultados indicam que o AG poderia estar exercendo seu efeito
inibitério em receptores glutamatérgicos que sao sitios de unido independente de
sédio. Com o intuito de se determinar os subtipos de receptores glutamatérgicos
possivelmente envolvidos no efeito inibitério do AG, investigou-se o efeito de
antagonistas NMDA (DL-AP5) e nao-NMDA (CNQX) sobre este efeito inibitorio.

As figuras IV.4 e IV.5 mostram que a inibicdo causada pelo antagonista
ndo-NMDA (CNQX) na unido de L-[PH]glutamato a receptores de membranas
plasméticas sinapticas em coértex cerebral e cérebro médio de ratos de 15 dias de
vida, respectivamente, € semelhante a inibicdo causada quando co-incubado com
0 AG, sugerindo que os dois compostos se unam ao mesmo receptor. Por outro
lado, a inibicdo da unido de L-[*H]glutamato causada pelo AG co-incubado com o
antagonista NMDA (AP5) é ligeiramente maior que a inibicdo causada somente
pelo AP5 no cortex cerebral (10 %) [F(5,36)=14,092; p<0,05] e no cérebro médio
(16 %) [F(5,36)=5,56; p<0,05]. Tais resultados sugerem que o AP5 e o &cido
glutarico podem estar se unindo a receptores diferentes. Verificamos também que
o APS5 inibiu em maior grau (55 % de inibicdo) a unido de L-[*H]glutamato a

membranas plasmaticas sinapticas no cortex cerebral, quando comparado ao
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cérebro médio (32 %), sugerindo que o conteudo de receptores NMDA no cortex

cerebral € maior do que no cérebro médio nesta idade.
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Figura IV.4 — Efeito in vitro do acido glutarico (ImM AG), AP5 (100 uM) e
CNQX (100 uM) sobre a unido de L[*H]glutamato na auséncia de Na* (unido a
receptores) a membranas plasméticas sinapticas de cértex cerebral de ratos de 15
dias de idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (0,46 + 0,17 pmol/ mg prot). A linha tracejada indica o valor
do controle (100 %). A diferenca entre as médias foi calculada por andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (*p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001, comparado ao controle).
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Figura IV.5 — Efeito in vitro do acido glutarico (ImM AG), AP5 (100 uM) e
CNQX (100 uM) sobre a unido de L[*H]glutamato na auséncia de Na* (unido a
receptores) a membranas plasmaticas singpticas de cérebro médio de ratos de 15
dias de idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (0,49 + 0,21 pmol/ mg prot). A linha tracejada indica o valor
do controle (100 %). A diferenca entre as médias foi calculada por andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (*p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001, comparado ao controle).
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IV.3 Efeito do &cido glutarico sobre a unido de L-[*H]glutamato na presenca
de s6dio em membranas plasmaticas sindpticas de cortex cerebral e cérebro
médio de ratos de 7 e 15 dias, e cortex cerebral e estriado de ratos de 60 dias

de idade

O préximo passo foi investigar a influéncia do AG sobre a unido de L-
[*H]glutamato a membranas plasmaéticas sinépticas isoladas de cértex cerebral e
estriado (ou cérebro médio) na presenca de sddio. Convém salientar que essa
unido, nas condicbes experimentais utilizadas, ocorre fundamentalmente em
transportadores de glutamato.

A figura IV.6 mostra que o AG nao exerceu nenhum efeito significativo em
todas as concentracées testadas na unido de L-[*H]glutamato a transportadores
de glutamato de membranas plasmaticas sinapticas em coértex cerebral
[F(3,18)=1,134; p>0,05] e cérebro médio [F(3,16)=1,015; p>0,05] de ratos de 7
dias. O mesmo ocorreu com o cortex cerebral [F(3,20)=0,294; p>0,05] e cérebro
médio [F(3,19)=0,170; p>0,05] de ratos de 15 dias (figura IV.7) e com o cértex
cerebral [F(3,20)=0,193; p>0,05] e estriado [F(3,19)=0,228; p>0,05] de ratos de 60

dias (figura IV.8).
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Figura IV.6 — Efeito in vitro do acido glutarico sobre a unido de
L[*H]glutamato na presenca de sédio (unido a transportadores) a membranas
plasmaticas sinapticas de coértex cerebral e cérebro médio de ratos de 7 dias de
idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (4,21 + 0,77 e 6,62 £ 2,07 pmol/ mg prot para cortex
cerebral e cérebro médio, respectivamente). A linha tracejada indica o valor do
controle (100 %). Os resultados foram analisados por analise de variancia de uma

via (ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.



49

] Cortex Cerebral
120 - Cérebro Médio

+

|

T

/

100

H

N
N\

80

60

40

20

Unido de L-[3H]glutamato na presencga de Na
(% do controle)

0.01 0.1 1
Acido Glutéarico (mM)

Figura IV.7 — Efeito in vitro do acido glutarico sobre a unido de
L[*H]glutamato na presenca de sédio (unido a transportadores) a membranas
plasméticas sinapticas de cortex cerebral e cérebro médio de ratos de 15 dias de
idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (7,41 + 1,45 e 5,49 + 1,09 pmol/ mg prot para cortex
cerebral e cérebro médio, respectivamente). A linha tracejada indica o valor do
controle (100 %). Os resultados foram analisados por analise de variancia de uma

via (ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura IV.8 — Efeito in vitro do &cido glutarico sobre a unido de
L[*H]glutamato na presenca de sédio (unido a transportadores) a membranas
plasméticas sinpticas de cortex cerebral e estriado de ratos de 60 dias de idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (12,07 + 1,84 e 8,93 + 3,20 pmol/ mg prot para coértex
cerebral e estriado, respectivamente). A linha tracejada indica o valor do controle
(100 %). Os resultados foram analisados por analise de variancia de uma via

(ANOVA). Nao houve diferenca significativa entre 0s grupos.
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IV.4 Efeito do &cido glutarico sobre a captacéo de L-[*H]glutamato por fatias

de cOrtex cerebral e estriado de ratos de 7 e 15 dias de vida

Testamos também o efeito do AG (1-5 mM) sobre a captacdo de L-
[*H]glutamato por fatias de cértex cerebral e estriado de ratos de 7 e 15 dias de
vida.

A figura IV.9 mostra que o AG inibe a captacdo de L-[*H]glutamato na
concentracdo de 5 mM em cortex cerebral [F(2,12)=6,973; p<0,05], ndo alterando
a captacao em estriado [F(2,15)=0,368; p>0,05] obtidos de ratos de 7 dias de
idade. J4 em ratos de 15 dias (figura IV.10), o AG nao alterou a captacdo em
nenhuma das estruturas cerebrais e em todas as concentragfes testadas (cortex

cerebral: [F(2,15)=0,506; p>0,05]; cérebro médio: [F(2,15)=0,064; p>0,05]).
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Figura IV.9 — Efeito in vitro do acido glutarico sobre a captacdo de
L[*H]glutamato por fatias de cértex cerebral e estriado de ratos de 7 dias de idade.
Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (cortex cerebral: 0,96 + 0,20 nmol/ mg prot/ min; estriado:
0,93 £ 0,24 nmol/ mg prot/ min). A linha tracejada indica o valor do controle (100
%). A diferenca entre as médias foi calculada por andlise de variancia de uma via

(ANOVA) seguida do teste de Duncan (**p<0,01, comparado ao controle).
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Figura V.10 — Efeito in vitro do acido glutarico sobre a captacdo de
L[*H]glutamato por fatias de cortex cerebral e estriado de ratos de 15 dias de
idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (cortex cerebral: 0,64 + 0,06 nmol/ mg prot/ min; estriado:
0,62 + 0,08 nmol/ mg prot/ min). A linha tracejada indica o valor do controle (100
%). Os resultados foram analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos.
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Os resultados anteriores mostraram que na concentracdo de 5 mM do AG
houve uma inibicdo na captacdo de L-[*H]glutamato em fatias de cértex cerebral
de ratos de 7 dias. Testamos entdo concentracdes maiores deste acido sobre a
captacdo de L-[*H]glutamato pelo cértex cerebral de ratos de 7 dias de vida. A
figura IV.11 mostra que o AG inibiu [F(3,15)=17,942; p<0,05] em todas as
concentracdes testadas e de forma dose dependente (f=-0,857) a captacéo de L-

[*H]glutamato em fatias de cértex cerebral de ratos de 7 dias.
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Figura IV.11 — Efeito in vitro do acido glutarico (5 — 50 mM) sobre a

captacdo de L[*H]glutamato por fatias de cértex cerebral de ratos de 7 dias de

idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em

percentual do controle (0,99 + 0,25 nmol/ mg prot/ min). A linha tracejada indica o

valor do controle (100 %). A diferenca entre as médias foi calculada por analise de

variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (*p<0,05, **p<0,01,

***pn<0,001 comparado ao controle).



56

IV.5 Efeitos da creatina e da N-acetilcisteina sobre a inibicdo da captacao de

L-[*H]glutamato em fatias de cértex cerebral de ratos de 7 dias de vida

Na tentativa de esclarecer os mecanismos pelos quais o AG inibe a
captacdo de glutamato, co-incubamos o AG com creatina, um substrato
energético, para testar se a inibicdo da captacédo de glutamato pudesse ser devido
a um déficit energético causado pelo mesmo, visto que estudos anteriores
mostraram que esse metabdlico inibe o metabolismo energético (Ullrich et al.,
1999; Silva et al., 2000; Kolker et al., 2002a; Ferreira et al., 2005a, 2005b) e que
os transportadores de glutamato, localizados particularmente nas células gliais
(astrocitos), necessitam de energia para sua funcéo.

Ensaios semelhantes também foram feitos, porém na presenca da N-
acetilcisteina que favorece a sintese de glutatido, o mais importante agente
antioxidante no cérebro, visto que foi previamente verificado que o AG aumenta
significativamente a lipoperoxidacdo e diminui as defesas antioxidantes no cérebro
(de Oliveira Marques et al., 2003) e que radicais livres inibem o transporte de
glutamato por oxidar os transportadores de glutamato (Volterra et al., 1994; Trotti
et al., 1996, 1997a, 1997b).

A figura IV.12 mostra que a creatina ndo preveniu o efeito inibitério do AG
(5 mM) sobre a captacdo de glutamato por fatias de cértex cerebral de ratos de 7
dias de vida [F(3,25)=9,971; p<0,05]. Similarmente, a N-acetilcisteina (figura IV.13)
nao preveniu o efeito inibitério do AG [F(3,24)=5,512; p<0,05]. Estes resultados
mostram que a inibicdo do metabolismo energético ou a acdo de radicais livres

ndo foram provavelmente os responsaveis pela reducéo da captacédo de glutamato
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provocada pelo AG e sugerem que possa ter sido um efeito direto deste acido
sobre os transportadores de glutamato. Devemos, no entanto, enfatizar que o
tempo de incubacdo da creatina e da N-acetilcisteina foi de apenas 30 minutos, o
gque pode ser pouco para repor as reservas energéticas ou de glutatido

intracelulares e, portanto, prevenir os efeitos do AG.
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Figura 1V.12 — Efeitos in vitro da creatina (3 mM) sobre a inibicdo da
captacdo de L[*H]glutamato provocada pelo &cido glutarico (AG 5 mM) em fatias
de cortex cerebral de ratos de 7 dias de idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=5) e estdo expressos em
percentual do controle (0,41 + 0,19 nmol/ mg prot/ min). A linha tracejada indica o
valor do controle (100 %). A diferenca entre as médias foi calculada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (**p<0,01, comparado

ao controle).
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Figura 1V.13 — Efeitos in vitro da N-acetilcisteina (NAC 1 mM) sobre a
inibicdo da captacdo de L[*H]glutamato provocada pelo acido glutarico (AG 5 mM)
em fatias de cortex cerebral de ratos de 7 dias de idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=5) e estdo expressos em
percentual do controle (0,43 £ 0,17 nmol/ mg prot/ min). A linha tracejada indica o
valor do controle (100 %). A diferenca entre as médias foi calculada por analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de Duncan (*p<0,05, comparado

ao controle).
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IV.6 Efeito do &cido glutarico sobre a liberacdo de L-[*H]glutamato por
sinaptossomas de cortex cerebral e cérebro médio de ratos de 7 e 15 dias de

vida

Inicialmente, procuramos determinar se o AG altera a permeabilidade das
preparacfes sinaptossomais através da determinacdo da lactato desidrogenase.
Apbs, investigamos o efeito do &cido na liberacdo de L-[*H]glutamato estimulada
por potassio (membrana despolarizada) por sinaptossomas de cOrtex cerebral e
cérebro médio de ratos de 7 e 15 dias de idade.

As figuras IV.14 e IV.15 mostram que o AG na concentracdo de 5 mM né&o
provoca alteracdo na liberacdo de lactato desidrogenase no meio de incubacéo
pelas preparagfes sinaptossomais, em ratos de 7 dias de vida (cortex cerebral:
[F(2,6)=0,429; p>0,05]; cérebro médio: [F(2,6)=0,045; p>0,05]) e 15 dias de vida
(cortex cerebral: [F(1,4)=0,103; p>0,05]; cérebro médio: [F(1,6)=0,317; p>0,05]),
respectivamente, indicando que nessa concentracdo nao ocorre ruptura ou
aumento da permeabilidade dos sinaptossomas.

A figura V.16 mostra que o AG, em todas as concentracdes testadas, néo
alterou a liberacdo de glutamato estimulada por potassio de preparacdes
sinaptossomais de cortex cerebral [F(3,20)=0,685; p>0,05] e cérebro médio
[F(3,20)=2,879; p>0,05] de ratos de 7 dias de idade e de ratos de 15 dias (cértex
cerebral [F(3,20)=0,192; p>0,05] e cérebro médio [F(3,19)=0,061; p>0,05] (figura

IV.17).
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Figura 1V.14 — Efeito do acido glutarico (AG 5 mM) sobre a liberacdo de
lactato desidrogenase (LDH) de preparacdes sinaptossomais de cortex cerebral e
cerebro médio de ratos de 7 dias de idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=4) e expressam O
percentual de liberagdo de lactato desidrogenase (LDH) em relagdo aos ensaios
com Triton X-100 (100% de liberacdo). Nao houve diferenca significativa em

relacdo aos controles (ANOVA de uma via).
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Figura 1V.15 — Efeito do acido glutarico (AG 5 mM) sobre a liberacdo de

lactato desidrogenase (LDH) de preparacdes sinaptossomais de cortex cerebral e

cérebro médio de ratos de 15 dias de idade.

Os valores representam média +

erro padrdao (n=4) e expressam O

percentual de liberagdo de lactato desidrogenase (LDH) em relagdo aos ensaios

com Triton X-100 (100% de liberacdo). Nao houve diferenca significativa em

relacdo aos controles (ANOVA de uma via).
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Figura 1IV.16 — Efeito in vitro do &cido glutérico sobre a liberacdo de
L[*H]glutamato por preparacdes sinaptossomais de coértex cerebral e cérebro
médio de ratos de 7 dias de idade.

Os valores representam média + erro padrédo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (13,0 + 0,84 e 16,3 + 1,27 % de liberagdo para cortex e
cérebro médio, respectivamente). A linha tracejada indica o valor do controle (100
%). Os resultados foram analisados por andlise de variancia de uma via (ANOVA).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura IV.17 — Efeito in vitro do &cido glutérico sobre a liberacdo de
L[*H]glutamato por preparacdes sinaptossomais de coértex cerebral e cérebro
médio de ratos de 15 dias de idade.

Os valores representam média + erro padrdo (n=6) e estdo expressos em
percentual do controle (17,9 £ 1,14 e 18,2 + 1,80 % de liberacdo para cértex e
cérebro médio, respectivamente). A linha tracejada indica o valor do controle (100
%). Os resultados foram analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos.
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V. DISCUSSAO

A acidemia glutérica tipo | (AG I) € um distarbio hereditario neurometabolico
devido a deficiéncia da atividade da enzima mitocondrial glutaril-CoA
desidrogenase que esta envolvida no metabolismo da lisina, hidroxilisina e
triptofano. Caracteriza-se bioquimicamente pelo acimulo predominante de &cido
glutarico (AG) e 3-hidroxiglutéarico (3OHAG) nos tecidos e liquidos bioldgicos dos
afetados por esta doenca (Goodman et al., 1977; Funk et al., 2005; Kolker et al.,
2006). Os pacientes com AG | apresentam principalmente sintomas neurolégicos,
associados a dano progressivo principalmente no cortex cerebral (atrofia cortical
dos lobos frontal e temporal) e destruicho aguda do estriado que ocorre
usualmente apoés crises encefalopaticas, caracterizadas por convulsdes, coma,
letargia, movimentos coreatetéticos, atraso no desenvolvimento psicomotor e
outros (Hoffmann & Zschocke, 1999; Funk et al., 2005). As concentracdes sericas
do AG usualmente encontradas na doenca ficam entre 5 e 400 uM (Hoffmann et
al., 1991, 1996; Merinero et al., 1995), mas pode alcancar valores
consideravelmente maiores no cérebro (até 8 mM) durante as crises
encefalopaticas (Funk et al., 2005).

Apesar do dano neurolégico ser uma importante caracteristica dessa
doenca, os mecanismos que levam a disfuncdo neurolégica sdo pouco
conhecidos. Neste sentido, muitos trabalhos tém demonstrado a¢des neurotdxicas
principalmente para o 30HGA que tem sido considerado o principal agente

neurotéxico dessa enfermidade (Kolker et al., 2000a, 2006). Associa-se o fato de



66

que o aumento na concentracdo desse acido na urina dos pacientes é diagnostico
dessa enfermidade. Foi, portanto, verificado, que o 30HAG inibe 0 metabolismo
energético (Ullrich et al., 1999; Das et al., 2003; Latini et al., 2005b), induz
estresse oxidativo (Koélker et al., 2001; Latini et al., 2002, 2005a) e causa
excitotoxicidade (Kolker et al., 2000a; Frizzo et al., 2004; Rosa et al., 2004).
Outros autores, no entanto, ndo demonstraram excitotoxicidade para esse acido
(Bjugstad et al., 2001; Lund et al., 2004; Freudenberg et al., 2004).

Por outro lado, o AG é excretado na urina e se acumula nos tecidos dos
pacientes com essa doenca em concentracdes muito elevadas. No entanto, ha
pacientes com AG | em que esse &cido é excretado em concentracdes pouco
aumentadas (variante de AG | ndo excretores) (Baric et al., 1999). Acredita-se que
nestes pacientes 0 AG nado é excretado por ter seu efluxo do cérebro prejudicado,
acumulando-se mais neste tecido (Kélker et al., 2006). No que diz respeito ao AG,
foi verificado que este acido provoca um dano celular em culturas organotipicas
cortico-estriatais (Whetsell & Schwarcz, 1983) e em culturas de células estriatais
(Whetsell, 1984). O AG inibe a captacdo de glutamato por sinaptossomas e a
unido de glutamato a seus transportadores em cérebro de ratos de 30 dias de vida
(Porciuncula et al., 2000), além de inibir a captacdo de glutamato em vesiculas
sinapticas de cortex cerebral de ratos (Porcitncula et al., 2004). Também
verificou-se que ele interage com receptores de glutamato metabotropicos
(Porciuncula et al., 2004) e ionotropicos do tipo AMPA (Lima et al., 1998;
Porcitncula et al., 2004). Estudos também demonstraram que o AG diminui as
defesas antioxidantes, induz peroxidacéao lipidica e formacao de espécies reativas,

particularmente de Oxido nitrico, em cértex cerebral e estriado de ratos jovens (de
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Oliveira Marques et al.,, 2003). Quanto ao metabolismo energético, verificou-se
que o AG provoca uma inibicdo dos complexos da cadeia respiratoria em cortex
cerebral (Silva et al., 2000) e em cérebro médio in vivo (Ferreira et al., 2005a) e in
vitro (Ferreira et al., 2005b). Também se verificou que o mesmo causa uma
diminuicdo da producéo de CO,, diminuicdo dos niveis de ATP (Silva et al., 2000)
e uma reducdo da atividade da enzima Na', K'-ATPase em cortex cerebral de
ratos (Kolker et al., 2002a), além de uma reducédo da atividade da enzima creatina
guinase em cérebro médio de ratos jovens (Ferreira et al., 2005b).

Tendo em vista que o papel do AG, o metabdlito que mais se acumula na
AG |, sobre parametros do sistema glutamatérgico ndo estd completamente
esclarecido, o objetivo dessa investigacao foi estudar os efeitos desse acido sobre
alguns parametros do sistema glutamatérgico, tais como unido de glutamato em
preparacfes de membranas plasmaticas sinapticas na presenca e auséncia de
sbédio, captacdo de glutamato por fatias de cortex cerebral e de estriado e
liberacdo de glutamato por preparacdes sinaptossomais de cértex cerebral e
cérebro médio de ratos ao longo do desenvolvimento. O cértex cerebral e o
estriado ou cérebro médio foram as estruturas cerebrais utilizadas na presente
investigacdo porque sdo os que apresentam maior dano na AG I.

Verificamos inicialmente que o AG inibe a unido de glutamato a membranas
sinapticas na auséncia de sédio em cértex cerebral e cérebro médio (regido onde
esta contido o estriado) de ratos de 7 e 15 dias de vida, mas ndo em animais de
60 dias de idade. Tais resultados apontam um efeito do &cido sobre receptores
glutamatérgicos, visto que séo sitios de unido independentes de sodio. O efeito

diferencial observado em ratos de menor idade (7 e 15 dias de vida), pode resultar
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da expressdao diferenciada de receptores glutamatérgicos ao longo do
desenvolvimento pods-natal de ratos como visto previamente (McDonald et al.,
1988, 1992), onde existe uma maior expressao dos receptores do tipo NMDA no
cortex cerebral desde o inicio do periodo pos-natal, com desenvolvimento
subsequente dos receptores do tipo ndo-NMDA (Insel et al., 1990; Brennan et al.,
1997). Ja no estriado as respostas sinapticas provocadas pelo glutamato no
periodo pés-natal sdo mediadas inicialmente por receptores do tipo ndo-NMDA e a
maturacdo dos receptores NMDA ocorre mais tarde (Colwell et al., 1998; Nansen
et al., 2000; Villares & Stavale, 2001; Lilliu et al., 2001). Também observamos que
a inibicdo da unido de glutamato a membranas plasmaticas sinapticas na auséncia
de sédio causada pelo AG em cortex cerebral de ratos de 7 dias de vida (10 %) foi
menor que a inibicdo causada em ratos de 15 dias de vida (27 %), idade onde
teriamos uma maior expressao de receptores do tipo ndo-NMDA. No cérebro
médio, ocorreu 0 inverso, ou seja uma maior inibicdo da unido de glutamato
provocada pelo AG em ratos de 7 dias (25 %), coincidindo também com o periodo
de maior expressdo dos receptores ndo-NMDA no estriado, quando comparado
com ratos de 15 dias de vida (15 %). Além disso, verificamos que em cortex
cerebral de ratos de 15 dias de vida o antagonista NMDA (AP5) inibiu em maior
grau (55 % de inibicdo) a unido de glutamato a membranas plasmaticas
singpticas, quando comparado ao cérebro meédio (32 %), sugerindo que o
conteudo de receptores NMDA no cortex cerebral € maior do que no cérebro
médio nesta idade. Corroborando com a idéia de que a inibicdo causada pelo AG
provavelmente ocorreu em receptores do tipo ndo-NMDA, verificamos que a

inibicdo da unido de glutamato a receptores de membranas plasmaticas sinapticas
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em cortex cerebral e cérebro médio de ratos de 15 dias de vida observada na
presenca isolada do antagonista ndo-NMDA (CNQX) foi semelhante a inibicdo
causada quando co-incubado (adicionado) com o AG, sugerindo que os dois
compostos estdo agindo sobre o mesmo receptor. Ja a inibicdo da unido de
glutamato causada pelo AG co-incubado com o antagonista NMDA (AP5) foi maior
que a inibicdo causada somente pelo AP5 no cortex cerebral (10 %) e no cérebro
médio (16 %), sugerindo que o AP5 e 0 acido glutarico podem estar atuando em
receptores diferentes. Estes resultados estdo de acordo com resultados prévios
indicando que convulsdes tonico-clonicas provocadas por injecdes intraestriatais
do AG foram prevenidas por DNQX, um antagonista de receptores AMPA, mas
nao por MK-801, um antagonista de receptores NMDA (Lima et al., 1998) e que
baixas concentragdes do AG estimulam receptores de glutamato metabotrdpicos e
ionotrépicos do tipo AMPA, ndo alterando a unido a receptores do tipo NMDA e
cainato (Porcitncula et al., 2004). Nossos resultados sugerem que o acido
glutarico pode competir com o glutamato pela unido em receptores ndo-NMDA.
Embora ndo se possa saber o(s) mecanismos(s) subjacente(s) de tal interacéo, é
possivel que ela tenha ocorrido pela semelhanca estrutural quimica do AG e do
glutamato. Neste particular, presume-se que o receptor ou um sitio dos receptores
nao-NMDA pode néo distinguir o AG do glutamato, ligando-se igualmente aos dois
compostos que competiriam por esta ligacéo.

O passo seguinte de nossa investigacao foi estudar o efeito do AG sobre a
unido de glutamato na presenca de sodio a membranas plasmaticas sinapticas de
cortex cerebral e estriado (ou cérebro médio) de ratos de 7, 15 e 60 dias de vida.

Verificamos que o AG ndo teve efeito significativo sobre a unido de glutamato a
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membranas plasméticas sindpticas nestas condigdes em nenhuma das estruturas
e em todas as idades testadas. Portanto, ja que, na presenca de sddio, a unido de
glutamato a membranas plasmaticas sinapticas ocorre fundamentalmente em
transportadores de glutamato, € possivel inferir que o AG néo interfere na unido a
transportadores localizados em membranas sinapticas. Nossos resultados diferem
daqueles encontrados por Porciincula e colaboradores (2000) que verificaram
uma inibicAo provocada pelo AG sobre a unido de glutamato a seus
transportadores em cérebro de ratos de 30 dias de vida. Salientamos duas
possiveis explicacbes para esses resultados discrepantes. E possivel que em
ratos de 30 dias a distribuicdo dos transportadores de glutamato seja distinta
daquelas outras que foram objeto do nosso estudo (7, 15 e 60 dias de idade),
podendo ter uma resposta diferente ao AG. Diferencas metodoldgicas também
podem ser responsaveis por essa aparente discrepancia, o uso de potassio,
mesmo em baixas concentracdes, para ajustar o pH da solucdo de AG para 7,4,
pode ter provocado uma reducdo da unido do glutamato a seus transportadores,
como visto no estudo de Kramer & Baudry (1984) onde demonstram que mesmo
em concentra¢cdes tdo baixas quanto 1 mM ja ha uma reducéo significativa desta
unido.

Passamos entéo a investigar o efeito do AG sobre a captacdo de glutamato
por fatias de cértex cerebral e estriado de ratos de 7 e 15 dias de vida. Verificamos
que apenas em fatias de cortex cerebral de ratos de 7 dias de idade houve uma
inibicdo na captacdo de glutamato, e que esta inibicdo foi dose dependente.
Embora esses resultados demonstrem que o AG inibe a captacdo de glutamato

por fatias de cortex cerebral de ratos muito jovens e os resultados registrados em
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membranas plasmaticas sindpticas mostrem que o AG néo interfere com a uniao
de glutamato a transportadores (unido de glutamato a membranas plasmaticas
singpticas na presenca de so6dio) em cortex cerebral de ratos nas varias idades
testadas possam parecer conflitantes, deve-se enfatizar que os sistemas utilizados
foram totalmente diferentes, um utilizando preparacdes purificadas de membranas
plasméticas sinapticas e o outro, tecidos integros em que todo o sistema celular
esta presente. Uma acdo indireta do AG sobre os transportadores pode ter
ocorrido. Pode-se também supor que receptores glutamatérgicos poderiam estar
envolvidos na diminuicdo da captagdo provocada pelo AG em fatias de cortex
cerebral, visto que verificamos anteriormente uma alteracdo na unido de glutamato
a seus receptores provocada pelo AG em membranas plasmaticas sinapticas de
cortex cerebral de ratos jovens. De qualquer forma, cremos que os resultados
obtidos com fatias de tecidos sejam mais importantes do ponto de vista fisioldgico.
Verificamos também que o substrato energético creatina e que N-acetilcisteina, o
antioxidante precursor da sintese de glutatido, ndo preveniram o efeito inibitério do
AG sobre a captacdo de glutamato por fatias de cortex cerebral de ratos de 7 dias
de vida. Tais resultados sugerem que o efeito inibitério causado pelo AG sobre a
captacdo de glutamato em cortex cerebral ndo tenha sido devido a inibicdo do
metabolismo energético, visto que o0s sistemas de transporte de glutamato
necessitam de aporte energético para a captacdo desse neurotransmissor
principalmente em astrocitos (Méller & Hamprecht, 1989) que sdo as células mais
numerosas nas fatias cerebrais. Além disso, a oxidacdo de transportadores por
radicais livres também seria uma alternativa pouco provavel para explicar a

inibicdo de glutamato causada pelo AG, ja que a N-acetilcisteina, que € substrato
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para a formacédo do antioxidante mais presente no cérebro (glutatido), também néo
foi capaz de reverter esse efeito inibitério do AG. Deve-se, no entanto, enfatizar
que o periodo de incubacédo utilizado para testar os efeitos da creatina e da N-
acetilcisteina foi de apenas 30 minutos, o que pode ter sido pouco para repor as
reservas energéticas ou de glutatido intracelulares e, portanto, prevenir os efeitos
do AG. Assim, ndo se pode descartar totalmente o déficit energético ou a
formacdo aumentada de radicais livres para explicar os efeitos do AG sobra a
captacdo de glutamato, visto que estudos anteriores, demonstraram que esse
acido compromete o metabolismo energético, inibindo complexos da cadeia
respiratoria, diminuindo a producdo de CO; e os niveis de ATP, além de uma
reducéo da atividade das enzimas Na’, K'-ATPase e creatina quinase em cortex
cerebral e cérebro médio de ratos jovens (Silva et al., 2000; Kolker et al., 2002a;
Ferreira et al., 2005a, 2005b) e também diminui as defesas antioxidantes, induz
lipoperoxidacdo e formacao de espécies reativas, particularmente de 6xido nitrico,
em cortex cerebral e estriado de ratos jovens (de Oliveira Marques et al., 2003).
Considerando que o AG diminui a captacdo de glutamato no cortex
cerebral, é possivel que a concentracdo de glutamato esteja aumentada na fenda
sinptica nesta estrutura, ocasionando uma estimulacdo excessiva nos receptores
glutamatérgicos e suas consequéncias, tais como epilepsia e morte neuronal, que
sdo observados em pacientes com AG | (Kolker et al, 2006). Neste sentido,
estudos anteriores em nosso laboratério demonstraram efeitos provocados pelo
AG, favorecendo o envolvimento do sistema glutamatérgico na toxicidade neuronal

e nas convulsdes em ratos (Lima et al., 1998).
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A seguir investigamos o efeito do AG sobre a liberacdo de glutamato
estimulada por potassio por preparacfes sinaptossomais de coOrtex cerebral e
cérebro médio de ratos de 7 e 15 dias de vida. Para verificar a integridade dos
sinaptossomas, testamos o efeito da presenca do AG no meio de incubacao sobre
a liberacao de lactato desidrogenase. Verificamos que este 4cido na concentracao
de 5 mM néo altera a liberagdo da enzima, indicando que os sinaptossomas
estavam integros. A liberacdo de glutamato nas preparacdes despolarizadas
(estimuladas por potassio) ndo foi modificada pela presenca do AG.

Concluindo, encontramos no presente trabalho uma inibicdo causada pelo
AG sobre a unido de glutamato a membranas plasmaticas singpticas na auséncia
de sadio (receptores) de cortex cerebral e cérebro médio de ratos de 7 e 15 dias
de vida, e que essa inibicdo foi dirigida predominantemente a receptores do tipo
ndao-NMDA. Encontramos também uma inibicdo dose dependente causada pelo
AG sobre a captacdo de glutamato por fatias de cortex cerebral de ratos de 7 dias
de vida. Tais resultados indicam uma alteracdo do sistema glutamatérgico
causado pelo AG em um periodo critico e vulneravel de desenvolvimento cerebral.
Além disso, as doses do AG que resultaram nessas alteragcbes foram
concentragbes similares as encontradas no cérebro de pacientes com AG I. E
possivel, portanto, presumir que nossos resultados, indicando alteragbes do
sistema glutamatérgico em uma idade pdés-natal precoce (7 e 15 dias de vida),
possam estar relacionados, ao menos em parte, aos achados neuroldgicos
(convulsdes, comas, hipotonia, distonia, discinesia) e neuropatologicos (atrofia
cortical e degeneracdo estriatal) verificados nos pacientes afetados pela AG I, que

ocorre entre 6 meses e 2 anos de vida. Em resumo, os resultados da presente
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investigacdo, bem como achados prévios (Lima et al., 1998; Porcituncula et al.,
2000, 2004) indicam que o AG esta envolvido com as altera¢cdes do sistema

glutamatérgicos durante o desenvolvimento cerebral.
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