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CAPITULO I



RESUMO

O monossialogangliosideo (GM1) é um glicoesfingolipidio presente na maioria
das membranas celulares que possui propriedades antioxidantes e neuroprotetoras. O
GMI1 protege o sistema nervoso central de vérios agentes ou condi¢des neurotoxicas,
como exposicao ao 4cido aspartico, MPTP, 4cido glutamico, metilmal6nico e glutérico,
anodxia e isquemia, doenca de Parkinson e Alzheimer. Os mecanismos neuroquimicos
envolvidos na neuroprote¢do induzida pelo GM1 nao sd@o completamente conhecidos,
mas a variedade de situacOes em que ele tem efeito neuroprotetor sugere que o GM1
interage com uma via comum, envolvida no desenvolvimento de dano celular, como o
estresse oxidativo.

A catalase (EC 1.11.1.6) € uma enzima antioxidante intracelular que catalisa a
reacdo do perdxido de hidrogénio a dgua e oxigé€nio molecular, e é particularmente
abundante nos eritrécitos, onde metaboliza cerca de 90% do perdéxido de hidrogénio.
Devido a sua baixa expressdo no cérebro, ela tem sido considerada uma enzima
secunddria no controle dos radicais livres neste 6rgdo. Contudo, alguns autores
argumentam que, devido a sua baixa atividade ela seria um ponto de vulnerabilidade no
metabolismo das espécies reativas no sistema nervoso central.

Neste estudo, investigamos o efeito do GM1 sobre a atividade da catalase ex
vivo e in vitro. Além disso, avaliamos o efeito da remocdo dos eritrocitos dos vasos
sanguineos cerebrais, sobre a atividade da catalase, com a finalidade de estimar a
contribuicdo da catalase eritrocitaria para o aumento da catalase cerebral induzida por
GMI1. N6s também avaliamos se o GMI1 altera o conteido de hemoglobina nas
amostras cerebrais e a espessura dos vasos sanguineos cerebrais.

Os animais receberam duas injecdes de GM1 (50 mg/kg, i.p.) ou salina (0.9 %
NaCl, 1 ml/kg, i.p.), em 24 h. Trinta minutos apés a segunda inje¢do, eles foram
sacrificados por decapitacdo e seus cérebros foram removidos e usados nos ensaios
bioquimicos. A atividade da catalase e o conteido de hemoglobina foram analisados no
hipocampo, cortex e estriado de ratos.

A administracio de GM1 aumentou a atividade da catalase e o contetido de
hemoglobina nas amostras cerebrais, mas ndo teve efeito sobre a catalase sanguinea.
Esses efeitos foram abolidos pela perfusdo transcardiaca com solugdo salina
heparinizada. Calculamos a atividade da catalase cerebral na auséncia de eritrocitos
por regressao linear, utilizando os dados dos animais perfundidos e ndo-perfundidos, e
ndo foi observada alteracao pelo tratamento com GM1. Além disso, a adicao de GM1
(100 — 1000 uM) n@o aumentou a atividade da catalase em fatias de cortex cerebral in
vitro, sugerindo que a integridade do sistema vascular € requerida para o efeito
facilitatério sobre a atividade da catalase pelo GM1. O efeito vasodilatador do GM1 foi
confirmado in vivo, pois a injecao sistemica de GM1 (50 mg/kg, i.p.) aumentou (1.5-2.5
vezes) a espessura dos vasos sanguineos cerebrais de pequeno diametro.

Neste estudo, ndés mostramos que a vasodilatac@o estd envolvida no aumento da
atividade da catalase cerebral induzida pelo GM1. Nés sugerimos que a atividade da
catalase eritrocitdria tem papel antioxidante no sistema nervoso central, € que uma
terapia adjunta com GMI é vélida em condi¢des clinicas onde o aumento do fluxo
sanguineo € associado a um melhor progndstico, como doengas vasculares obstrutivas e
doencas neurodegenerativas.



ABSTRACT

Monosialoganglioside (GM1) is a glycosphingolipid present in most cell
membranes that has antioxidant and neuroprotective properties. GM1 protects the
central nervous system against various neurotoxic agents or conditions, such as aspartic
acid, MPTP, glutamic acid, methylmalonic acid and glutaric acid exposure, anoxia and
ischemia, Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. The neurochemical mechanisms
underlying GM1-induced neuroprotection are not completely known, but the wide
range of situations in which GM1 is neuroprotective suggests that it may interact with
common pathways involved in the development of cell injury, such as oxidative stress.

Catalase (EC 1.11.1.6) is an intracellular antioxidant enzyme that catalyzes the
reaction of hydrogen peroxide to water and molecular oxygen, and is particularly
enriched in erythrocytes, where it metabolizes 90% of the hydrogen peroxide. Due to
its poor expression in the brain, catalase has been considered a secondary enzyme in
controlling free radical-induced damage in this organ.

In the present study we evaluated the effect of GM1 on cerebral catalase
activity ex vivo and in vitro. Moreover, the effect of erythrocyte removal on cerebral
catalase activity of control and GM1-treated animals was also evaluated, in order to
estimate the contribution of erythrocyte-derived catalase for the increase of catalase
activity in the brain induced by the systemic injection of GMI1. In addition, we
investigated whether GM1 alters the content of hemoglobin in cerebral samples and the
width of pial vessels of rats.

Animals received two injections of GM1 (50 mg/kg, i.p.) or saline (0.9 % NaCl,
1 ml/kg, i.p.), spaced 24 h apart. Thirty minutes after the second GM1 or saline
injection, they were sacrificed by decapitation and their brains were rapidly removed
and used for biochemical assays. Catalase activity and content of hemoglobin were
analyzed in hippocampus, cortex and striatum and blood of rats.

GM1 administration increased catalase activity and hemoglobin content in brain
samples, but had no effect on blood catalase activity. GM1-induced increase of catalase
activity and the content of hemoglobin were abolished by transcardiac perfusion with
heparinized ice-cold saline. Brain catalase activity in the absence of erythrocytes,
estimated by regression analysis of data from perfused and non-perfused animals, was
not altered by the systemic injection of GM1. Moreover, the addition of GM1 (100 —
1000 uM) did not increase catalase activity in slices of cerebral cortex in vitro, further
suggesting that an intact vascular system is required for the facilitatory effect of GM1
on brain catalase activity. The vasodilatory effect of GM1 was confirmed in vivo, since
the systemic injection of GM1 (50 mg/kg, i.p.) increased (1.5-2.5 times) the width of
pial vessels.

In summary, in this study we showed that vasodilation underlies the GMI-
induced increase of catalase activity in brain homogenates. We suggest that erythrocyte
catalase activity may play an important antioxidant role in the central nervous system,
and that the adjunct therapy with GM1 may be of value in clinical conditions in which
increased blood flow is associated to a better prognosis, such as obstructive vascular
and neurodegenerative diseases.
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1 INTRODUCAO



1.1 Gangliosideos

1.1.1. Histoérico

Os gangliosideos foram primeiramente identificados na década de 30, por Ernest
Klenk, que sugeriu o nome gangliosideos devido a associagdo destes compostos com a
matéria cinzenta do tecido cerebral, ou também chamada de Gangliozellen (Klenk,
1935). Durante os anos de 1950 e 1960, um grande nimero de estudos confirmou a
abundancia dos gangliosideos no cérebro e células neurais (neurdnios e glia) (Derry &
Wolf, 1967; Svennerholm, 1956), e a onipresenca dos gangliosideos em todos os tipos
de células sugere que eles sdo importantes na fisiologia celular. Sendo assim, sua alta
concentracdo em neurdnios em desenvolvimento e neurdnios adultos, maior que 10% do
conteddo lipidico total, indica um papel critico dos gangliosideos no sistema nervoso

(Leeden, 1978).

1.1.2. Estrutura quimica e nomenclatura

Gangliosideos sao classificados como glicoesfingolipidios cujo componente
caracteristico da molécula € o acido sidlico. O nimero de residuos de dcido sidlico por
molécula de gangliosideo varia de 1 a 7. O 4cido sidlico mais abundante entre os
gangliosideos cerebrais € o N-acetil-neuraminico, mas também pode ser o N-glicolil-
neuraminico (Yu & Saito, 1992). O gangliosideo GM1 (GM1), que serd estudado neste
trabalho, contém um residuo de 4cido sidlico e quatro acgucares neutros. Os residuos de
acido sidlico se encontram unidos a oligossacarideos neutros através de ligacdes o-
glicosidicas, sendo que estes residuos de agucares neutros podem ser: a glicose, a
galactose, a N-acetilglicosamina, a N-acetilgalactosamina e a fucose, que em diferentes
combinacdes conferem heterogeneidade aos diferentes tipos de gangliosideos

(Svennerholm, 1994).



Os gangliosideos sdo classificados em diferentes séries (hemato, ganglio, lacto,
globo, gala, neolacto, isoglobo), baseado na seqiiéncia de oligossacarideos ligados a
base ceramida, sendo que os gangliosideos que predominam no tecido nervoso
pertencem a série ganglio (Tettamanti & Riboni, 1993). A porc¢do oligossacaridica liga-
se, por meio de uma ligacdo a-glicosidica, a uma ceramida, que é constituida de uma
cadeia longa de 4cido graxo e uma esfingosina (Tettamanti & Riboni, 1993).

Atualmente, a nomenclatura utilizada para designar os diferentes tipos de
gangliosideos é aquela proposta por Svennerholm (1963). Segundo essa classificacao,
os gangliosideos sdo designados pela letra G seguida de M (monossialo-), D (dissialo-),
T (trissialo-), Q (tetrassialo), P (pentassialo-), H (hexassialo-) ou S (heptassialo-) de
acordo com o ndmero de residuos de dcido sidlico (1 a 7, respectivamente) seguido de
um ndmero que, por convencdo, € a subtracdo da quantidade de residuos de agucares
neutros presentes na molécula, do nimero 5 (Figura 1). Finalmente, adiciona-se a letra a
ou b para indicar a configuracdo do isdmero quando for o caso. Assim, o GMI,
considerado o protétipo do grupo, pertence a série ganglio e € constituido por um

residuo de 4cido sidlico e quatro agucares neutros (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura quimica do Monossialotetra-hexosilgangliosideo (GM1).

Fonte: Adaptado de Mocchetti, 2005.

1.1.3. Localizacao

Os gangliosideos sdo componentes das membranas plasmdticas, localizando-se
principalmente na parte externa dessas membranas (Hakomori, 1981) de todos os
tecidos de vertebrados (Ledeen & Yu, 1982), concentrando-se mais no sistema nervoso
(Wiegandt, 1985), onde representam cerca de 10 a 12% do conteddo total de lipidios
(Ledeen, 1978). No cérebro de mamiferos os gangliosideos predominantes sdao o GM1,
o GDla, o GD1b o GT1b e o GQ1b, os quais correspondem de 80 a 90% do total de
gangliosideos (Ando et al., 1978). No tecido nervoso dos vertebrados, os gangliosideos
estdo localizados assimetricamente na camada externa da membrana plasmética, com a
porc¢do oligossacaridica exposta na superficie extracelular e a por¢dao ceramida inserida
na membrana, em contato com os varios componentes lipidicos e protéicos (Tettamanti

& Riboni, 1993). Devido a essa distribuicdo assimétrica, e também a sua diversidade



quimica, os gangliosideos estdo sujeitos a interacdes com moléculas sinalizadoras
extracelulares (Dal Toso et al., 1988).

Embora estejam presentes em toda a superficie neuronal, os gangliosideos se
encontram mais concentrados na regido sindptica (Hansson et al., 1977; Yu & Saito,
1989), sendo sintetizados no corpo celular do neurdnio e posteriormente transferidos
para locais apropriados pelo sistema de transporte axonal (Forman & Ledeen, 1972).
Portanto, uma pequena quantidade dessas substincias localiza-se intracelularmente,
ligada as organelas responsdveis pelo transporte intracelular e metabolismo e aos

carreadores protéicos soldveis (Sonnino et al., 1979).

1.1.4. Funcoes dos gangliosideos

O fato de haver uma alta concentracdo de gangliosideos no tecido nervoso em
comparacdo a outros tecidos sugere que eles sirvam a um propdésito especifico neste
tecido (Leeden, 1978). Muitos estudos sugerem a participacdo dos gangliosideos no
desenvolvimento neuronal, na sinaptogénese e transmissao sindptica, e acredita-se que
eles exercam seu papel biolégico por dois mecanismos: (1) atuando como receptores,
podendo interagir com outras células, com a matriz extracelular ou com substancias
exdgenas e (2) atuando como moduladores de proteinas funcionais de membrana, tais
como receptores de fatores tréficos e transportadores (Hakomori et al., 1981, 1990).
Dentre as acdes endégenas propostas para os gangliosideos foi sugerida a participacao
dessas substancias nos processos de crescimento, reconhecimento e diferenciacdo
celular (Hakomori et al., 1981). Aumentos significativos no conteiido dos principais
gangliosideos durante alguns estigios da diferenciacio neuronal sugerem uma
necessidade funcional dessas substincias nos processos de neuritogénese e

sinaptogénese (Vanier et al., 1971). Estudos tém mostrado que, quando administrados



em cultura de neur6nios in vitro, os gangliosideos promovem efeitos neuronotréficos
(relacionados a sobrevivéncia e manutencdo do neur6nio) e neuritogénicos (que
envolvem aumento no ndmero, tamanho e/ou ramificacdo dos processos neuronais,
Ledeen, 1984). As propriedades neuritogénicas e neurotréficas das gangliosideos podem
estar relacionadas a potencializacdo da acdo do fator de crescimento neural (NGF)
promovida por estas substancias. O mecanismo pelos quais os gangliosideos
potencializam as acdes do NGF ainda € controverso. Gonatas e colaboradores (1983)
sugeriram que esses glicoesfingolipidios exerceriam seus efeitos apds a internalizacdo
do NGF pela célula. Por outro lado, Mutoh e colaboradores (1995) verificaram que o
GM1 associa-se diretamente com o receptor para NGF (TRK), e regula sua fun¢do. Em
outro estudo foi sugerido que, além da ativacdo do receptor de NGF, o GM1 promoveria
a fosforilacdo das proteinas de transducdo de sinal responsivas ao NGF (Rabin &
Mocchetti, 1995), e também a restauracao dos niveis de NGF e RNAm para NGF no
cortex, hipocampo e estriado de cérebro de ratos adultos (Duchemin et al., 1997).

Com base nesses estudos, acredita-se que o crescimento e a maturagdo do SNC
parecem ser particularmente influenciados por esses glicoesfingolipidios, uma vez que a
concentracdo e a topografia de certos tipos de gangliosideos sofrem importantes
mudancas durante o desenvolvimento cerebral (Karpiak & Mahadik, 1990). Além disso,
foi proposto que gangliosideos individuais podem ser usados como marcadores dos
estdgios de diferenciacdo celular, sendo que o GD3 e o GD2 estdo relacionados com a
proliferacdo celular; o GT1la, GT1c, GQIlc e o GPlc com o crescimento dos neuritos e
arborizacdo; o0 GDla e o GT1b com a formacdo das sinapses e 0 GM1 e o GM4 com a
mieliniza¢do (Rahmann, 1995).

A presenca de altas concentracdes de gangliosideos nas terminacdes sindpticas

N

levou a investigacdo de um possivel papel dessas substincias na neurotransmissao
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(Hadjiconstantinou & Neff, 1998a). De fato, foi verificado que os gangliosideos
localizados nos terminais sindpticos ligam cdlcio com grande afinidade e, portanto,
seriam candidatos a carreadores do cdlcio necessdario para a liberacdo de
neurotransmissores (Svennerholm, 1980). Além disso, Ando (1997) mostrou que os
gangliosideos GM1 e GQ1b sdo capazes de aumentar o influxo de fons cdlcio (Ca™) em
sinaptossomas, indicando que os gangliosideos modulam os processos eletroquimicos
de transmissao e, provavelmente, o armazenamento de informagdes no sistema nervoso
central (Rahmann, 1995).

Além disso, foi proposto que os efeitos neuroprotetores do GM1 podem ser
mediados, pelo menos em parte, por tirosinas quinases (Hakomori & Igarashi, 1993)
associadas com receptores de fatores de crescimento, assim como, a proteina quinase C.
O GMI1 nao s6 mimetiza, mas também potencializa a acdo de neurotrofinas em alguns
sistemas neuronais in vivo (Hadjiconstantinou & Neff, 1998a; 1998b). A fosforilacdo
dos receptores de tirosina quinases (Trk) e sua ativacdo no cérebro in situ e in vivo,
iniciam a transducdo de sinal que resulta na ativacdo das quinases ERK1 e ERK2
(Singleton et al., 2000; Duchemin, et al., 2002; Mo et al., 2005). Farooqui e
colaboradores (1997) concluiram que os efeitos neurotréficos exercidos pelo GM1 se
devem a facilitacao da dimerizacdo e conseqiiente ativagao dos receptores de tirosina
quinase do tipo A (TrkA). Contudo, atualmente sabe-se que o GM1 induz a ativacao dos
trés tipos de receptores para neurotrofinas: TrkA>TrkC>TrkB (Duchemin et al., 2002).
Além disso, foi proposto que os gangliosideos sdo inibidores da PKC e impedem a
translocac@o da enzima do citosol para a membrana, e seus efeitos protetores poderiam
ser explicados pela inibi¢do da translocagdo e conseqiiente ativagdo da PKC (Vaccarino

et al., 1987; Favaron et al., 1988).

11



Diversos efeitos também foram atribuidos aos gangliosideos sobre a plasticidade
da transmissao sindptica. O tratamento com gangliosideo promove a recuperacdao do
sistema dopaminérgico (Toffano et al., 1983; Raiteri et al., 1985) contra o
parkinsonismo experimental induzido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina
(MPTP), aumentando a sintese de dopamina (Toffano et al., 1983) e restaurando o
conteido deste neurotransmissor (Hadjiconstantinou et al., 1986; Weihmuller et al.,
1988; Fazzini et al., 1990; Schneider, 1992; Schneider & DiStefano, 1995). De fato, o
GM1 aumenta a atividade da tirosina hidroxilase e promove a recuperacao do déficits
comportamental apresentado em decorréncia do tratamento com MPTP em ratos e
macacos (Weihmuller et al., 1988; Fazzini et al., 1990; Schneider et al., 1992). Fusco e
colaboradores (1993) mostraram que o GMI1 protege contra a neurodegeneragcao
induzida pela exposi¢do aguda e cronica a 6-hidroxi-dopamina em culturas de células
neuronais, ressaltando a importancia deste gangliosideo em condi¢des patoldgicas que
envolvem o sistema dopaminérgico. Além do sistema dopaminérgico, existem diversos
estudos na literatura que mostram efeitos do GM1 em vdrios outros sistemas de
neurotransmissores, como o colinérgico, o noradrenérgico e o serotoninérgico
(Hadjiconstantinou e & Neff, 1998a).

Os gangliosideos exdgenos, quando adicionados a um meio de incubagdo podem
estar na forma de mondmeros, oligdbmeros ou micelas, e sua incorporacdo a células
intactas e preparacoes de membrana € altamente dependente da concentracdo do
gangliosideo no meio e do tempo de incubacdo (Saqr et al, 1993). Quando
administrados sistemicamente, muito pouco da dose € capaz de ultrapassar a barreira
hemato-encefalica, sendo que somente 1 a 3% de GM1 atinge o sistema nervoso central
(Orlando et al., 1979; Ghidoni et al., 1989). Gangliosideos semi-sintéticos como o

LIGA-20, que € um andlogo do GM1, com atividade neuroprotetora (Wu et al., 2005),
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atinge concentracdes cerebrais maiores e por periodos mais longos (Polo et al., 1994),
pois atravessam a barreira hemato-encefdlica mais eficientemente (Wells et al., 1996).

A utilizagdo clinica de gangliosideos exdgenos, especialmente do
monossialogangliosideo, tem sido proposta para uma grande diversidade de patologias
relacionadas ao sistema nervoso: lesdo de medula espinhal (Mahadik & Karpiak, 1988;
Geisler et al., 1991), neuropatias periféricas (Schneider et al., 1994), doencas cérebro-
vasculares (Carolei et al., 1991), isquemia (Lazzaro et al., 1994), hip6xia (Krajnc et al.,
1994), doengas de Parkinson (Schneider, 1998), Alzheimer (Svennerholm et al., 2002) e
traumatismo cranio-encefalico (Chen et al., 2003).

Foi proposto que os gangliosideos normalizam vérios processos metabdlicos e
aumentam a viabilidade de culturas de neurdnios expostos a altas concentragdes de
aminoacidos excitatorios (Favaron et al., 1988; Costa et al. 1993; Lazarewicz et al.,
1994). Deste modo, um possivel papel protetor dos gangliosideos na neurotoxicidade
por aminodcidos excitatérios tem sido investigado. Como esperado, o GMI1 atenua a
citotoxicidade promovida pelo L-aspartato em cultura de células cerebelares de rato
(Skaper et al., 1990), por glutamato e cainato (Favaron et al., 1988) e também por N-
metil D-aspartato (NMDA) (Facci et al., 1990). Outro estudo mostra que o tratamento
com GM1 (30 mg/kg/dia, i.p., por trés dias), reduz o aumento de aminoacidos
excitatorios no liquido de didlise apds uma lesdo isquémica (Lombardi & Moroni,
1992), e atenua a perda neuronal induzida por andxia (Skaper et al., 1989). De fato, a
administracdo de GM1 reduz o edema e melhora o metabolismo cerebral induzido por
traumatismo cranio-encefdlico (Chen et al., 2003) e o dano isquémico-hipoxico em
cérebro fetal, sem causar hipotensdo ou comprometimento metabdlico (Tan et al.,

1993). Kwak e colaboradores (2005) reportaram um aumento na expressao do GM1 no
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cortex cerebral de animais que foram submetidos a uma lesdo isquémica em relagdao ao
cortex de animais controle.

Contudo, existem poucos estudos na literatura relacionando o efeito da
administracio de GM1 sobre a microcirculagdo cerebral. Neste sentido, Tanaka e
colaboradores (1986) mostraram que o GMI1 na concentracdo de 30mg/kg, 30 minutos
ap6s uma lesdo isquémica em gatos, aumenta o fluxo sanguineo local, e reduz o dano-
isquémico. Chen e colaboradores também sugerem que o GMI melhora o fluxo
sanguineo cerebral no traumatismo cranio-encefalico, reduzindo a hipdxia, a isquemia e
peroxidacao lipidica causadas pela lesao (Chen et al., 2003).

Svennerholm e colaboradores (2002) verificaram o efeito da administragio
intracerebroventricular de GM1 em pacientes com doengca de Alzheimer, por um
periodo de um ano, e observou uma significativa melhora fisica e mental dos pacientes,
assim como uma tendéncia de aumento no fluxo sanguineo cerebral (Svennerholm et al.,
2002). Estes estudos sugerem um envolvimento do GMI1 no aumento do fluxo
sanguineo cerebral, porém nenhum estudo investigou especificamente o efeito da
administracao de GM1 sobre a circulacdo cerebral.

O GMI1 tem sido proposto como um agente anticonvulsivante, uma vez que ele
inibe a atividade epileptiforme recorrente em ratos induzida pela injec@o intracerebral
de anticorpos contra gangliosideos cerebrais (Karpiak et al., 1976; 1981) e atenua as
convulsdes induzidas por soman (Ballough et al., 1998), 4cido metilmalonico (Fighera
et al., 2003), acido glutdrico e pentilenotetrazol (Fighera et al., 2006). Entretanto, o
GMI1 nio altera as convulsdes induzidas por estimulagdo elétrica em ratos (Albertson et
al., 1987), e ndo estd bem esclarecido se seus efeitos neuroprotetores estao relacionados

com suas propriedades antioxidantes.
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Essa diversidade de situagdes nas quais o GM1 parece causar neuroprotecao
provavelmente estd relacionada a considerdvel variedade de mecanismos de acdo e de
efeitos farmacoldgicos promovidos por esse glicoesfingolipidio. Por outro lado, é
possivel que este gangliosideo atue em uma via comum a varias condi¢des/doencas,
como por exemplo, o estresse oxidativo. Nessa linha de raciocinio, tem sido sugerido
que um possivel mecanismo de neuroprotecdo do gangliosideo GM1 seja devido a sua
acdo antioxidante, tanto in vivo (Fighera et al., 2003; 2004; 2006) como in vitro (Maulik
et al., 1993; Avrova et al., 1994; 2002). De fato, o GM1 inibe a liperoxidacdo e protege
receptores e enzimas, como a Na®, K'-ATPase, contra o dano oxidativo induzido pela
isquemia (Mahadik et al., 1989) e por glutamato (Avrova et al., 2002). Entretanto, os
mecanismos pelo qual o GMI1 exerce seu efeito antioxidante ainda ndo estdo
completamente esclarecidos.

Maulik e colaboradores sugerem que esse glicoesfingolipidio tenha atividade
antioxidante direta, j4 que € capaz de neutralizar a acdo dos radicais livres, como os
radicais hidroxila e super6xido, induzidos por isquemia em miocardio de ratos in vitro
(1993). Tiurin e colaboradores (1992) sugeriram que os gangliosideos sdo inibidores da
fosfolipase A,, responsdvel pela liberacdo do 4cido araquiddonico das membranas para
posteriormente ser convertido em prostaglandinas pela ciclooxigenases, gerando assim
espécies reativas. Lazarewics e colaboradores (1994), mostraram que a administracdo de
GMI1 diminui drasticamente o conteido de prostaglandinas e eicosandides que se
acumulam no cérebro apds uma lesdo isquémica. Neste contexto, Mahadik e
colaboradores (1993) observaram que a administracdo de GM1 (10 mg/kg, i.m.)
aumenta os niveis de enzimas antioxidantes, catalase, superéxido dismutase e glutationa
peroxidase, apds uma lesdo isquémica no cortex. Estudos do nosso grupo mostraram

que a administracdo sistémica de GM1 (2 inje¢des de 50 mg/kg, i.p., separadas por um
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intervalo de 24 horas) diminui as convulsdes e a lipoperoxida¢do induzidas por
metilmalonato (Fighera et al., 2003), e a lipoperoxidacdo e carbonilacdo protéica
induzidas por dcido glutarico e pentilenotetrazol (Fighera et al., 2006), bem como
aumenta o conteido de dcido ascorbico estriatal (Fighera et al., 2003).
Interessantemente, essa mesma dose de GM1 aumentou a atividade catalasica cerebral e
reduziu a quimioluminescéncia no coértex cerebral ex vivo. No entanto, em
homogeneizado de cértex in vitro o GM1 reduziu a atividade cataldsica e nao causou
efeito significativo sobre a quimioluminescéncia (Fighera et al., 2003; 2004), mostrando
que este gangliosideo ndo tem a¢do antioxidante intrinseca em nosso modelo. Portanto,
o mecanismo pelo qual o GM1 aumenta a atividade da catalase, e seu efeito em outras

estruturas cerebrais ndo esta bem esclarecido.

16



1.2. Radicais Livres e Espécies Reativas

1.2.1. Conceito e Formacao dos Radicais Livres e Espécies Reativas

Do ponto de vista quimico, um radical livre (RL) € definido como qualquer
atomo, grupo de dtomos ou moléculas capazes de existir sob forma independente e que
contém um ou mais elétrons desemparelhados na camada de valéncia (Del Maestro,
1980; Southorn & Powis, 1988; Halliwell & Gutteridge, 1999). Portanto, os radicais
livres podem ser formados pela adicdo ou pela perda de um elétron de uma substancia
nao-radical. Entretanto, existem compostos igualmente reativos aos radicais livres que
ndo possuem elétron nao-pareado na ultima camada e, por isso ndo podem ser
classificados como radicais livres (Droge, 2002). Essas substancias sdo classificadas de
maneira mais ampla como espécies reativas do oxigénio (EAOs) ou espécies reativas de

nitrogénio (EANS).

As EAOs geralmente tém uma curta duracdo de vida e sua recombinacgdo
quimica é quase imediata. Estudos mostram que elas t€m uma forte tendéncia para
estabilizar sua Orbita externa, e captam um elétron de outro dtomo ou molécula que se

torna uma molécula radicalar (Rice-Evans & Burdon, 1993).

Uma fonte importante de RLs € o sistema de transporte de elétrons mitocondrial
(Del Maestro, 1980), sendo seu principal sitio de formag¢do o complexo citocromo b-
ubiquinona (Tyler, 1975). Na mitocondria, a enzima citocromo-oxidase promove a
redugcdo completa de uma molécula de O, em uma molécula de dgua e, para isso, sdo
necessarios quatro elétrons. Contudo, nem sempre o oxigénio se transforma diretamente
em agua, em conseqiiéncia de sua configuracdo eletronica. A molécula de oxigénio tem
forte tendéncia, durante as reacdes, em receber um elétron de cada vez formando uma

série de intermedidrios téxicos e reativos (Meneghini, 1987), tais como: radical
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superéxido (0%, o peréxido de hidrogénio (H>O;), e o radical hidroxila ("OH). O
primeiro e o ultimo destes apresentam elétrons desemparelhados e sdo classificados
como RLs, j4 o HO; ndo tem elétrons ndo-pareados na ultima camada e € classificado
como uma EAO.

O superdxido € o primeiro intermediario formado a partir da redugdo incompleta
do oxigénio molecular na formacdo da H,O (Harris, 1995), e a partir dele podem se
formar outras espécies ativas de oxigénio como o radical hidroxila e o perdéxido de
hidrogénio (Esterbauer et al., 1986). Muitos sistemas enzimdticos catalisam a reducio
do oxigénio a radical superdxido, entre eles podemos citar como exemplos: a xantina
oxidase, a aldeido oxidase, a flavina oxidase e as peroxidases (Fridovich, 1976;
McCord, 1987). Virias outras enzimas como aquelas que catalisam a formacdo de
prostaglandinas (ciclooxigenases) e leucotrienos (lipoxigenases), também sao fontes de
superéxido (Machlin & Bendich, 1987).

Em condigdes fisiolégicas, o H,O, é formado na mitocondria em funcdo da
atividade metabdlica (Chance et al., 1979). Tem sido mostrado que, em alguns 6rgdos, a
atividade celular leva a formacdo de H,0,, tanto pelos peroxissomos quanto por
enzimas citosélicas (Boveris & Chance, 1973; Chance et al., 1979). O H,0, é gerado a
partir do superéxido por meio de dismutacdo, sendo esta reacdo catalisada pela enzima
superdxido dismutase (SOD) (Fridovick, 1975; 1978). O H,0; ndo € um radical livre
por si s6, mas em altas concentragdes pode reagir com o superdxido (reacdo de Haber-
Weiss) ou com o ferro na reagdo de Fenton formando o radical hidroxila, que é

altamente reativo (Halliwel, 2001).
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1.2.2 Radicais Livres e Sistema Nervoso Central

As EAOs sao necessdrias para o funcionamento normal do organismo e sao
continuamente produzidas e neutralizadas pelo sistema de defesa antioxidante. Entretanto,
quando as espécies reativas sao produzidas em altas concentragdes, ou quando as defesas
antioxidantes sao deficientes, elas podem causar prejuizo na funcao celular, apoptose e
necrose (Bergendi et al., 1999), caracterizando o “estresse oxidativo”. Esse desequilibrio
entre a producdo celular de espécies reativas e as defesas antioxidantes pode representar
um mecanismo fundamental para o desenvolvimento de algumas patologias em seres
humanos (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Embora todos os tecidos dos organismos aerébicos possam sofrer dano oxidativo, o
sistema nervoso € o mais suscetivel as espécies reativas de oxigénio. Uma das razdes € o
seu alto consumo de O, j4 que o sistema nervoso € responsavel por aproximadamente
20% do consumo basal de O, corporal, apesar de seu peso corresponder a apenas 2% do
peso corporal. Portanto, hd uma grande quantidade de O, para uma massa de tecido
relativamente pequena (Halliwell & Gutteridge, 1999). Além disso, outros fatores também
contribuem para tornar o cérebro vulnerdvel as reacdes de oxidacdo, tais como as altas
concentracdes de lipidios poli-insaturados, que servem como substrato para peroxidacao
lipidica e a deficiéncia de mecanismos protetores antioxidantes. A baixa atividade de
enzimas antioxidantes e sua localizacao nas células gliais (Floyd & Hensley, 2002) fazem
com que os neurOnios sejam menos protegidos contra as espécies reativas geradas no
cérebro. Além disso, regides especificas do cérebro, como a substancia negra, caudato,
putamen e globo pélido possuem altas concentragdes de ferro (Andrasi, et al., 2000), que
associadas aos niveis cerebrais elevados de vitamina C (Miele et al., 1990), possibilitam a
reacdo de Fenton (Nold & Wennemers, 2004).

Sendo assim, a descoberta de novas substancias com acdo antioxidante tem desper-
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tado o interesse da medicina para o tratamento de patologias relacionadas a formacao de
radicais livres. Dentre essas substancias estd o gangliosideo GM1 (Avrova et al., 1994), um
composto com acdo neuroprotetora em modelos animais de Parkinson induzidos por
MPTP, Alzheimer e Huntigton (Weihmuller et al., 1988; Fazzini et al., 1990). Baseando-se
nestes resultados a utilizacdo de gangliosideo GM1 tem sido proposta para uma grande
diversidade de patologias relacionadas ao sistema nervoso, como lesao da medula espinhal
(Mahadik & Karpiak, 1988; Geisler et al., 1991), neuropatias periféricas (Schneider et al.,
1994) e doencas cerebrovasculares (Carolei et al., 1991).

Embora se saiba a capacidade dos gangliosideos em produzir melhora
neuroldgica e funcional clinicamente significativa e duradoura ainda nao foi
demonstrada em algumas situacdes. Estudos maiores e bem controlados, com periodos
adequados de tratamento sdo necessarios para avaliar os seus beneficios a longo prazo.
Além de controversa eficiacia, numerosos casos de Sindrome de Guillain-Barré (SGB)
ou outras formas de polineuropatia motora aguda tém sido atribuidas a terapia com
gangliosideos. Desde 1985, foram relatados, espontaneamente, na Alemanha, Itdlia e
Espanha, pelo menos 45 casos de SGB associados ao uso de produtos com
gangliosideos combinados para o tratamento de neuropatia periférica e outras desordens
neuroldgicas. Tipicamente, a SGB tem ocorrido quatro semanas apds o tratamento com
gangliosideos; embora a recuperacdo parcial ou completa em alguns pacientes tenha
sido evidente, relatam-se casos fatais. Suspeita-se que as reagdes envolvam um
mecanismo imunolégico, uma vez que os gangliosideos sdo preparados a partir de
cortex cerebral bovino.

Muitos casos de SGB também foram relacionados a terapia com
monossialogangliosideo puro, que também é extraido de cérebro bovino. A experiéncia

z

clinica com esta formulacdo, contudo, € substancialmente menor que com o0s
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gangliosideos combinados. A correlacdo entre o uso de gangliosideos e a ocorréncia da
SGB ¢ forte, sendo suportadora de uma hipétese de causa/efeito.

A eficécia incerta e o potencial dos gangliosideos para induzir complicag¢des
neuroldgicas severas, como a SGB, devem limitar sua aceitacdo e a difusdo de seu uso.
Contudo, sao necessdrias investigacdes complementares para se estabelecer uma relagao

causal definitiva.

1.2.3 Sistema de defesas antioxidantes contra as Espécies Reativas de Oxigénio

Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para evitar o acimulo de
espécies reativas de oxigénio (Halliwell, 1994), que incluem mecanismos enzimaticos e
nao-enzimaticos evitando assim o dano a lipidios, a proteinas e acidos nucléicos. As
principais enzimas antioxidantes sdo a catalase, a superéxido dismutase e a glutationa
peroxidase que evitam o actimulo de O, e de H,O,, e a conseqiiente producdo de
radicais "OH, contra o qual nfo existe nenhum sistema enzimatico especifico de defesa.

As defesas ndo-enzimdticas incluem os antioxidantes lipofilicos (tocoferdis,
carotendides e bioflavonoéides) e hidrofilicos (glutationa e ascorbato, além da albumina
sérica, do acido trico e do dcido dehidroascérbico) (Halliwell & Gutteridge, 1999; Cao

et al., 1997; Heffner & Repine, 1989).
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1.2.4 Defesas enzimaticas

1.2.4.1. Superéxido Dismutase
A superéxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1, superéxido: superoxido
oxidoredutase) € uma enzima essencial para todas as células aerdbicas, pois catalisa a

dismutacao do radical superéxido, uma importante EAO, formando H,O, e O, (Figura

2).
hd hd + _SOD
Oy~ + Oy~ + 2H" = 0, + H,0,
Figura 2 — Dismutagdo do radical superéxido formando perdxido de hidrogénio
€ 02.

Existem trés tipos de super6xido dismutase: as que contém cobre e zinco no sitio
ativo (Cu Zn-SOD) e sdo encontradas no citosol em maior quantidade, mas estdo
presentes também nos peroxissomas, lisossomas e no espaco intermembranas da
mitocondria (Fridovich, 1975); as que contém manganés (Mn-SOD) e estdo presentes na
matriz mitocondrial, que correspondem a cerca de 60% do total de enzima, visto que a
maior quantidade de O, é produzida na mitocdndria ao invés do citosol (Fisher, 1987);
e as que contém ferro, e que sdo encontradas em plantas e bactérias (Fridovich, 1975;
Chance et al., 1979), sendo que a distribui¢do regional e subcelular da SOD promovem
uma protecdo adequada contra o radical superéxido em condicdes fisiologicas. Este
grupo de enzimas catalisa a reacdo de dois radicais super6xido, com conseqiiente
formacdo de H,0O,, que € menos reativo e é degradado por outras enzimas (catalase ou
glutationa peroxidase). Essa reacdo pode acontecer espontaneamente em condigcdes

fisiol6gicas, porém quando catalisada pela SOD a velocidade de dismutacao é 10* vezes
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maior (Chance et al., 1979; Southorn & Povis, 1988). A catalase € a enzima responsavel
pela detoxificacdo do peréxido de hidrogénio formado pela SOD, sendo considerada
uma enzima neutralizadora de anions superéxido indiretamente (Wassmann et al.,

2004).

Em um estudo anterior do nosso grupo ndo foi observada diferenca na atividade
da SOD em homogeneizado de cértex apds o tratamento com GM1 (50 mg/kg, i.p.)
(Fighera et al., 2004), embora Mahadik e colaboradores (1993), utilizando outro
protocolo experimental (10 mg/kg, i.m.) reportaram um aumento no nivel das enzimas

antioxidantes ap6s uma lesao isquémica, nos animais tratados com o gangliosideo.

1.2.4.2 Glutationa Peroxidase

A glutationa peroxidase (GPx) (EC 1.11.1.9, glutationa: H,O, oxidoredutase),
quando foi descoberta por Mills em 1960, era considerada uma enzima responsdvel
apenas pela catdlise do H,O,, tal como a catalase. Hoje, esta enzima, que € encontrada
em muitos tecidos animais, é considerada um dos principais sistemas antioxidantes, pois
reage com uma variedade de hidroperéxidos organicos além do H,O, (Wendel, 1981;
Halliwell, 2001), e é responsavel pela degradac¢do do per6xido de hidrogénio no sistema
nervoso junto com a catalase. A diferenca principal entre elas estd no Km para o
substrato que € mais elevado para a catalase (Km H,O, >10mM) em relagdo a glutationa
peroxidase (Km 1uM) (Flohé & Brandt, 1969; Vetrano et al., 2005).

Ha dois tipos de GPx: a que utiliza o selénio como cofator, encontrada tanto na
mitocondria como no citosol; e a que ndo depende de selénio, encontrada no citosol e

responsavel pela metabolizacao de hidroperéxidos orgénicos.
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A GPx catalisa a reagdo de hidroperéxidos com a glutationa reduzida (GSH)
para formar glutationa oxidada (GSSG) e produto de redu¢do do hidroperéxido (Figura
3).

Fisiologicamente, a GPx atua acoplada a enzima glutationa redutase (GRd) que,
por sua vez, catalisa redu¢do de GSSG, usando NADPH como coenzima (Figura 3)

(Mills, 1960; Maiorino et al., 1990).

H,0, + 2GSH _GPxy GSSG + 2 H,O0 (A)

GSSG + NADPH + H"-GRd, 52 GSH + NADP* (B)

Figura 3 - (A) Reacdo catalisada pela GPx. O substrato também pode ser outros
hidroperéxidos além do H,O,. (B) Reacao de redugdo da GSSG pela glutationa redutase,

usando NADPH como coenzima.

Estudos prévios do nosso grupo ndao mostraram diferenca na atividade da GPx e
no conteddo de grupos tidis ndo-protéicos, em homogeneizado de cortex apds o
tratamento com GM1 (50 mg/kg, i.p.) (Fighera et al., 2004). Mahadik e colaboradores
(1993), utilizando outro protocolo experimental reportaram um aumento no nivel das
enzimas antioxidantes apds uma lesdo isquémica, sugerindo que o tratamento com GM1
protege contra danos causados por EAOs, assim como foi demonstrado por Maulik, que
os gangliosideos podem neutralizar diretamente radicais superéxido e hidroxila em

miocardio de ratos (Maulik et al., 1993).
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1.2.4.3 Catalase

A catalase (CAT) (EC 1.11.1.6; H,O, oxidoredutase) € uma proteina
homotetramérica que contém um grupo heme (Chance et al., 1979), capaz de decompor
o perdéxido de hidrogénio (H,O;) em 4dgua e oxigénio molecular (Oshino et al., 1973).

A figura 4 mostra a decomposicdo do H,O, pela catalase:

2 H,0, 2> 2H,0 + O,

Figura 4 — Rea¢ao de decomposi¢ao do peréxido de hidrogénio pela catalase.

A catalase estd presente em todos os tipos de células de mamiferos e com
excecdo dos eritrécitos, estd localizada num componente subcelular chamado
peroxissoma e no reticulo endoplasmatico (Thomas & Aust, 1985). E expressa em
varios tecidos, mas de forma heterogénea, pois tem alta atividade no figado, sangue e
rins, € em menor propor¢ao no tecido cardiaco, pulmio e cérebro (Ho et al., 2004),
(Figura 5). Mueller e colaboradores (1997) mostraram que a catalase € a enzima
responsdvel por remover cerca de 90% do perdxido de hidrogénio gerado nos eritrécitos
sugerindo um papel importante para a catalase, visto que as células sanguineas da série

vermelha estdo sob estresse oxidativo constante, devido a alta tensdo de oxigénio e

geragdo de espécies reativas formadas na auto-oxidacdo da hemoglobina.
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Figura 5: Representacdo da expressao de “blots” de RNA mensageiro (A), atividade “in
situ” (B) e “blots” de proteina (C) para a catalase em diferentes tecidos. Fonte: Ho et al.,

2004.

Devido a sua pouca expressio de RNAm no cérebro (Figura 5) ela tem sido

considerada uma enzima secunddria na neutralizacao dos radicais livres (Reiter, 1995).

No entanto, Moreno e colaboradores (1995) mostraram que neurdnios mais resistentes
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ao dano isquémico apresentaram maior imunoreatividade para a catalase, enquanto que
neurdnios mais suscetiveis ao dano mostraram menor imunoreatividade, destacando o
papel critico desta enzima contra o estresse oxidativo em patologias como a isquemia.

A catalase além de remover o H;0O,, também tem papel relevante na
detoxificag@o indireta do radical superéxido, que € convertido em H,0O, pela superéxido
dismutase, e entdo decomposto pela catalase (Wassmann et al., 2004).

A catalase é uma enzima critica na defesa das células aerébicas contra o estresse
oxidativo. Recentes estudos mostraram que a atividade da catalase € estimulada por uma
familia de proteinas tirosina-quinases, as c-Abl e Arg. Os mecanismos responsaveis pela
regulacdo da catalase sdo pouco conhecidos, mas foi mostrado que a c-Abl e Arg
fosforilam a catalase, ativando-a em resposta ao aumento dos niveis de H,O, nas células
(Cao et al., 2003a). Estes estudos indicam que c-Abl e Arg além de ativar a atividade da
catalase, representam uma via de sinalizacdo importante na regulacdo da apoptose
desencadeada pelo excesso de radicais livres (Cao et al., 2003b). Existem muitos
estudos relacionando a regulacdo da catalase por neurotrofinas, entre elas o NGF, que
por sua vez tem seu efeito potencializado por gangliosideos (Katoh-Semba et al., 1984).

Como o sistema nervoso central é especialmente vulnerdvel a isquemia e a
neurotoxicidade induzida por inibidores metabdlicos e radicais livres, nosso objetivo é
investigar o mecanismo de acdo do GM1 sobre a atividade da catalase, no hipocampo,
no cortex cerebral, no estriado e no sangue de ratos, visto que um aumento na atividade
desta enzima pode constituir uma nova estratégia no desenvolvimento de tratamentos de

diversas patologias onde o estresse oxidativo tem papel importante.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administracdo intraperitoneal do gangliosideo GM1 sobre a

atividade da catalase em cérebro de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar qual é o tempo necessdrio para o GMI1 agir sobre a atividade da
catalase no estriado, hipocampo e cortex cerebral de ratos;

- Verificar o efeito do GM1 sobre a atividade da catalase sanguinea;

- Verificar se o aumento na atividade da cataldsica induzido por GM1 se d4 por
aumento na quantidade de sangue retida nos capilares cerebrais;

- Verificar o efeito do GMI1 sobre a atividade da catalase em fatias de cortex
cerebral incubadas com GM1 em fluido cerebroespinhal artificial aerado;

- Verificar o efeito da administracdo de GM1 sobre a espessura dos vasos

sanguineos cerebrais de ratos.
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VASODILATION UNDERLIES THE INCREASE OF CATALASE

ACTIVITY INDUCED BY GM1 GANGLIOSIDE IN THE BRAIN

Abstract

Monosialoganglioside (GM1) is a glycosphingolipid present in most cell
membranes that has antioxidant and neuroprotective properties. GM1 increases
catalase activity in cerebral cortices ex vivo, but the mechanisms underlying this
effect of GM1 are not known. In the current study we investigated the effect of
GM1 (50 mg/kg, i.p.) on the content of hemoglobin and catalase activity of
hippocampus, cortex and striatum of rats. GM1 administration increased
catalase activity and hemoglobin content in brain samples, but had no effect on
blood catalase activity. GM1-induced increase of catalase activity was
abolished by transcardiac perfusion with heparinized saline. Brain catalase
activity in the absence of erythrocytes, estimated by regression analysis of data
from perfused and non-perfused animals, was not altered by the systemic
injection of GM1.  Moreover, the addition of GM1 (100 — 1000 uM) did not
increase catalase activity in slices of cerebral cortex in vitro, further suggesting
that an intact vascular system is required for the facilitatory effect of GM1 on
brain catalase activity. The vasodilatory effect of GM1 was confirmed in vivo,
since the systemic injection of GM1 (50 mg/kg, i.p.) increased (1.5-2.5 times)

the width of pial vessels.

Key words: antioxidant, GM1 ganglioside, neurodegenerative diseases,

neuroprotection, catalase, vasodilation, hippocampus, cortex, striatum.
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Introduction

Gangliosides comprehend a group of glycosphingolipids that are
components of most cell membranes. They are particularly abundant in the
brain, where they represent the major lipid constituent of the neuronal surface
[1]. Gangliosides are thought to play a modulatory role in different events
associated with cell differentiation and oncogenic transformation [2, 3], adaptive
responses [4, 5, 6, 7], memory formation [8-10] and synaptic plasticity [11, 12].
Monosialic acid ganglioside (GM1) protects the central nervous system against
various neurotoxic agents or conditions, such as aspartic acid [13], MPTP [14],
glutamic acid [15, 16], methylmalonic acid [16] and glutaric acid exposure [17],
anoxia [18, 19] and ischemia [19], Parkinson’s disease [20] and Alzheimer’s
disease [21], accompanied by an apparent absence of side effects.

The neurochemical mechanisms underlying GM1-induced
neuroprotection are not completely known, but the wide range of situations in
which GM1 is neuroprotective suggests that it may interact with common
pathways involved in the development of cell injury, such as oxidative stress. In
this line of view, there are studies showing that GM1 is an antioxidant, both in
vitro and in vivo [22, 23]. Accordingly, GM1 inhibits methylmalonic acid-induced
lipid peroxidation [16], glutaric acid-induced protein carbonylation [17] , and may
directly scavenge hydroxyl radicals and superoxide anions [24]. Further
evidence for an antioxidant role for GM1 come from the studies that have
demonstrated that systemic GM1 administration increases striatal ascorbic acid
content [16] and catalase activity in cerebral cortex homogenates ex vivo [25]. It

is particularly interesting that GM1-induced increase of catalase activity
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depends on the integrity of the cerebral tissue, since it does not occur in
homogenates in vitro. However, no study has addressed how GM1 increases
cerebral catalase activity.

Catalase (EC 1.11.1.6) is an intracellular antioxidant enzyme that
catalyzes the reaction of hydrogen peroxide to water and molecular oxygen,
and plays a significant role in the development of tolerance to oxidative stress in
vascular cells [26]. Catalase is particularly enriched in erythrocytes, where it
metabolizes 90% of the hydrogen peroxide [27]. Due to its poor expression in
the brain, catalase has been considered a secondary enzyme in controlling free
radical-induced damage in this organ [28]. On the other hand, highly
immunoreactive cells for catalase correspond to neurons known to be resistant
to ischemia-reperfusion injury, whereas weakly stained cells correspond to
neurons that are more susceptible to ischemic damage [29], indicating that
catalase may be critical to protect against oxidative stress under pathological
conditions. In this context, understanding the mechanisms underlying the GM1-
elicited increase in catalase activity in the central nervous system could be
useful in the development of new strategies for neuroprotection against
oxidative stress. Therefore, in the present study we evaluated the effect of GM1
on cerebral catalase activity ex vivo and in vitro. Moreover, the effect of
erythrocyte removal from blood vessels by transcardiac perfusion on cerebral
catalase activity of control and GM1-treated animals was evaluated, in order to
estimate the contribution of erythrocyte-derived catalase for the increase of
catalase activity in the brain induced by the systemic injection of GM1. In

addition, we investigated whether GM1 alters the content of hemoglobin in
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cerebral samples (an index of erythrocyte content in cerebral vessels) and the

width of pial vessels.

Experimental procedures

Animals and reagents

Adult male Wistar rats (270-300 g), maintained on a 12-h light/dark cycle
(lights on at 7:00), with free access to tap water and standard laboratory chow
(Guabi, Santa Maria, RS, Brazil) were used. All experimental protocols
(including statistical evaluation) were designed aiming to keep the number of
animals used to a minimum, as well as their suffering. The Ethics Committee for
animal research of the Federal University of Santa Maria approved the
experimental design. All reagents were purchased from Sigma (St. Louis, MO,
USA) and respective solutions were prepared in type | ultra pure water. GM1
ganglioside was kindly donated by TRB Pharma Laboratories, Sdo Paulo,

Brazil.

Drug administration protocol and catalase activity

The animals received either two injections of GM1 (50 mg/kg, i.p.) or
saline (0.9 % NaCl, 1 ml/kg, i.p.), spaced 24 h apart. Thirty minutes after the
second GM1 or saline injection, they were sacrificed by decapitation and their
brains were rapidly removed. The hippocampi, cerebral cortices and striata
were dissected on an inverted ice-cold Petri dish and homogenized 1:10 (w/v) in
50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0). The homogenates were
centrifuged at 27,000 g for 30 minutes at 4°C, and the supernatant was
collected for posterior assay of catalase activity. Blood samples were collected

immediately after the sacrifice into a heparinized tube. Catalase activity was
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determined by following the decomposition of 30 mM hydrogen peroxide in 50
mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) at 240 nm for 120 s [30] in a
thermostatized (37°C) Hitachi U-2001 spectrophotometer. Catalase specific
activity was expressed as first-order rate constant, k, per mg of protein [31].
Appropriate controls for non-enzymatic decomposition of hydrogen peroxide

were included in the assays.

Hemoglobin content
The content of hemoglobin in brain and slice homogenates was
spectrophotometrically estimated by the absorbance of the Soret band (405-
435 nm, multiple wavelength scan), according to Henry, 1991 [32], in a
Hitachi U-2001 double beam spectrophotometer (Hitachi Instruments

Incorporation, Schaumburg, IL, USA).

Perfusion experiments

Animals were deeply anesthetized with Equitesin (1% pentobarbital, 2%
magnesium sulfate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol, 11% ethanol; 3
ml/kg, i.p.) and transcardiacally perfused with 100 ml of cold saline solution (0.9
% NaCl, containing 1 1U/ul of heparin). Anaesthetized (non-perfused) animals
served as controls. After this procedure the brains were homogenized in

phosphate buffer, and catalase activity was determined as described above.

Linear Regression Analysis
Catalase activity data from all experiments (including the experiments

involving perfusion) were classified according to the presence or absence of
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GM1 and plotted against hemoglobin content. We calculated the y-intercept
of the two resulting regression lines [33], which represents the calculated
nervous tissue catalase activity (in the absence of hemoglobin) for each

cerebral structure.

In vitro experiments

Animals were sacrificed by decapitation and the cerebral cortex was
immediately dissected and used for the preparation of slices (400 um thick)
with a Mcllwain tissue chopper. Slices were suspended in a pregassed
(carbogen) artificial cerebrospinal fluid containing (in mM): 1.25 NaH.POy; 22
NaH>COs; 1.8 MgSOy4; 129.0 NaCl; 1.8 CaCly; 3.5 KCI; 10 D-glucose, and pH
was adjusted to 7.4 with carbogen, and incubated for 30 min at 37°C without
or with GM1 (100, 300 or 1000 uM). The concentrations of GM1 were chosen
based on previous studies that have shown significant effects of GM1 on
protein phosphorylation in striatal slices [34]. After incubation, slices were
homogenized in 1 ml of 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0),
centrifuged at 27,000 g for 30 minutes at 4°C, and the supernatant was

collected for catalase activity determination, as described above.

Width of cerebral vessels measurement

Animals were deeply anesthetized with Equitesin and had their right brain
hemisphere exposed by removal of the right parietal bone. Care was taken to
leave the dura mater intact, and the cranial window was continuously poured

with sterile physiological saline. The animals were then injected with GM1 (50
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mg/kg, i.p.) or equivalent volume of 0.9 % NaCl (1 ml/kg, i.p), and changes in
width of pial vessels were monitored using a digital video camera coupled to
a surface-contact objective (x 40), up to 30 minutes after drug administration.
The state of circulation in cerebral vessels was estimated by the change in
the width of pial vessels [35] along time, according Podoprigora et al., 2005

[36].

Protein determination
Protein content was measured colorimetrically by the method of Bradford

[37], and bovine serum albumin (1 mg/ml) was used as standard.

Statistical analysis

Brain catalase activity ex vivo were analyzed by a 2 (NaCl or GM1,
twenty-four hours before sacrifice) x 2 (NaCl or GM1, thirty minutes before
sacrifice) x 3 (hippocampus, cortex or striatum) factorial ANOVA, with the
cerebral structure treated as a within-subject factor. In those experiments
involving perfusion, catalase activity was analyzed by a 2 (NaCl or GM1, thirty
minutes before sacrifice) x 2 (perfusion or not) x 3 (hippocampus, cortex or
striatum) factorial ANOVA, with the cerebral structure treated as a within-subject
factor. Blood catalase activity was analyzed a two-way ANOVA. Post hoc
analysis was carried out by the reverse Helmert contrast test, which compares
levels of a factor with the mean of the subsequent levels of the factor. Variations
in the width of pial vessels induced by GM1 were analyzed by a 2 treatments

(NaCl or GM1) x 2 measures (before and after NaCl or GM1) ANOVA
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considering the “measures” factor as a within-subject factor. P < 0.05 was

considered significant. All data are reported as mean + S.E.M.

Results

Figure 1 shows the effect of two systemic injections of GM1 (24 hours
and 30 min before sacrifice) on catalase activity in the hippocampus, cortex and
striatum. Statistical analysis revealed a significant effect of treatment [0.9%
NaCl or 50 mg/kg of GM1 30 min before sacrifice: F(1,33)=6.85, P<0.02]
indicating that the second injection of GM1 (30 min before sacrifice) caused a
general increase in catalase activity, and a significant effect of brain structures
[F(2,66)=17.64, P<0.001]. Post hoc analysis (reverse Helmert contrast)
revealed that the cerebral cortex had the highest catalase activity among the
brain structures studied. Since the first injection of GM1 (24 hours before
sacrifice) had no effect on hippocampal, cortical or striatal catalase activity
[F(1,33)=0.10, P=0.751], the animals were injected only with a single dose of
GM1 (50 mg/kg, i.p.) 30 minutes before sacrifice in subsequent experiments.

The effect of systemic GM1 administration on blood catalase activity was
also evaluated (Table 1). Statistical analysis revealed that GM1 administration
had no effect on blood catalase activity [F(1,33)=0.02, P=0.881]. Since systemic
GM1 did not increase blood catalase activity we hypothesized that GM1
increases cerebral catalase activity by increasing the amount of erythrocytes
retained in the cerebral tissue. We measured the absorbance of the Soret band
of cerebral samples in order to assess the amount of hemoglobin (and,
consequently, erythrocytes) retained in cerebral samples. Figure 2 shows the

effect of a systemic injection of GM1 on the content of hemoglobin in cerebral
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samples. Statistical analyses revealed a significant effect of treatment [0.9%
NaCl or 50 mg/kg of GM1, i.p., 30 min before sacrifice: F(1,33)=10.33,
P<0.004], because GM1 administration (30 minutes before sacrifice) increased
significantly the content of hemoglobin in all cerebral structures; and a
significant effect of brain structure [F(2,66)=56.65, P<0.001]. Post hoc analysis
(reverse Helmert contrast) revealed that the content of hemoglobin in cortical
and striatal samples were higher than in hippocampal samples.

In order to confirm whether GM1 increased catalase activity in the brain
by increasing hemoglobin (erythrocyte) content, we investigated the effect of the
perfusion of the brain with ice-cold heparinized isotonic saline on brain catalase
activity of animals previously injected with saline or GM1. If GM1 increased
catalase activity in the brain by retaining erythrocytes in cerebral tissue,
perfusion should bring catalase activity and hemoglobin content to control
levels. Figure 3 shows the effect of transcardiac cerebral perfusion with
heparinized saline on GM1-induced increase of catalase activity in the
hippocampus, cortex and striatum. Statistical analysis revealed a significant
treatment (0.9% NaCl or 50 mg/kg GM1, 30 min before sacrifice) by
transcardiac perfusion interaction [F(1,22)=8.48, P=0.008], indicating that
perfusion reverted GM1-induced increase of catalase activity, regardless of the
cerebral structure studied. Statistical analysis also revealed a highly significant
perfusion by cerebral structure interaction [F(2,44)= 20.22, P<0.001]. Post hoc
analysis (reverse Helmert contrast) showed that the cerebral cortex had the
highest catalase activity among the brain structures studied and, consequently,

was the one which more intensely decreased catalase activity with perfusion.
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Figure 4 shows the effect of perfusion on the content of hemoglobin in
the three brain structures. Statistical analyses revealed a significant perfusion
by brain structures interaction [F(2,44)=35.92, P<0.001]. In this case, similarly
to the catalase activity, post hoc analysis (reverse Helmert contrast) revealed
that the cerebral cortex had the highest hemoglobin content among the brain
structures studied and, consequently, was the one which more intensely
decreased the amount of hemoglobin with perfusion.

Further evidence of the involvement of vasodilation in the increase of
catalase activity induced by GM1 in brain samples was obtained by determining
a regression analysis of catalase activity in the brain against the respective area
under the Soret band (hemoglobin content). The determined y-intercept for
hippocampal, cortical and striatal samples in the absence or presence of GM1
were (k (1/ (min x mg of protein)) = S.E.M.) 0.172 + 0.055 (NaCl) and 0.201 +
0.003 (GM1); 0.131 + 0.052 (NaCl) and 0.096 + 0.040 (GM1); 0.134 + 0.045
(NaCl) and 0.122 + 0.036 (GM1), respectively (Figure 5 A-C). Statistical
analysis revealed no difference between GM1 and control values.

In order to avoid the vascular effect of GM1 ex vivo and investigate
whether GM1 altered catalase activity in vitro, we investigated the effect of GM1
(100, 300 or 1000 uM) on the catalase activity of slices from cerebral cortex of
rats (Figure 6). The cerebral cortex was selected because this region presented
the highest catalase activity among those studied in the ex vivo experiments.
Interestingly, GM1 (1000 uM) decreased catalase activity in slices from cerebral
cortex [F(83,20)=3.26, P=0.043] compared to control group. The content of

hemoglobin in cortical slices was also evaluated and, as expected, statistical
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analysis revealed no significant effect of GM1 on the content of hemoglobin of
the slices (data not shown).

Finally, in order to demonstrate that an effect of GM1 on microcirculation,
we measured the width of pial vessels before and after the systemic injection of
GM1 in anesthetized rats (Figure 7 A-B). The width of pial vessels increased
1.5-2.5 times 30 minutes after the administration of GM1, compared with
baseline values [two-way ANOVA: F(1,2)=18.51, P<0.05]. The administration of

0.9% NaCl did not change the width of the pial vessels (data not shown).

Discussion

In the current study we demonstrated that administration of GM1 thirty
minutes before sacrifice increases catalase activity and the content of
hemoglobin in hippocampal, cortical and striatal samples ex vivo (Figure 1, 2).
We also showed that the removal of blood by transcardiac perfusion with
heparinized saline abolishes the GM1-induced increase in brain catalase
activity (Figure 3). Brain catalase activity in the absence of erythrocytes,
estimated by regression analysis of data from perfused and non-perfused
animals, was not altered by the systemic injection of GM1. (Figures 5A-C).
These results further indicate that GM1 does not alter striatal, hippocampal or
cortical catalase activity in the absence of erythrocytes, a finding that was
confirmed by the lack of effect of GM1 on the catalase activity of cortical slices
(in the absence of the vascular component - Figure 6). Finally, we showed that
GM1 increased the width of pial vessels, confirming the data obtained with
hemoglobin measures, and showing that vasodilation underlies the increase in

catalase activity induced by GM1 in brain samples (Figure 7A-C).
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Boveris & Chance [38], in a seminal work, were the first to envisage a
role for erythrocyte catalase activity in the detoxification of hydrogen peroxide
generated in brain cells. These authors have suggested that the hydrogen
peroxide generated in brain cells might diffuse to local blood vessels and be
metabolized by the abundant erythrocyte catalase. Since catalase activity in
blood is several times higher than in brain tissue, the presence of erythrocytes
in brain vessels could have a dramatic effect on total brain catalase activity. In
fact, in this study we showed that removing the blood sequestered in brain
vessels, before homogenizing the brain, decreases brain catalase activity in our
samples to only 30% of non-perfused control values (Figure 3). Interestingly,
the residual enzymatic catalase activity measured (without hemoglobin) in this
study is similar to the activity measured in microglia-rich cultures [31], further
suggesting that erythrocyte catalase significantly contributes to brain catalase
activity in tissue homogenates.

The transcardiac perfusion with heparinized saline abolished the effect of
GM1 on brain catalase activity (Figure 3), suggesting a role for erythrocytes in
the GM1-induced increase of brain catalase activity. In this context, it has been
shown that GM1 administration (30 mg/kg, i.v.) significantly restores local
cerebral blood flow and glucose metabolism in animals subjected to arterial
occlusion [39]. In fact, GM1 reduces brain edema and improves cerebral
metabolism after traumatic brain injury [40], a finding that may be related to its
ability to increase regional cerebral blood flow. In line with this view, GM1
improves neurological status and tends to increase cerebral blood flow in
Alzheimer’s diseased patients [41], further suggesting that vasodilation and

better perfusion may underlie the neuroprotective actions of GM1. Therefore,
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GM1 would provide not only the energetic substrates required for brain function,
but also an additional antioxidant defense system to deal with the reactive
species generated due to increased metabolic activity [42]. While the concept
that a better perfusion reinforces tissue antioxidant systems by improving
metabolic status is well established, in the current study we show that
vasodilation significantly increases catalase activity in the brain tissue, providing
a possible convergent mechanism for the neuroprotective actions of GM1.
Consequently, our results may also explain why GM1 protects against various
neurodegenerative conditions, such as anoxia [18, 19] ischemia [19], Parkinson
[20] and Alzheimer's [21] diseases, in which there is a failure in brain
antioxidant system and oxidative stress.

In summary, in this study we showed that vasodilation underlies the
GM1-induced increase of catalase activity in brain homogenates. We suggest
that erythrocyte catalase activity may play an important antioxidant role in the
central nervous system, and that the adjunct therapy with GM1 may be of value
in clinical conditions in which increased blood flow is associated to a better

prognosis, such as obstructive vascular and neurodegenerative diseases.
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Table 1

Table 1: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 24 h or 30 min before sacrifice,

on blood catalase activity. Data are mean + S.E.M. for n = 8-11 in each group.

Group Catalase activity k (1/(min x mg of protein))
NaCl - NaCl 11.06 £ 1.541
NaCl - GM1 138.12 £ 2.061
GM1 - NaCl 10.19 £ 2.035
GM1 - GM1 12.94 + 2.965
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Figure 3
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Figure5A-C
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Figure legends

Figure 1: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 24 h or 30 min before
sacrifice, on catalase activity in hippocampus, cortex and striatum ex vivo. Data

are mean + S.E.M. for n = 8-11 in each group.

Figure 2: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 24 h or 30 min before
sacrifice, on the content of hemoglobin in hippocampus, cortex and striatum ex

vivo. Data are mean + S.E.M. for n = 8-11 in each group.

Figure 3: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 30 min before sacrifice, on
catalase activity in hippocampus, cortex and striatum in perfused and non-

perfused animals ex vivo. Data are mean + S.E.M. for n = 6-7 in each group.

Figure 4: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 30 min before sacrifice, on the
content of hemoglobin in hippocampus, cortex and striatum in perfused and

non-perfused animals ex vivo. Data are mean + S.E.M. for n = 6-7 in each

group.
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Figure 5: Regression analysis of catalase activity in the brain against the
respective area under the Soret band (content of hemoglobin), in hippocampus
(5A), cortex (5B) and striatum (5C), in animals previously injected with NaCl

(solid line, 30 animals) or GM1 (50 mg/kg, i.p., dotted line, 33 animals).

Figure 6: Effect of GM1 (100, 300 or 1000 uM) on catalase activity in vitro. Data
are mean + S.E.M. for n = 6 in each group. *Indicates a significant difference

(P=0.043) compared with the control group.

Figure 7: GM1 increases the width of pial vessels. Baseline pial vessels width

(7A) and 30 minutes after administration of GM1 (50 mg/kg, i.p., 7B). Arrows

indicate vasodilated pial vessels, compared to baseline (x 40), n= 2.
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4 DISCUSSAO
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4. Discussao

A utilizagdo clinica de gangliosideos exdgenos, especialmente do
monossialogangliosideo, tem sido proposta para varias patologias do sistema nervoso,
como lesdo de medula espinhal (Mahadik & Karpiak, 1988; Geisler et al., 1991),
neuropatias periféricas (Schneider et al., 1994), doengas cérebro-vasculares (Carolei et
al., 1991), isquemia (Lazzaro et al., 1994), hipéxia (Krajnc et al., 1994), doenca de
Parkinson (Schneider et al., 1998), Alzheimer (Svennerholm et al., 2002) e traumatismo
cranio-encefdlico (Chen et al., 2003). Essa diversidade de aplicagdes clinicas
provavelmente esteja relacionada a considerdvel variedade de mecanismos de acdo e de
efeitos farmacol6gicos promovidos por este glicoesfingolipidio. Assim sendo, é possivel
que o gangliosideo GM1 atue em uma via comum a varias condi¢des/doencgas, por
exemplo, o estresse oxidativo. Nessa linha de raciocinio, tem sido sugerido que este
gangliosideo cause neuroprotec¢do devido a sua acdo antioxidante, tanto in vivo (Fighera
et al., 2003; 2004; 2006) como in vitro (Maulik et al., 1993; Avrova et al., 1994; 2002).
De fato, o GM1 inibe a liperoxidacio e protege receptores e enzimas, como a Na*, K*-
ATPase, contra o dano oxidativo induzido pela isquemia (Mahadik et al., 1989) e por
glutamato (Avrova et al., 2002). Entretanto, os mecanismos pelos quais o GM1 exerce
seu efeito antioxidante ainda nao estdo completamente esclarecidos, e foi sugerido que
ele tem atividade antioxidante direta, ja que é capaz de neutralizar a acdo dos radicais
hidroxila e superéxido, induzidos por isquemia em coracao de ratos in vitro (Maulik et
al., 1993). Neste contexto, Mahadik e colaboradores (1993) observaram que a
administracdo de GM1 (10 mg/kg, i.m.) aumenta os niveis de enzimas antioxidantes,
catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase, apds uma lesdo isquémica no
cortex. Estudos do nosso grupo mostraram que a administragdo sistémica de GM1

diminui as convulsdes e a lipoperoxidacdo induzidas por metilmalonato (Fighera et al.,
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2003), a lipoperoxidacdo e carbonilacdo protéica induzidas por &cido glutdrico e
pentilenotetrazol (Fighera et al., 2006), bem como aumenta o conteido de dacido
ascorbico estriatal (Fighera et al., 2003). Interessantemente, essa mesma dose de GM1
aumentou a atividade cataldsica cerebral e reduziu a quimioluminescéncia no cértex
cerebral ex vivo (Fighera et al., 2004). No entanto, em homogeneizado de cértex in vitro
o GMI1 reduziu a atividade cataldsica e ndo causou efeito significativo sobre a
quimioluminescéncia (Fighera et al., 2003; 2004), mostrando que o GMI1 ndo tem
atividade antioxidante intrinseca no nosso modelo. Contudo, o mecanismo pelo qual o
GM1 aumenta a atividade da catalase, assim como seu efeito em outras estruturas
cerebrais nao estd esclarecido.

A catalase (EC 1.11.1.6; H,O, oxidoredutase) é uma proteina homotetramérica
que contém um grupo heme (Chance et al., 1979), capaz de decompor o peréxido de
hidrogénio em dgua e oxigénio molecular (Oshino et al., 1973). A CAT se encontra
fundamentalmente nos peroxissomos, onde remove o H,O,, gerado pela B-oxidag¢do dos
acidos graxos ou na oxidag¢do dos alcanos, e sua atividade catalitica é o principal
processo que regula os niveis intracelulares de H,O, (Gaetani, 1989).

O H,0; ndo € um radical livre por si s, mas em altas concentragdes pode reagir
com o superdxido (reacdo de Haber-Weiss) ou com o ferro na reagdo de Fenton
formando o radical hidroxila que € altamente reativo (Halliwel, 2001). A catalase, além
de remover o H,O,, também tem papel relevante na detoxificacio indireta do radical
superdxido, que é convertido em H,O; pela superéxido dismutase, e entdo decomposto
pela catalase (Wassmann et al., 2004). A catalase € uma enzima critica na defesa das
células aerdbicas contra o estresse oxidativo. A diminui¢ao da atividade desta enzima
no cérebro pode contribuir para a vulnerabilidade neuronal (Moreno et al., 1995), e tem

sido descrito que, apesar da baixa atividade desta enzima no SNC, inibidores da catalase
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aumentam a toxicidade do oxigénio no SNC de ratos (Huckman, 1993; Zhang &
Piantadosi, 1991). Além disso, a administracdo de catalase, sozinha, ou em combinagao
com superéxido dismutase protege dreas cerebrais especificas como coértex, estriado,
hipocampo e tdlamo da injiria neuronal induzida por isquemia (Liu et al., 1989;
Matsuyama et al., 1994).

Como o sistema nervoso central é especialmente vulnerdvel a isquemia e a
neurotoxicidade induzida por inibidores metabdlicos e radicais livres, nosso objetivo foi
investigar o mecanismo de acdo do GM1 sobre a atividade da catalase, no hipocampo,
no cortex cerebral, no estriado e no sangue de ratos, visto que um aumento na atividade
desta enzima pode constituir uma nova estratégia no desenvolvimento de tratamentos de
diversas patologias nas quais o estresse oxidativo tem papel importante.

Neste trabalho, nds verificamos que a administracao de GM1 (50mg/kg, i.p.) 30
minutos antes do sacrificio aumentou a atividade da catalase nas estruturas cerebrais
estudadas (Figura 1, artigo). Nao houve efeito da primeira inje¢do (24 horas antes do
sacrificio) de GM1 sobre o aumento da atividade da catalase. A atividade da catalase no
sangue também foi analisada, e ndo foi diferente entre os grupos tratados com GM1 ou
NaCl 0,9% (Tabela 1, artigo).

Boveris & Chance (1973) sugeriram que a catalase eritrocitdria estd envolvida na
detoxificacdo do H,0O, gerado nas células cerebrais. Desta forma, o H,O, gerado no
SNC difundiria para os vasos sanguineos e seria detoxificado pela abundante catalase
eritrocitaria. A catalase é a enzima responsavel pela detoxificagdo de cerca de 90% do
H,0; no sangue, e sua atividade é maior em relacdo aos outros tecidos (Mueller, 1997).
Como o GMI ndo alterou a atividade cataldsica no sangue, decidimos investigar se o
aumento da atividade cataldsica cerebral era devido ao aumento de sangue retido nos

vasos sanguineos cerebrais. Para isso, medimos a drea da banda de Soreto nas amostras
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cerebrais para quantificar o conteido de hemoglobina e assim, a quantidade de
eritrocitos nas amostras. Verificamos que a administracio de GM1 aumentou a
quantidade de hemoglobina nas amostras cerebrais (Figura 2, artigo), fornecendo um
possivel mecanismo para o efeito do GM1 sobre a atividade cataldsica no SNC. Tendo
em vista a possivel contribuicdo dos eritrécitos retidos nos vasos sanguineos cerebrais
para aumentar a atividade catalasica no SNC por GMI1, nés estudamos o efeito da
perfusdo transcardiaca sobre o aumento da atividade cataldsica induzida por GM1. A
perfusao teve por finalidade remover os eritrocitos do hipocampo, cértex cerebral e
estriado. Se o GM1 aumentasse a atividade cataldsica cerebral por aumentar a
quantidade de eritrécitos, tal aumento deveria ser abolido pela perfusao prévia do
tecido. A perfusdo transcardiaca aboliu o aumento da atividade cataldsica induzida por
GM1 (Figura 3, artigo), causando uma reducao de 70% na atividade cataldsica, em
relacdo aos animais ndo perfundidos. De forma semelhante, o contetido de hemoglobina
foi drasticamente reduzido pela perfusdo, assim como foi abolido o efeito do GM1 de
aumentar o conteido de hemoglobina (Figura 4, artigo). Os valores de atividade da
catalase cerebral encontrados nas estruturas perfundidas sdo semelhantes aos valores
encontrados em cultura de células (Hirrlinger, 2002), fornecendo mais uma evidéncia da
importancia do componente vascular no aumento da atividade da catalase.

Sabendo do envolvimento da catalase eritrocitdria no aumento da atividade da
catalase cerebral causada pelo GMI1, nés fizemos uma andlise de regressdo linear da
atividade cataldsica versus a quantidade de hemoglobina dos animais perfundidos e ndo
perfundidos, tratados com GMI1 ou NaCl 0,9% (Figura 5SA-C, artigo). A regressao foi
realizada em cada estrutura cerebral, sendo que o valor de intercepto no eixo y

corresponde a atividade da catalase cerebral estimada para a auséncia de hemoglobina.
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O GMI nao alterou a atividade tecidual mostrando, novamente, a dependéncia da
atividade da catalase do eritrécito para o seu efeito.

Interessantemente, o GM1 ndo aumentou a atividade cataldsica nas fatias de
cortex cerebral (“slices”) (Figura 6, artigo), confirmando que este gangliosideo necessita
do sistema vascular intacto para exercer seus efeitos. Como esperado, a quantidade de
hemoglobina nas fatias de cortex cerebral ndo foi alterada por GM1 (dados nao
mostrados). Além disso, a maior concentragao testada de GM1 (1000 uM) diminuiu a
atividade cataldsica em relacdo ao grupo controle (sem GMI1) em fatias de cértex
cerebral. Estudos anteriores ja reportaram um efeito inibitério semelhante sobre a
fosforilagdio da ERK (Duchemin, 2002), pois altas concentragdes de GM1 podem
formar agregados ou micelas que dificultam sua acdo (Saqr, 1993). Como esta mesma
concentracdo inibiu cascatas de fosforilagdo, poderia também diminuir a atividade da
catalase visto que esta enzima também é controlada por cascatas de fosforilagdao
mediadas pelas quinases c-Abl e Arg (Cao et al., 2003a) por um mecanismo que nao
esteja relacionado a formacdo de micelas. Resultados anteriores do nosso grupo
mostraram que, embora 0 GM1 tenha reduzido a quimiluminescéncia e aumentado a
atividade da CAT ex vivo, ele ndo alterou a quimiluminescéncia e também diminuiu a
atividade cataldsica nas maiores concentragdes in vitro (103 - 10* nM).

No intuito de confirmar o efeito vasodilatador do GMI1, ndés medimos a
espessura dos vasos sanguineos cerebrais 30 minutos apds a sua administracdo
sist€émica. Foi observado que o GM1 (50mg/kg, i.p.) causou vasodilatacdo, aumentando
em 1,5 a 2,5 vezes a espessura dos vasos sanguineos cerebrais (Figura 7B), comparando
com a espessura basal (Figura 7A). A administracdo de NaCl 0,9%, ndo alterou a

espessura dos vasos sanguineos (dados ndo mostrados).
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Neste contexto foi mostrado que a administracdo de GM1 (30 mg/kg, i.v.)
restaura o fluxo sanguineo cerebral e o metabolismo da glicose em um modelo de
isquemia focal. De fato, o GMI1 reduz o edema e melhora o metabolismo cerebral ap6s
traumatismo cranio-encefdlico (Chen et al., 2003), o que pode ser relacionado a sua
habilidade de aumentar o fluxo sanguineo cerebral. Além disso, foi mostrado que o
GM1 melhora os parametros neuroldgicos e cognitivos, e tende a provocar um aumento
do fluxo cerebral em pacientes com doenca de Alzheimer (Svenerholm, 2002),
sugerindo que a vasodilatacio e uma melhor perfusdo podem ser responsaveis pelos
efeitos neuroprotetores do GM1.

O mecanismo pelo qual o GMI1 causa vasodilatacdo pode ser resultante da
ativacdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial, uma enzima importante no controle
da vasodilatagdo. Neste contexto, foi visto que o GMI1 induz a ativacdo de receptores
TrkC (Rabin et al., 2002, Duchemin et al., 2002), e a ativacao destes receptores provoca
um aumento na producdo de 6xido nitrico em células do endotélio cerebral (Takeo et al.,
2003). Outra possivel explicacdo para o efeito vasodilatador do GM1 pode ser seu efeito
sobre a atividade das fosfodiesterases. Higashi e colaboradores (1992) sugeriram que os
gangliosideos modulam enzimas dependentes de cdlcio-calmodulina, como a
fosfodiesterase de nucleotideos ciclicos. Sabe-se que a inibidores desta enzima induzem
o relaxamento de artérias cerebrais isoladas. Sendo assim, o GM1 ndo fornece s6 os
substratos energéticos requeridos para a funcio cerebral, mas também um sistema de
defesa antioxidante adicional, necessdrio para neutralizar as espécies reativas formadas
em decorréncia de uma atividade metabdlica aumentada (Halliwell e Guteridge, 1990).
Embora o conceito de que uma melhor perfusido reforca o sistema antioxidante por
melhorar o estado metabdlico esteja bem estabelecido, neste estudo nés mostramos que

a vasodilatacdo aumenta significativamente a atividade da catalase no cérebro,
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fornecendo um mecanismo adicional e convergente para o efeito neuroprotetor do GM1.
Consequentemente, nossos resultados também podem explicar como o GM1 protege
contra varias doencas neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, andxia e
isquemia, onde ha uma faléncia no sistema antioxidante cerebral e estresse oxidativo.
Finalmente, neste estudo mostramos que o GM1 causa vasodilatagdo, e que €
este o mecanismo pelo qual aumenta a atividade cataldsica nas amostras cerebrais.
Sugerimos, também, que a catalase eritrocitaria pode ter papel antioxidante importante
no sistema nervoso central, e que uma terapia adjunta com GM1 poderia ser tutil em
condicdes clinicas nas quais o aumento do fluxo sanguineo é associado a um melhor
progndstico, como em doencas vasculares obstrutivas e doengas neurodegenerativas.
Além disso, nés sugerimos que os trabalhos que tem por objetivo estudar o
efeito de determinada substincia sobre a atividade da catalase tecidual, realizem a
perfusdo transcardiaca para evitar a influéncia da catalase eritrocitdria, visto que ela

representa a principal enzima detoxificadora de H,O, no sangue.
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5. Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:

- A segunda inje¢cdo de GM1 (30 minutos antes do sacrificio), foi eficaz em
aumentar a atividade da catalase no hipocampo, coértex cerebral e estriado de ratos, e a
administracdo seqiiencial de GM1 nio resultou em efeito aditivo;

- A atividade da catalase sanguinea nao foi alterada pela administracao de GM1;

- A atividade da catalase cerebral aumenta com o aumento da quantidade de
eritrécitos contidos nos capilares cerebrais, pois a perfusao aboliu o efeito do GM1;

- O GMI nd@o aumentou a atividade da catalase em fatias de cdrtex cerebral
incubadas com fluido cerebroespinhal artificial aerado, e a concentragdo de 1000 uM
causou uma reducdo na atividade;

- A administracdo de GM1 aumentou a espessura dos vasos sanguineos cerebrais

(1,5 a 2,5 vezes) de ratos em relacdo ao estado basal;
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7.1 Lista de Figuras e Tabelas

CAPITULO 1

Figura 1: Estrutura quimica do Monossialotetra-hexosilgangliosideo (GM1).

Fonte: Adaptado de Mocchetti, 2005.

Figura 2: Dismutacdo do radical superéxido formando per6xido de hidrogénio e O,.
Figura 3: (A) Reacdo catalisada pela GPx. O substrato também pode ser outros
hidroperéxidos além do H;O,. (B) Reacdo de reducdo da GSSG pela glutationa
redutase, usando NADPH como coenzima.

Figura 4: Reacdo de decomposicio do peréxido de hidrogénio pela catalase.

Figura 5: Representagdo da expressao de “blots” de RNA mensageiro (A), atividade “in
situ” (B) e “blots” de proteina (C) para a catalase em diferentes tecidos. Fonte: Ho et al.,

2004.

CAPITULO 11

Figure 1: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 24 h or 30 min before sacrifice, on
catalase activity in hippocampus, cortex and striatum ex vivo. Data are mean + S.E.M.
for n = 8-11 in each group.

Figure 2: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 24 h or 30 min before sacrifice, on
the content of hemoglobin in hippocampus, cortex and striatum ex vivo. Data are mean
+ S.E.M. for n = 8-11 in each group.

Figure 3: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 30 min before sacrifice, on catalase
activity in hippocampus, cortex and striatum in perfused and non-perfused animals ex

vivo. Data are mean + S.E.M. for n = 6-7 in each group.
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Figure 4: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 30 min before sacrifice, on the
content of hemoglobin in hippocampus, cortex and striatum in perfused and non-
perfused animals ex vivo. Data are mean + S.E.M. for n = 6-7 in each group.

Figure 5: Regression analysis of catalase activity in the brain against the respective area
under the Soret band (content of hemoglobin), in hippocampus (5A), cortex (5B) and
striatum (5C), in animals previously injected with NaCl (solid line, 30 animals) or GM 1
(50 mg/kg, i.p., dotted line, 33 animals).

Figure 6: Effect of GM1 (100, 300 or 1000 uM) on catalase activity in vitro. Data are
mean + S.E.M. for n = 6 in each group. *Indicates a significant difference (P=0.043)
compared with the control group.

Figure 7: GM1 increases the width of pial vessels. Baseline pial vessels width (7A) and
30 minutes after administration of GM1 (50 mg/kg, i.p., 7B). Arrows indicate
vasodilated pial vessels, compared to baseline (x 40), n= 2.

Table 1: Effect of GM1 (50 mg/kg, i.p.), injected 24 h or 30 min before sacrifice, on

blood catalase activity. Data are mean + S.E.M. for n = 8-11 in each group.

CAPITULO III

Tabela 1: Efeito do GM1 (100; 300 ou 1000uM) sobre o contetido de hemoglobina nas
fatias de cortex cerebral (“slices”). Dados sdao expressos como média + erro padrdo para
n = 6 em cada grupo.

Figura 1: Representacao do Scan de uma amostra de sangue (A), cérebro (B) e de uma
amostra de cérebro de um animal perfundido (C). A area pontilhada corresponde a drea

da Banda de Soreto.
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7.2 Dados nao mostrados

Tabela 1: Efeito do GM1 (100; 300 ou 1000uM) sobre o contetido de hemoglobina nas
fatias de cortex cerebral (“slices”). Dados sdo expressos como média + erro padrdo para

n =6 em cada grupo.

Grupo Contetudo de Hemoglobina/mg proteina
Controle 0.86 £ 0.03
GM1 100uM 0.96 £ 0.03
GM1 300uM 0.94 +0.03
GM1 1000uM 0.92+0.10
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Figura 1: Representacao do Scan de uma amostra de sangue (A), cérebro (B) e de

uma amostra de cérebro de um animal perfundido (C). A area pontilhada corresponde
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7.3 Trabalhos desenvolvidos no periodo nao relacionados a
Dissertacao:

- Alpha- tocopherol protects against pentylenotetrazol- and methylmalonate-
induced convulsions. RIBEIRO, Marinei Cristina Pereira; AVILA, Daiana Silva de;
SCHNEIDER, Carmen Matiauda; HERMES, Fernando Sthal; FURIAN, Ana Flavia;
OLIVEIRA, Mauro Schneider; RUBIN, Maribel Antonello;, LEHMANN,Martina;
KRIEGLSTEIN, Josef; MELLO, Carlos Fernando de. Epilepsy Resarch
(ISSN/ISBN: 0920-1211), v. 66, n. 1-3, p. 185-194, 2005.

- Nitric oxide is involved in the memory facilitation induced by spermidine in
rats. GUERRA, Gustavo Petri; MELLO, Carlos Fernando; SAUZEM, Patricia Dutra;
BERLESE, Daiane Bolzan; FURIAN, Ana Flavia; TABARELLI, Zuleica; RUBIN,
Maribel Antonello. Psychopharmacology (ISSN/ISBN: 00333158) v. 186, p. 150-
158, 2006.

- GM1 ganglioside prevents seizures, Na+,K+ -ATPase activity inibition and
oxidative stress induced by glutaric acid and pentilenotetrazol. FIGHERA, Michele
Rechia; ROYES, Luiz Fernando Freire; FURIAN, Ana Flavia; OLIVEIRA, Mauro
Schneider; FIORENZA, Natalia Gindri; FRUSSA FILHO, Roberto; PETRY, Joao
Carlos; COELHO, Rafael Correa; MELLO, Carlos Fernando de. Neurobiology of
Disease (ISSN/ISBN: 09699961), v. 22, p. 611-623, 2006.

- Effectiveness of creatine monohydrate on seizures and  oxidative damage
induced by methylmalonate. ROYES, Luiz Fernando Freire; FIGHERA, Michele
Rechia; FURIAN, Ana Flavia; OLIVEIRA, Mauro Schneider; FIORENZA, Natalia
Gindri; MYSKIW, Jociane de Carvalho; PETRY, Jodao Carlos; COELHO, Rafael
Correa; MELLO, Carlos Fernando de. Pharmacology Biochemistry and Behavior
(ISSN/ISBN: 00913057), v. 83, p. 136-144, 2006.

- Methylene blue prevents methylmalonate-induced seizures and oxidative
damage in rat striatum. FURIAN, Ana Fldvia; FIGHERA, Michele Rechia;
OLIVEIRA, Mauro Schneider; FERREIRA, Ana Paula de Oliveira; FIORENZA,
Natalia Gindri; MYSKIW, Jociane de Carvalho; PETRY, Jodo Carlos; COELHO,
Rafael Correa; MELLO, Carlos Fernando de; ROYES, Luiz Fernando Freire.
Neurochemistry International (ISSN/ISBN: 0197-0186), v. p. in press, 2006.

- The role of nitric oxide on the convulsive behavior and oxidative stress induced
by methylmalonate: an electroencephalographic and neurochemical study. ROYES,
Luiz Fernando Freire; FIGHERA, Michele Rechia; FURIAN, Ana Flavia;
OLIVEIRA, Mauro Schneider; FIORENZA, Natalia Gindri; PETRY, Jodo Carlos;
COELHO, Rafael Correa; MELLO, Carlos Fernando de. Epilepsy Research
(ISSN/ISBN: 0920-1211), v., n., p. in press, 2006.
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