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Introducao e Objetivos

A Acidemia Glutarica tipo | (AG I) € uma doenca autossOmica recessiva neurodegenerativa causada pela deficiéncia da enzima glutaril-CoA
desidrogenase (GCDH), que participa da rota de catabolismo dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofano. O bloqueio dessa rota pelo defejto
enzimatico leva ao acumulo predominante dos acidos glutarico (AG) e 3-hidroxiglutarico (3-HG) nos tecidos e liquidos biologicos dos pacientes,
provocando leucoencefalopatia progressiva cortical e degeneracao estriatal aguda. (Goodman et al., 1977). A fisiopatologia da AG-l ainda é
desconhecida e o papel da excitotoxicidade é controverso. Portanto, no presente estudo avaliamos a histologia e a expressao génica de receptores
glutamatérgicos (rGLU) do tipo NMDA (em cértex cerebral e estriado de camundongos selvagens (Gedh*/*) e nocautes (Gedh””) para a enzima GCDH.

Materiais e Métodos

Para avaliar histologicamente os cérebros dos camundongos de 30 e 60 dias de vida, os animais foram sacrificados e as estruturas dissecadas e fixad
em paraformaldeido para sucessivamente passar por etapas de producao da lamina e coradas com hematoxilina-eosina (HE). Quanto a avaliacao
expressao génica dos genes que codificam as subunidades dos receptores NMDA (NR1, NR2A e NR2B), AMPA (GluR2) e cainato (GluR6), o RNA total
extraido do cortex cerebral e estriado através do kit RNeasy (QIAGEN, Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante. O cDNA
sintetizado por transcricao reversa, utilizando SuperScript® Ill First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). A expressao do R
foi quantificada por PCR em tempo real e determinado pelo método AA Ct, de acordo com Livak e Schmittgen (2001), utilizando camundongos nocaut
como calibradores. Os valores de expressao do gene alvo foram normalizados pela expressao de controle endogeno da beta-actina utilizando sond

TagMan (Tabela 01).

Resultados

Nossos resultados demonstraram que houve superexpressao das subunidades dos rGLU do tipo NMDA (NR1, NR2A e NR2B) em cortex cerebral
estriado dos animais de 30 dias (Figura 01), enquanto que nos animais de 60 dias todos os receptores foram superexpressos (NMDA, AMPA e cainat
também em ambas estruturas (Figura 02). Além disso, os animais de 30 dias nao apresentaram diferencas estruturais em cortex cerebral e estriac
(Figuras 03), enquanto que os animais Gedh”- de 60 dias apresentaram vacuolizacdes e neurdnios picnéticos no cortex cerebral (Figura 04) .

Receptor Gene  Numerodeensaio Taghela 01. Numero de ensaios utilizados
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das subunidades do receptor de
NR2B Grin2B MmO00433820 m1l . .
glutamato (Applied Biosystems).
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GluR& Grik2 MmO0O0599860 m1l
B-actin Actb MmOO0B60/939_=1 o :
A - R B
A Cértex Cerebral B Estriado
2 15+ - . ! 4+ ; — 53
2 o0 I Bl Gedh K o £ Geen T | . : .
i:’ o g_ g = . |
g = 43 : |
T ¥ 2 i | |
L o e . . | |
NR1 NRZA NR28 GluR2 GRS NR1 NR2A NR28 GIuR2 GIuR6 . . — ;
Figura 03. Corte histologico de cortex cerebral de

camundongos 30 dias Gedh*/* e Gedh”- corados com HE.
A) Gedh'/* — 10x; B) Gedh”- — 10x; C) Gedh*/* — 20x:
D) Gedh/- — 20x.

Figura 01. Niveis de expressao de mRNA de receptores glutamatérgicos
em coértex cerebral e estriado em camundongos tipo Gecdh*/* e Gedh”-
com 30 dias de vida. A) Cortex Cerebral e B) estriado. * p < 0.05 e ** p <
0.01 em relacdo ao Gedh*/* (teste t de Student para amostras n3o

pareadas).
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Figura 02. Os niveis de expressao de mRNA de glutamatérgicos no cortex Sl AT | e

cerebral e estriado em camundongos tipo selvagem Gcdh** e Gcdh” eTm AV S SRR I [ O S e i
com 60 dias de vida. A) Cortex Cerebral e B) estriado. * p < 0.01 e ** p < ‘ S ‘ ' |
0.001 em relacdo ao Gcdh*/* (teste t de Student para amostras ndo Figura 04. Corte histologico de cortex cerebral de

camundongos 60 dias corados com HE. A) Gedh*/* -

pareadas).
10x; B) Gedh” — 10x. C) Gedh*/* — 40x D) Gedh”/~— 40x

Conclusoes
Os resultados encontrados, como a expressao elevada dos receptores glutamatérgicos - principalmente em animais de 60 dias - somada as alteraco
estruturais nesse mesmo tempo, sugerem que essas alteracoes possam estar envolvidas na fisiopatologia da AG-Il, explicando, ao menos em parte,

vulnerabilidade dessas estruturas cerebrais ao dano encontrado em pacientes afetados por essa doenca.
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