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RESUMO

A acidemia glutarica tipo | (AG I) € um erro inato do metabolismo de
herangca autossdmica recessiva que se caracteriza bioquimicamente pela
deficiéncia da atividade da enzima glutaril-CoA desidrogenase da rota de
degradacgédo dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofanio. O bloqueio da rota
na conversao de glutaril-CoA a crotonil-CoA e resultante da deficiéncia enzimatica
leva ao acumulo tecidual e aumento da concentragdo nos liquidos bioldgicos
predominantemente dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico e, em alguns casos,
do acido glutacénico. Os pacientes afetados apresentam sintomas neurologicos
especialmente apds crises encefalopaticas, comuns no primeiro ano de vida, em
que ocorre necrose bilateral dos ganglios da base, degeneragao do globo palido e
da substancia branca. Tendo em vista que a patogénese do dano cerebral na AG |
€ pouco conhecida e que as lesdes do SNC dos pacientes muito se assemelham
as lesbes devido a excitotoxicidade, no presente estudo investigamos a agédo dos
acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre alguns parametros neuroquimicos
envolvendo o sistema glutamatérgico em coértex cerebral e astrécitos cultivados
de cértex cerebral de ratos. Alguns desses parametros ja haviam sido testados
previamente com o acido glutarico. Observamos que o acido 3-hidroxiglutarico, em
concentragbes de 10 uM a 1 mM, n&o alterou a captacdo de L-[3H]glutamato por
preparagdes sinaptossomais. Verificamos também que os acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico, nas mesmas concentragdes, nado alteraram a liberacdo do L-
[PH]glutamato por estas estruturas em condicdes basais ou estimuladas
(despolarizadas) por potassio (20 mM e 40 mM). J& nos ensaios de unido do L-
[°H] glutamato a membranas plasmaticas, o acido 3-hidroxiglutarico inibiu a unido
do neurotransmissor em meio de incubagdo sem soédio e cloreto (sitios
receptores), quando em baixas concentragdes (1 uM a 100 uM), enquanto nao
alterou esta uniao em altas concentragdes (500 uM a 2 mM). Na presenca de alto
sodio (sitios transportadores), ambos os acidos inibiram a unido de L-

[’H]glutamato em todas as concentracdes testadas (10 uM a 1 mM). Outros
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experimentos demonstraram que o acido 3-hidroxiglutarico nao alterou a
captacdo vesicular de L-[°H]glutamato. Avaliamos também a influéncia dos &cidos
glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre a captagao de L-[3H]glutamato por astrocitos
cultivados de cértex cerebral. Inicialmente verificamos a viabilidade destas células
na presengca dos acidos pelo teste do MTT que reflete a atividade das
desidrogenases mitocondriais e também pela liberagdo de lactato desidrogenase
para o meio de incubagédo. Na concentragdo de 1 mM , os acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico ndo se mostraram citotdxicos para estas células. Por outro lado,
quando incubados por 60 minutos, nas concentragbes de 50 uM e 1mM,

aumentaram significativamente a captacéo de L-[3H]glutamato pelos astrdcitos.



ABSTRACT

Glutaric acidemia type | (GA |) is an autossomic recessive inborn error of
metabolism biochemically characterized by deficient activity of glutaryl-coA
dehydrogenase, an enzyme from the pathway of lysine, hydroxylysine and
triptophan degradation. The blockage of the conversion of glutaryl-CoA to crotonyl-
CoA results in the tissue accumulation of predominantly glutaric and
hydroxyglutaric acids, and sometimes of glutaconic acid as well. The affected
patients present essentially neurologic symptoms especially after encephalopatic
crises, frequent in the first year of life, in which bilateral necrosis of the basal
ganglia, of the pallidum globus and the white matter occur. Since the pathogenesis
of the brain damage in this disorder is poorly known and the cerebral lesions
resemble those of excitotoxicity, in the present study we investigated the effect of
glutaric and 3-hydroxyglutaric acids on some neurochemical parameters involving
the glutamatergic system in cerebral cortex and astrocytes from cerebralcortex of
rats. Some of these parameters have been already tested with glutaric acid. We
observed that 10 pl to 1 mM 3-hydroxyglutaric acid did not change L-[3H]
glutamate uptake by synaptosomal preparations. In addition, glutaric acid and 3-
hydroxyglutaric acids at the same concentrations did not alter L-[3H] glutamate
basal and stimulated (in the presence of 20 mM to 40 mM KCI) release from
synaptosomal preparations. Moreover, 3-hydroxyglutaric acid at low concentrations
(1 uM to 100 uM) inhibited L-[3H] glutamate binding in the absence of sodium and
chloride (receptor sites), with no effect at high concentrations (500 uM to 2 mM). In
the presence of sodium (transporter sites), glutaric and 3-hydroxyglutaric acids
inhibited L-[3H] glutamate binding in all tested concentrations (10 uM to 2 mM).
Other experiments demonstrated that 3-hydroxyglutaric acid did not alter vesicular
L-[3H] glutamate uptake. We also evaluated the effect of the two metabolites on L-
[3H] glutamate uptake by cultured astrocytes from cerebral cortex. Initially, we
tested the viability of these cells in the presence of glutaric and 3-hydroxyglutaric
acids by the MTT test which measures mitochondrial dehydrogenase activities and

by lactate dehydrogenase release to the incubation medium. Both acids at 1 mM
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concentration were shown not to be cytotoxic. On the other hand, when
incubated for 60 min, both acids significantly increased L-[3H] glutamate uptake by

astrocytes.

Xil



| -INTRODUGAO

I.1- Erros inatos do metabolismo

1.1.1- Historico

Em 1908 o inglés Archibal Garrod introduziu o termo erros inatos do
metabolismo (EIM) quando observou casos de alcaptonuria, cistinuria, pentosuria
e albinismo. Graduado em quimica e medicina, estudou pacientes que excretavam
pela urina quantidades aumentadas de varias substancias. Garrod propbs que a
excrecdo urinaria aumentada dessas substéncias era devido ao seu acumulo no
organismo causado por um bloqueio parcial ou total na sua oxidagdo por
deficiéncia de uma proteina responsavel por uma reacao especifica em uma rota

metabdlica.

Essas doengas geralmente ocorriam em irmaos, filhos de pais normais e
consanguineos, sugerindo um modelo de heranga autossémica recessiva,
conforme as Leis de Mendel. A correlagédo entre sintese de uma proteina e um
gene especifico so foi desenvolvida por Beadle em 1945, permitindo explicar a
etiologia dos EIM a partir de mutagées nos genes das enzimas envolvidas. O
primeiro defeito enzimatico causador de uma doencga genética foi demonstrado por
Gibson em 1948. Entretanto, a hipétese de Garrod s6 foi confirmada em 1958,
quando La Du e colaboradores comprovaram a deficiéncia da oxidase do acido

homogentisico no figado de um paciente com alcaptonuria.
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1.1.2 - Conceito e classificagao dos EIM

Erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doengas na sua quase totalidade de
heranga autossOmica recessiva caracterizadas bioquimicamente pela deficiéncia
ou auséncia da atividade de uma enzima especifica de uma rota metabdlica. Além
das enzimas, outras proteinas com fungao alterada podem estar afetadas nos
EIM, como sdo os casos das proteinas de transporte, proteinas estruturais,
imunoglobulinas, horménios, etc. O individuo que possui um bloqueio em
determinada rota metabdlica usualmente apresenta disturbios no seu
desenvolvimento fisico e/ou mental, pois substancias que fazem parte dessa rota,
bloqueada por um defeito enzimatico, se acumulardo, podendo ser téxicas,
enquanto outras, essenciais ao funcionamento do organismo, poderdo nao ser
sintetizadas. Além disso, rotas alternativas também poderdo dar origem a outras

substancias possivelmente toxicas (Scriver et alli, 2001) (Figura.1).

Em 1982 os EIM foram classificados por Sinclair em quatro grupos,
conforme o tipo de fungao exercida pela enzima deficiente, o tecido envolvido,

bem como aspectos clinicos, bioquimicos, patolégicos e terapéuticos.

1. Desordens de transporte: afetam basicamente o transporte renal e/ou intestinal
de moléculas organicas ou inorganicas. Exemplos: deficiéncias de

dissacaridases, defeito no transporte de magnésio, Doenga de Hartnup.

2. Desordens de armazenamento, degradacgdo e secregdo: envolvem proteinas de
organelas celulares como o aparelho de Golgi ou os lisossomas. Ocorre o
acumulo de macromoléculas em tecidos especificos. Exemplos: doencas

lisossbmicas de depdsito, glicogenoses e cistinose.
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3. Desordens de sintese: deficiéncia na sintese de proteinas ou outras
substancias com fungdes importantes tais como hormébnios, proteinas
plasmaticas e de defesa imunoldégica. Exemplos: hiperplasia adrenal congénita

por deficiéncia da enzima 21-hidroxilase da rota da sintese do cortisol.

4. Desordens do metabolismo intermediario: se caracterizam por deficiéncias
enzimaticas das rotas do metabolismo intermediario de moléculas pequenas,
comprometendo rotas importantes, como o ciclo do acido tricarboxilico, o ciclo
da uréia, ou outras rotas. Com o bloqueio, o substrato da enzima deficiente se
acumula e o produto final da rota ndo é formado se nao houver outra rota
alternativa para sintetiza-lo. O substrato acumulado pode ser téxico, causando
alteragdes bioquimicas e dano em determinados tecidos, pois estas substancias
sdo liberadas na circulagao e transportadas para todo o organismo, onde agem.
Por outro lado, a falta de substancias essenciais ao desenvolvimento do
organismo, causadas por bloqueio metabdlico, também leva a patologias. Essas
desordens constituem a maioria dos EIM, tendo como exemplo as acidurias
organicas, as aminoacidopatias, as desordens do metabolismo das purinas, da

frutose, galactose e pentose, e outros.

tA>s B ——{C ——{D

l

tE——tF

Figura 1.1 - Consequéncia da deficiéncia ou auséncia da atividade de uma enzima pertencente a
uma rota metabdlica.

O substrato A é convertido por uma série de intermediarios no produto final D. As enzimas
que catalizam estas reagdes estao indicadas pelas flechas horizontais. Neste caso, o bloqueio é na
reacao que converte A em B. O substrato A é convertido em F por uma via alternativa. Um defeito
genético na enzima que converte A em B pode ter consequiéncias fisiopatologicas relacionadas ao
acumulo de A (precursor tdxico), ou de F (via alternativa), ou entdo a deficiéncia de D (produto), ou
alguma combinag&o destas possibilidades (Fonte: Beaudet, 1989).

1.1.3 — Sintomatologia
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Os pacientes portadores de algum tipo de erro inato do metabolismo
apresentam sintomas muito variados e inespecificos, inclusive aqueles que
possuem o mesmo disturbio. Essa variagdo fenotipica deve-se a diferentes graus
de deficiéncia enzimatica, area do metabolismo envolvida e tecidos afetados.
Algumas manifestagbes clinicas aparecem com maior frequéncia no periodo
neonatal tais como deficiéncia no crescimento, vomitos, diarréia, convulsoes,
letargia ou coma, odor peculiar na pele ou urina e dificuldade alimentar, enquanto
outras (atraso no desenvolvimento psicomotor, neurodegeneragao progressiva)

aparecem mais tardiamente (Burton,1987).

1.1.4 - Acidemias organicas

Acidemias organicas sao doengas genéticas autossdmicas recessivas
causadas por deficiéncia severa da atividade de uma enzima do metabolismo dos
aminoacidos, lipideos ou carboidratos e se caracterizam bioquimicamente pelo
acumulo tecidual de um ou mais acidos carboxilicos (Chalmers & Lawson, 1982;
Scriver et alli, 2001).

Os acidos orgénicos encontrados no organismo, além de serem oriundos de
compostos como aminoacidos, colesterol, farmacos, carboidratos e acidos graxos,
podem originar-se também de neurotransmissores, metabdlitos bacterianos e de
dietas especiais.

As acidemias organicas sdo denominadas de acordo com o acido organico
que esta aumentado nos tecidos e liquidos biolégicos dos pacientes afetados. A
acidemia glutarica tipo | € um exemplo de disturbio onde o principal acido

acumulado é o acido glutarico.

Comparativamente a outros grupos de erros inatos do metabolismo, as

acidemias organicas sao consideradas os mais frequentes disturbios metabdlicos
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hereditarios em criangas severamente enfermas (Chalmers,1980) e dos mais

freqUentes grupos de enfermidades hereditarias do metabolismo (Hoffmann,1994).
1.1.4.1 Acidemia glutarica tipo I.

A acidemia glutarica tipo | (AG I) € um erro inato do metabolismo descrito
primeiramente por Goodman e colaboradores em 1975 quando observaram que
dois irmdos apresentavam desordens severas dos movimentos e acidose
metabdlica intermitente. Esse disturbio é caracterizado como uma neuropatologia
de evolugao lenta associada a idade e regides cerebrais especificas (atrofia frontal
e temporal) que pode progredir para uma encefalopatia aguda (Kolker et alli,
2000°; Hoffmann & Zschocke,1999). A AGI se caracteriza bioquimicamente pela
deficiéncia severa da atividade da enzima glutaril-CoA desidrogenase (GCDH) (EC
1.3.99.7) da via catabdlica dos aminoacidos L-lisina, L-triptofanio e L-hidroxilisina
(Christensen & Brandt, 1978) (figura 1.2).

A enzima GCDH é uma flavoproteina mitocondrial constituida como um
homotetramero de subunidades de 43.3 KDa. Cada subunidade contém uma
molécula de FAD ligada nao-covalentemente (Goodman et alli ,1995). Os produtos
do substrato marcado sao crotonil-CoA e CO, com a formacao intermediaria do
composto glutaconil-CoA, que pode ser clivado e excretado como acido
glutacbnico ou hidratado para hidroxiglutaril-CoA (fig 1.2). Esta
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Figura 1.2: Vias catabdlicas dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofano (adaptado de
Hoffmann et alli., 1991).

ultima reagcdo ¢é catalisada pela enzima 3-metilglutaconil-CoA hidratase
mitocondrial (Hoffmann & Zschocke, 1999).

Em individuos com AG |, ambas as fases, a desidrogenagao mitocondrial de
glutaril-CoA, bem como a seguida descarboxilagdo de glutaconil-CoA para
crotonil-CoA, estdo bloqueadas (Christensen,1993; Liesert et alli,1999). Este
bloqueio causa um acumulo de acido glutarico (AG), acido 3-hidroxiglutarico (3-
OH-AG) e acido glutacdnico nos fluidos corporais (plasma, urina e liquor) e tecidos
dos pacientes afetados (Goodman et alli, 1977; Baric et alli ,1998). As
concentragbes séricas destes acidos organicos usualmente encontradas ficam
entre 5 e 400 uM (Hoffmann et alli, 1991; Merinero et alli, 1995; Hofmann et alli,
1996) mas podem alcancgar valores consideravelmente maiores (1-2 mM) durante

crises encefalopaticas agudas (Land et alli, 1992; Goodman et alli, 1997)

A acidemia glutarica tipo | € uma das mais frequentes desordens do
metabolismo dos acidos orgéanicos (Kolker et alli, 2000), tendo como prevaléncia
1:40.000 caucasianos (Superti-Furga e Hoffmann, 1997). Na Suécia tem sido
estimada uma frequéncia de 1:30.000, equivalente a frequéncia encontrada para a

fenilcetonuria nesta regido (Scriver et alli, 2001)
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1.1.4.1.1 - Manifestacoes clinicas

O quadro clinico dos pacientes com AG | € muito heterogéneo.

O curso da doenga neurologica nesta acidemia parece ser seguido de
diferentes padrbes em diferentes idades. Durante os primeiros meses de vida os
sintomas sao usualmente leves. Alguns pacientes desenvolvem-se normalmente,
enquanto outros podem apresentar hipotonia e atraso progressivo no
desenvolvimento. Entre as primeiras semanas e o quarto e quinto ano de vida,
doencgas intercorrentes tais como infecgbes virais, gastroenterites ou imunizagoes
de rotina podem precipitar uma encefalopatia aguda, freqientemente sugerindo
uma encefalite ou mais raramente uma sindrome similar a sindrome de Reye
(Amir et alli, 1989). Encefalopatias agudas nestes pacientes usualmente duram
poucos dias, mas cada episodio determina a morte neuronal com perda posterior
de habilidades motoras previamente adquiridas, bem como o aparecimento de
discinesia. Manifestagcdes de hipotonia, opistétonos, perda do controle da cabeca,
protusdo da lingua e distonia, bem como outras manifestacbes neurologicas
(convulsbes e coma) progridem lentamente com as crises encefalopaticas. A
maioria dos pacientes sofre apenas um unico episddio de encefalopatia aguda e o
periodo de maior suscetibilidade € o primeiro ano de vida (Superti-Furga e
Hoffmann, 1997). Independentemente do tipo de crise, ha uma relativa

preservacgao do intelecto e cognicéo (Scriver et alli, 2001).
A maior parte das analises laboratoriais de rotina, incluindo medida de
eletrdlitos no soro e medida de pH, sdo normais, exceto durante episddios agudos,

quando acidose, hipoglicemia, cetonemia e cetonuria, bem como hiperamonemia

podem tornar-se aparentes (Gregersen e Brandt, 1979; Aicardi et alli, 1985).

1.1.4.1.2 — Diagnéstico
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O diagnéstico precoce de AG |, bem como das demais acidemias
organicas, € muito importante pois permite um tratamento eficaz, que pode
retardar ou evitar manifestagbes neurologicas irreversiveis, permitindo que o
portador da deficiéncia permaneca com um quadro clinico estavel e até condigdes

de vida normais.

Na maioria dos casos, o diagnostico de AG | é embasado no aumento dos
acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico (3-OH-GA) na urina dos pacientes. A
identificacdo destes acidos ¢é feita por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa. A presenga do acido 3-hidroxiglutarico é fundamental
para diferenciar a acidemia glutarica tipo | da acidemia glutarica tipo Il e de outras
acidemias, pois este metabdlito s6 esta presente na urina e liquidos biolégicos dos
pacientes afetados pela AG | (Bennett et alli, 1991). Este diagndstico
discriminativo pode ser conseguido pela determinagao do 3-hidroxiglutarico por um

ensaio de diluicdo do isétopo estavel na urina (Hoffmann e Zschocke, 1999).

Um numero crescente de pacientes com AG | com elevagbes leves ou
intermitentes, bem como excre¢gdes normais de acido glutarico tém sido
identificadas (Bergman et alli, 1989; Campistol et alli, 1992; Merinero et alli, 1995;
Hoffmann et alli, 1996). Como este grupo de pacientes ndo € detectada pela
analise regular de acidos organicos, sua exata percentagem dentre os demais
pacientes com AG | é desconhecida. Para estes casos, a atividade da enzima
glutaril-coA desidrogenase em fibroblastos (ou leucdcitos) deve ser medida
sempre que a condicdo for fortemente suspeita por achados clinicos e/ou

neuroradiolégicos (Scriver et alli, 2001).

A medida da atividade da enzima glutaril-CoA desidrogenase pode ser feita
pela medida da descarboxilagdo de (1,5-'*C) Glutaril-CoA (Goodman et alli, 1975)
ou pela liberagdo de tricio de (2,3,4->H) glutaril-CoA em fibroblastos (Hyman e
Tanaka, 1984).
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A severidade dos sintomas nem sempre esta correlacionada com a
atividade residual da enzima. Ha um relato de correlagédo entre gendtipo e fendtipo
bioquimico em que mutacdes especificas com significante atividade residual da
enzima podem estar associadas com baixa excrecdo de metabdlitos em pacientes
heterozigotos que expressam uma severa mutagao em um dos alelos (Christensen
et alli, 1997); no entanto, nenhuma correlagédo adequada entre gendtipo e fenadtipo
clinico foi encontrada, de forma que a determinacdo da mutacdo alterada nao
orienta o progndstico dos pacientes afetados (Goodmann et alli, 1998; Hoffmann e
Zschocke, 1999).

Elevagbes de glutarilcarnitina identificadas em fluidos corporais dos
pacientes com AG | podem ser detectadas através da analise de acilcarnitina em
sangue usando bombardeamento rapido de atomos associado a espectrometria
de massa (MS/MS Tandem) (Ziadeh et alli, 1994). Esta tecnologia aplicada a
sangue seco impregnado em cartdes de filtro tem sido implementada em
programas de triagem neonatal; todavia, convém enfatizar que o diagndstico
especifico para a detecgcao de AG | por analises de acilcarnitinas em pacientes
com achados bioquimicos atipicos € inferior a analise quantitativa de 3-OH-
glutarico na urina (Hoffmann & Zschocke,1999). Pacientes com niveis normais de
acido glutarico também tendem a ter niveis normais de glutarilcarnitina
(Baric,1997°).

Atualmente, apesar da analise de acidos orgénicos na urina ser
fundamental para o diagndstico de AGI, a analise enzimatica de glutaril-CoA
desidrogenase ou a analise de mutagdes sdo os métodos para estabelecer o

diagnostico de AG | com certeza (tabela 1.1).
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Tabela 1.1*: Sensibilidade de marcadores diagndsticos em acidemia glutérica tipo |

Tipo de ensaio % de sensibilidade
Ensaio de glutaril-CoA desidrogenase > 99%
Analises de mutagao > 99%
Quantificagao do acido 3-OH glutarico > 98%
Analise de acilcarnitina > 97%
Quantificagdo do acido glutarico > 95%

* Fonte: Hoffmann & Zschocke, 1999.

1.1.4.1.3 — Neuropatologia

A acidemia glutarica tipo | pode ser vista como uma sindrome de
malformagédo cerebral tanto quanto uma desordem metabdlica. O prejuizo no
desenvolvimento do SNC ja se inicia no utero e em excepcionais pacientes resulta
nas principais malformacdes (ver tabela [.2). Apds a trigésima semana de
gestacdo, a maior parte das criangas afetadas mostra desenvolvimento de cabeca
hidrocefalica e s&do frequentemente macrocefdlicas no nascimento. O
desenvolvimento dos lobos frontal e particularmente dos lobos temporais é
atrofiado (operculizacdo reduzida ou atrofia frontotemporal) (Hoffmann &
Zschocke, 1999). Enquanto o termo atrofia frontotemporal €& rotineiramente
empregado, ainda € desconhecido se os pequenos lobos temporais sdo atroficos
ou hipoplasticos. Analisando as mudangas temporais neuroradiolégicas em
pacientes com AG |, Naidu e Moser (45) tém sugerido um mecanismo de edema
citotoxico (possivelmente causando macrocefalia) seguido de perda neuronal

secundaria.
Além disso, achados neuroradiolégicos mostram também um alargamento

dos espacgos subaracnéideos da regiao frontotemporal e uma difusa atenuacéo da

substancia branca periventricular (Drigo et alli, 1996; Pineda et alli, 1998). A
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significancia clinica do alargamento dos espagos com fluido subdural em
criancas com AG | é que estes espacos sado atravessados por uma sutil rede de
veias, 0 que as tornam mais propensas a sofrer hemorragias agudas subdurais,
incluindo hemorragias apés traumas de pequena intensidade na cabeca
(Hoffmann & Zschocke, 1999).

Tabela 1.2:* Patologia cerebral e 0 curso da doenga em pacientes com AG |

Patologia pré-natal

Macrocefalia (comum)

Disturbio no desenvolvimento dos lobos frontal e temporais (comum)
Agenesia do corpo caloso (raro)

Hipoplasia o6tica (raro)

Patologia infantil

Perda de mielinizagao

Hematomas crénicos

Necrose estriatal periaguda combinada com variaveis hipotalamicas e perda
neuronal frontal

Injuria da substancia branca

Fase pré-escolar
Lento e progressivo dano da substancia branca

Lesbes hipotalamicas progressivas

Idade escolar e adolescéncia

Lesbes cerebrais estaveis e sintomas neuroldgicos

*fonte: Hoffmann & Zschocke, 1999.

Exames de tomografia computadorizada (TC) s&o usualmente anormais,

mostrando dilatacdo dos ventriculos laterais e aumento do sulco cortical
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freqUientemente observados nos primeiros dias do inicio dos sintomas
neuroldgicos (Dunger e Snodgrass, 1984; Stutchfield et alli, 1985)

Os nucleos da base, além dos lobos temporais e frontal, sdo as estruturas
mais afetadas e que, quando atingidas, causam permanente desestabilidade
motora nos pacientes, com distonia e discinesia. Esta injuria ocorre tipicamente
entre os 6 e 18 meses de vida, seguindo-se as causas encefalopaticas (Kolker et
alli, 2000). Esses pacientes apresentam perda neuronal severa, fibrose dos

nucleos do caudado e putamen e degeneragéo do globo palido.

Sucedendo o dano nos ganglios da base, os pacientes seguem um curso
pseudoestacionario da doenga. Através dos anos que seguem, eles
frequentemente sofrem lento envolvimento progressivo da substancia branca e
das estruturas cerebrais, com regressdo na frequéncia de episddios
encefalopaticos adicionais, principalmente associados com eventos catabdlicos. O
intelecto é inicialmente poupado mas pode tornar-se progressivamente diminuido.
Sinais do trato piramidal e espasticidade também podem ocorrer. Dificuldades na
deambulacio e disturbios do controle da temperatura corporal sao as principais
sequelas, podendo os pacientes sucumbir para crises hiperpiréxicas (Hoffmann e
Zschocke, 1999).

As concentragdes do acido y-aminobutirico (GABA) apresentam-se
extremamente baixas no caudado (0,60 pmol/g de peso seco, normal=3,03
pMmol/g) e também no putamen (0,87 pymol/g de peso seco, normal = 5,69 umol/g),
e a atividade da enzima responsavel pela biossintese de GABA (glutamato

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

1.1.4.1.4 - Fisiopatogenia

A atividade da enzima glutaril-CoA desidrogenase varia de 0 a 10% da
atividade normal nos tecidos dos pacientes afetados por AG |, incluindo
fibroblastos cultivados, aminidcitos, leucocitos periféricos, figado, rins e cérebro.
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O grau de deficiéncia na atividade da enzima nem sempre esta
correlacionado com a severidade dos sintomas, possivelmente porque o numero e
a severidade das doencgas intercorrentes, bem como a quantidade de proteinas na

dieta, possuem fundamental papel na patogenia da doenca.

A causa da disfungao estriatal e degeneragédo neuronal, principalmente dos
ganglios da base, permanece desconhecida. Entretanto, foi demonstrado que o

acido glutarico é tdéxico em cultura de células estriatais (Whetsell,1984).

Kolker e colegas (2000%) atribuem a neuropatologia da AGI ao efeito
neurotdxico dos principais metabdlitos acumulados na doenga- acidos glutarico e
3-OH-glutarico- principalmente através da ativagao de receptores de glutamato do
tipo NMDA. Estes acidos organicos agiriam como excitotoxinas especificamente
estimulando as subunidades NR1/NR2B dos receptores NMDA. Além disso, a
extensdao da neurotoxicidade induzida seria dependente da expressao destas
subunidades durante a maturagdo neuronal ao longo do desenvolvimento. Estes
estudos concordam com a hipétese que a doenca neuronal observada na AG |
pode ocorrer por alta expressao dos receptores NR1/NR2B no cérebro anterior
(cortex e estriado) durante um especifico e vulneravel periodo do desenvolvimento
cerebral (Standaert et alli, 1994; Kosinski et alli, 1998; Stocca Di vicini, 1998)
(figura 1.3).
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AGUDA (IMATURA) - CRONICA (IMATURA)

Concentragéo toxica de AG e concentragdes subtdxicas de

3-OH-GA FATORES 3-OH-GA/AG
DESENCADEANTES:
catabolismo,
perda de carnitina,
citocinas

NR1/2B:alta expressao (no cérebro). e febre.

anterior) ﬂ

manifestagdes cerebrais raras

Down regulation de NR1/2B

(possivel influéncia GABAérgica ?) atraso da maturagdo/migracéo neuronal

encefalopatia aguda

necrose estriatal aguda Q
atrofia frontstemporal

opercularizagao reduzida

CRONICA (MADURA)
DESVANTAGENS <+— VANTAGENS
Perda de habilidades motoras Desenvolvimento adequado
(distonia) Movimentos normais

Distrofia

Morte precoce

Figura 1.3*: Modelo dindmico de trés estados da AG I. AGI: acidemia glutarica tipo I; AG:
acido glutarico; 3-OH-GA: &cido3-hidroxiglutarico. (*adaptado de Kalker et alli, 2000 ®)).

A figura mostra que a alta expressdo de receptores NR1/2B e
concentracdes toxicas de 3-OH-GA ou AG sao as condigcdes necessarias para a
indugdo de crises encefalopaticas agudas na AG | (aguda,imatura).
Concentragbes subtéxicas de 3-OH-GA ou AG ndo causam uma doenga

excitotéxica mas um down-regulation dos receptores NR1/2B in vitro, o qual é

XXVil

— | Terapia adequada, diagndstico precoce



suposto induzir um atraso na maturagdo neuronal (Komuro,1993;
Resink,1996; Herkert,1998) (crbénica, imatura). Varios fatores exdgenos e
endogenos podem precipitar crises encefalopaticas agudas (Kdlker,1999). Apos 5-
6 anos de vida, nenhuma crise encefalopatica aguda ocorre no cérebro maduro
dominado pelos receptores do subtipo NR2A (crénica, madura). Apenas aquelas
criangas que sao diagnosticadas precocemente e que sao tratadas
adequadamente tém uma boa chance de desenvolver-se normalmente (Kolker et
alli, 2000®)).

Outros mecanismos excitotoxicos podem provavelmente levar a
degeneragao neuronal em AG |, como a inibicdo da captagdo de glutamato por
sinaptossomas causado pelo acido glutarico (Bennett et alli, 1973; Porciuncula et
alli, 1999), bem como a inibicdo competitiva da glutamato descarboxilase (GAD),
enzima responsavel pela biossintese do acido é-aminobutirico (GABA), causada
pelos acidos glutarico, 3-OH-glutarico e acido glutacénico (Stokke et alli, 1976).
Essas alteragdes podem resultar em um aumento nos niveis de glutamato na
fenda sinaptica e diminuicdo dos niveis de GABA, possivelmente levando a
excitotoxicidade. Neste particular, convém enfatizar que concentracdes reduzidas
de GABA foram detectadas nos ganglios da base de pacientes afetados por AGI
(Leibel et alli, 1980).

Apenas recentemente foi demonstrado que 0s processos axonais sao
enriquecidos de subunidades NR2B em cérebro de ratos neonatais , (Herkert et

alli, 1998), fortalecendo a teoria de Kolker e colaboradores (2000).

Em outro estudo, Lima e colegas (1998) demonstraram propriedades
convulsivantes do acido glutarico (AG) em ratos adultos via mecanismo
glutamatérgico ndao-NMDA e GABAérgicos. Esses investigadores observaram que
a administragao intraestriatal de AG em ratos induziu comportamento rotacional
contralateral e convulsbes clénicas de uma maneira dose-dependente. O

comportamento rotacional foi prevenido por pré-administracdo intraestriatal de
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DNQX (antagonista ndo-NMDA) e muscimol (6,7-diaitroquinoxalina-2,3-diona)
(agonista GABAérgico), mas nao por MK-801 (maleato de dizocilpine) (antagonista
de NMDA).

Heyes (1987) propds o envolvimento do acido quinolinico na
neurodegeneragao encontrada na AG |. O acido quinolinico € um intermediario
formado no metabolismo do triptofano cerebral (Figura 1.4). Esse acido mostrou
ser uma potente neurotoxina quando injetado no sistema nervoso central de
animais (Schwarcz et alli, 1983). Enfatiza-se que os acidos cainico e quinolinico
sao toxicos em culturas de células cortico-estriatais somente quando as sinapses
ja estdo bem estabelecidas (Whetsell & Schwarcz, 1983), diferentemente do acido

glutarico que causa neurodegeneracao antes desse evento (Whetsell, 1984).

Triptofano
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acetil-CoA

Figura 1.4: Rota metabdlica proposta para a formagéo do &cido quinolinico na degradagéo do
triptofano.(Fonte: Heyes,1987).

1.1.4.1.5 — Tratamento

O tratamento inicial dos pacientes com AGI baseia-se na restricdo de lisina,
hidroxilisina e triptofano da dieta e administragdo de L-carnitina e riboflavina. Além
disso, o tratamento nas crises agudas, apos as infecgbes, consiste na
administragdo de liquidos para evitar desidratagao, ingesta hipercaldrica devido
catabolismo e outras medidas gerais. A administragdo de insulina, glicose e
bicarbonato também pode prevenir ou diminuir o dano estriatal durante estes

episddios, por inibir o catabolismo e a acidose severa.

Devido a inibicdo da glutamato descarboxilase neuronal e as baixas
concentragbes de GABA nos ganglios da base dos pacientes (Leibel et alli, 1980),
apregoa-se o tratamento com agentes farmacoldgicos como o baclofen, o acido
valproico e a vigabatrina que elevam as concentragcées de GABA. Os efeitos deste
tratamento medicamentoso sdo muito heterogéneos pois alguns pacientes nao
respondem ao tratamento com baclofen (Bennett et alli, 1986), enquanto outros
apresentam uma certa melhora (Brandt et alli, 1979). O baclofen inicialmente era
considerado um ativador de receptores GABAérgicos, mas outros estudos
demonstraram que ocorre a ativagao de neurdnios que normalmente s&o inibidos
pelo neurotransmissor GABA (Davidoff et alli, 1974; Fukuda et alli, 1977).

O tratamento com o acido valproéico tem sido aplicado em alguns pacientes,
desde que este composto causa aumento seletivo de GABA nas sinapses pela
inibicdo da GABA transaminase ou semialdeido succinil desidrogenase (enzimas
que metabolizam o GABA), ou ainda pela inibicdo da captagdo de GABA pelas
células gliais e terminais nervosos. Algum progresso foi observado com este

tratamento (Stutchfield et alli 1985). Enfatiza-se no entanto que, se o dano
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estriatal se estabelecer ap6és uma ou mais crises encefalopaticas, o
tratamento posterior podera ser insatisfatério. Dai o importante na AGI de prevenir

a instalacdo das crises encefalopaticas.

.2 - O sistema glutamatérqgico

1.2.1. O glutamato

A acdo excitatoria do glutamato em cérebro de mamiferos € conhecida
desde meados de 1950 (Curtis & Watkins,1960; Hayashi,1952), mas foi na metade
da década de setenta que ele tornou-se amplamente reconhecido como o principal
aminoacido excitatério do sistema nervoso de vertebrados (Curtis e Johnston,
1974; Fonnum e Walaas, 1978; Fonnum et alli, 1981; Roberts et alli, 1981).

O glutamato é portanto o principal neurotransmissor excitatorio no cérebro e
suas interacdes com receptores de membrana especificos sdo responsaveis por
muitas fungdes, incluindo: cognicdo, memoria, movimento, aprendizado e
formacao de redes neurais durante o desenvolvimento (Gasic e Hollmann, 1992;
Ozawa et alli, 1997). Da mesma forma, influencia mudangas de plasticidade

durante conexdes sinapticas no sistema nervoso (Lipton e Kater, 1989).

O glutamato € também importante na sintese de proteinas e peptideos,

incluindo a glutationa (Meister, 1979).

Responsavel por respostas excitatdrias pos-sinapticas em diversas regides
cerebrais, o glutamato também produz alteragbes de longa duragdo na
excitabilidade neuronal com a induc&o de potenciagcéo de longa duracédo (LTP) na
transmissao sinaptica em neurbnios do hipocampo e do cértex visual e na
depressao de longa duragdo (LTD) no cerebelo e cortex visual (Artola &
Singer,1987; 1t0,1989). Todavia, a excessiva ativagao de receptores de glutamato

tem sido associada com a fisiopatogenia de injuria por hipdxia, hipoglicemia,
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trauma, epilepsia e doengas neurodegenerativas. Existe uma forte associagcéo
entre injuria e excessiva ativagao de receptores NMDA, os quais condicionam a

entrada aumentada de calcio nos neurdnios (Kristian e Siesjo, 1998).

.2.2 — Glutamato x excitotoxicidade

O conceito classico de excitotoxicidade refere-se a propriedade paradoxal
compartilhada pelo glutamato e outros aminoacidos excitatorios analogos (EAA)
de causar degeneracdo neuronal aguda por excessiva estimulagcéo de receptores

ionotropicos pés-sinapticos (Olney,1994).

O termo excitotoxicidade foi inicialmente usado para descrever morte
neuronal provocada por administragdo de concentragbes muito elevadas de
glutamato exdgeno ou compostos com acgdes agonisticas (acido kainico), agindo
sobre receptores de glutamato (Olney e Ho, 1970; Olney, 1981).
Subsequentemente, como foi descoberto que antagonistas de receptor de
glutamato podem ter efeitos benéficos em modelos de desordens neurologicas
como epilepsia e isquemia (Bradford,1995; Meldrum e Garthwaite, 1994), a nogao
de excitotoxicidade foi ampliada para neurotoxicidade mediada por glutamato
enddgeno, cujo potencial excitotoxico deve-se ao seu acumulo no espacgo

extracelular (Obrenovitch et alli, 2000).

A concentragdo de glutamato na fenda sinaptica € certamente uma
determinante critica na excitotoxicidade enddgena, porque este € o compartimento
onde o glutamato interage com seus receptores e a injuria neuronal excitotoxica é
pensada resultar da excessiva abertura de canais de cations operados por

glutamato, ou ainda excessiva ativagao de receptores metabotrépicos.

A transmissdo sinaptica pode ser interrompida pela combinacdo de

recaptagcdo de glutamato, sua difusdo para fora da fenda sinaptica e
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dessensibilizagdo dos receptores (Clements et alli, 1992; Glavinovic e Rabie,
1998).

Sob condigdes experimentais ou patoldgicas, a liberagado (ou exocitose) do
glutamato pode estar aumentada e/ou sua recaptagéo reduzida. Convém salientar,
no entanto, que mudangas na concentragdo extracelular de glutamato néao
refletem necessariamente mudangas ao nivel da fenda sinaptica e vice-versa
(Obrenovitch et alli, 2000).

Olney (1980) mostrou que injegcbes intracerebrais de aminoacidos
excitatorios induziram, agudamente, lesbes caracterizadas por massivo edema
celular e vacuolagdo do citoplasma, expansao mitocondrial, enchimento dendritico
e acumulo de cromatina nuclear. Axénios de terminais pré-sinapticos e células nao

neuronais foram poupados.

De forma resumida, € proposto um mecanismo para a excitotoxicidade
aguda o qual postula que em uma fase preliminar de ativagdo da célula, ha uma
entrada massiva de sodio que ocorre dentro de minutos apés a exposi¢cao ao
glutamato. Esta etapa é seguida pelo influxo passivo de ions cloreto e agua, os
quais produzem edema osmoético (Rothman,1992). Esta fase inicial € parcialmente
reversivel e denominada neurodegeneragdo precoce. Em uma segunda fase, a
concentracao intracelular de calcio ([CaZ+]i) livre aumenta devido o influxo de calcio
e liberagdo dos estoques intracelulares. Este aumento parece ser uma fase
crucial, embora os eventos subsequentes que levam a morte celular sejam ainda

pouco conhecidos.

A ativacdo de proteases dependentes de calcio, bem como de lipases,
nucleases e outras enzimas de degradagao, podem ser um importante mecanismo
de morte neuronal (Lee et alli, 1991; Manev et alli, 1991; Choi & Rothman, 1990)
(figura 1.5)
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A ativagao de fosfolipase A; gera a formagédo de acido araquidénico,
de seus metabdlitos e do fator de ativacado de plaquetas (PAF). O PAF aumenta os
niveis de calcio neuronal, aparentemente por estimular a liberagdo de glutamato
(Clark et alli, 1992; Bito et alli, 1992).

O acido araquiddnico potencializa as correntes evocadas por ativagao de
receptores NMDA (Miller et alli, 1992) e inibe a recaptacdo de glutamato pelos
neurénios e astrocitos, potencializando a situagdo de dano neuronal (Volterra et
alli, 1992).

A disfungdo mitocondrial ou a desorganizagdo do citoesqueleto também
pode ser causada pelo aumento nos niveis de calcio intracitoplasmatico (Orrenius
e Nicoreta, 1994; Saito et alli, 1993).

Ha claras evidéncias que mudangas degenerativas agudas seguidas de
status epiléptico, hipoglicemia e isquemia cerebral possam parcialmente resultar
na liberacdo endégena de aminoacidos excitatorios ativando receptores NMDA e
nao-NMDA (Choi & Rothman,1990; Kaku et all, 1991, Meldrum &
Garthwaite,1990; Mosinger et alli, 1991).

Varios relatos evidenciam a hipétese de que a doenga neuronal induzida
por deplecdo energética da célula desenvolve-se por um mecanismo que inclui
ativacao de receptores de glutamato (excitotoxicidade secundaria). Henneberry e
colegas (1989) sugerem em um trabalho in vitro que o déficit energético celular
leva a uma ativagdo de canais NMDA por uma reducao no potencial de membrana
em repouso; isto induziria a liberagdo de magnésio dos canais voltagem-

dependentes e permitiria a entrada de ions persistentemente pela célula.
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Figura 1.5. Diagrama simplificado ilustrando algumas vias que possivelmente contribuem
para o dano neuronal excitotoxico. mGLuR, receptor de glutamato (Glu) metabotropico; NMDA-R,
receptor N-metil-D-aspartato; GIuR, receptor de Glu do tipo AMPA/Cainato; PL, fosfolipideos; PLA2,
fosfolipase A2; DAG, diacilglicerol; PLC, fosfolipase C; PKC, proteina kinase C; G, proteina G;PIP,,
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; NO*®,6xido nitrico; O2™ radical superoxido;
H20,, peroxido de hidrogénio; VSCC, canal de calcio voltagem-dependente. Adaptado de
Siegel et alil ,1999.
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Outro possivel mecanismo proposto para a injuria neuronal decorrente do
déficit energético é a atividade reversa de transportadores de glutamato a faléncia
da bomba Na'/K'-ATPase. Nesta situacdo, ha um aumento na concentracdo
intracelular de sddio que leva a uma despolarizagdao da membrana e conseqlente

liberagao de glutamato (Lipton & Rosemberg, 1994).

Estudos eletrofisiologicos mostraram que perante um déficit energético
celular, causado por inibicao da fosforilagcdo oxidativa pelo acido 3-nitropropidnico
(potente toxina mitocondrial), uma hiperpolarizacdo temporaria, devido a ativacao
de canais de potassio sensitivos ao ATP, & seguida de despolarizagdo da
membrana celular (Riepe et alli, 1992).

O estresse oxidativo € também pensado ser um importante fator na
neurotoxicidade do glutamato através da geracao de radicais livres que interferem
na maioria dos processos celulares (Dykens et ali, 1987, Dawson et alil , 1991,
Coyle & Puttfarcken, 1993, Lipton et alil, 1993)

As espécies reativas de oxigénio podem ser formadas durante o
metabolismo do acido araquidénico (Lafon-Cazal et alli 1993), favorecendo
ativacao de fosfolipase A,; esta, quando ativada, produz mais acido araquiddnico

gerando um mecanismo de retroalimentacao positiva (Chan & Fishman, 1985).

Visto que o acumulo de [Ca®'] na mitocdndria desacopla a transferéncia de
elétrons da sintese de ATP (Bernardi et al,1994) e considerando que o prejuizo do
metabolismo energético aumenta a produgédo de radicais livres, a mitocdndria emerge
como uma plausivel ligacdo entre a elevacdo de [Ca®’]i e a neurotoxicidade do
glutamato, permitindo considerar a disfungcdo desta organela como um evento
fundamental no mecanismo excitotoxico glutamatérgico. Para isto, Shinder e colegas
(1996) mostraram que a mitocondria esta envolvida no sequestro de calcio durante um

insulto excitotdéxico e que esta entrada de calcio induz uma despolarizagdo mitocondrial
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sustentada que induz morte neuronal (figura 1.5). Todavia, a ponte completa entre a
elevacdo de calcio intracelular, radicais livres e morte neuronal permanece em
discussao (Choi, 1995).

1.2.3 — Ciclo glutamato—glutamina

O ciclo glutamato-glutamina € central no entendimento do metabolismo
cerebral do glutamato. O ciclo inicia-se com a liberagdo de glutamato pré-sinaptico
para a fenda, um processo dependente da entrada de calcio, que envolve a fuséo
de vesiculas pré-sinapticas contendo o glutamato com a membrana neuronal
(Fillenz, 1995) (fig 1.6).

A concentragdo do glutamato na fenda sinaptica € de 2-5umol/L. Todavia,
este valor pode alcangar mais de 50 a 100 umol/L apds a despolarizagdo neuronal
(Daiklin & Yudkoff, 2000).

O glutamato presente na fenda sinaptica deve ser removido rapidamente a
fim evitar um processo excitotoxico. Ha trés possibilidades: 1) captagdo no
compartimento pds-sinaptico; 2) recaptagdo para o compartimento pré-sinaptico
(menos significativo nos ultimos anos); 3) captagao pela glia — compartimento néo-
neuronal — mais precisamente pelos astrocitos. Este ultimo € o mecanismo mais
representativo da remocao do glutamato da fenda (Danbolt, 1994; Gegelashvili &
Schousbor, 1998; Takahashi et alli, 1997; Swanson et alli, 2000; Danbolt, 2001).
Uma possivel explicacdo para isto, € o fato de o potencial de membrana dos
astrécitos ser mais baixo do que o de neurbnios (Erecinska & Silver, 1990)
favorecendo uma eficiente captacdo de glutamato via um mecanismo sodio-

dependente.
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Figura 1.6. Ciclo glutamato-glutamina nas estruturas sinapticas. O glutamato é sintetizado
e estocado em altas concentragdes nas vesiculas sindpticas dos terminais nervosos. A sintese do
pool de glutamato (Glu) parece envolver duas principais vias: a conversdo de glutamina para
glutamato (3) dentro do compartimento mitocondrial e a formagéo do Glu por transaminagéo (1).
Apbs a liberagdo de glutamato do terminal nervoso para a fenda sinaptica, ele é captado pelas
células gliais através do transportador de glutamato-1 (GLT1) e do transportador de glutamato-
aspartato (GLAST) e dentro destas células é convertido a glutamina (Gln) (2). A GIn ent&o entra nos
neurdnios como um precursor de Glu. De forma menos representativa, alguns terminais nervosos
glutamatérgicos contém o carreador de aminoacidos excitatorios -1 (EAAC1), que recapta
diretamente o Glu. Adaptado de Siegel et alli, 1999.

Dentro dos astrécitos, o glutamato pode seguir a via que o exporta para os
capilares sanguineos (Brightman & Cheng-Tao, 1988). A desvantagem desta via é
que ela resulta em uma perda liquida de carbono e nitrogénio do sistema.
Também pode entrar no Ciclo de Krebs através de seu a-cetoacido (a-
cetoglutarato) para servir como fonte de energia. Alternativamente, o glutamato
pode ser convertido em um outro composto ndo neuroativo, que permita seu

trafego através do fluido extracelular sem causar uma despolarizagdo neuronal. O
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glutamato captado pelos astrocitos € desta forma convertido a glutamina pela

acao da enzima glutamina sintetase (GS).

Glutamato + NH; + ATP—»  glutamina + ADP + Pi
GS

Como a reagdo catalisada pela GS envolve amidagdo do glutamato, a
captacao deste do meio extracelular € um evento importante para detoxificacdo da
amoénia, podendo a inibicdo da GS produzir convulsdes generalizadas por

excesso de amoénia (Cooper e Plum, 1987).

A amodnia que é consumida para gerar glutamina pode ser derivada tanto do

sangue (Cooper et alli, 1979) como do metabolismo cerebral.

Os niveis de glutamina cerebral podem aumentar abruptamente em estados
hiperamonémicos, levando ao edema da glia (Takahashi et alli, 1991). Alguns
autores sugerem que o aumento da glutamina aumentaria a osmolaridade
intracelular e consequentemente geraria um influxo de agua (Brusilow e
Traystman, 1986).

Na glia, a entrada do glutamato captado na via oxidativa (via
transaminagao) ou na via de sintese de glutamina dependera da concentragcado do
glutamato externo. Logo, em baixas concentragdes externas de glutamato, a via
da glutamina sintetase é favorecida, mas quando estas concentragdes estdo
elevadas, o processo oxidativo é favorecido, com quantidades consideraveis de

glutamato sendo consumido (Mckenna et alli,.1996) (figura 1.7).

A glutamina é captada tanto via mecanismo sédio-dependente como via

sédio independente (Yudkoff et alli 1989). Durante a despolarizagdo, quando a
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concentracao interna de ATP diminui, a captagcado de glutamina nos terminais

nervosos € aumentada (Erecinska et alli, 1990).

O destino predominante da glutamina recaptada pelos neurbnios € sua
hidrdlise a glutamato e amoénia pela agao da enzima mitocondrial glutaminase, que
€ dependente de fosfato. Conforme relatam Erecinska e colegas (1988, 1990), o
glutamato derivado da glutamina n&o é todo utilizado para repor o pool do
neurotransmissor. Uma parte deste glutamato pode ser oxidada nos terminais
nervosos por transaminagao para 2-oxoglutarato, via aspartato aminotransferase,
e este substrato entrar no ciclo do acido tricarboxilico. Desta forma, além de um
simples precursor do glutamato neuronal, a glutamina € um potencial combustivel

que, como a glicose, suporta o requerimento energético cerebral.

GLICOSE
ALANINA PIRUVATO

Acetil-CoA ALAT/GPT

NH4*

Acr GLUTAMINA

ciclo de Krebs a-KG GLUTAMATO Gs

ENERGIA
co,
H,0

GLUTAMATO

ASPARTATO OXALACETATO

[GLUTAMATO] < 3uM
Figura 1.7: Destino metabdlico do glutamato captado pelos astrécitos. ALAT, alanina

aminotransferase; GDH, glutamato desidrogenase; GS, glutamina sintetase; AAT, aspartato

aminotransferase; GPT, glutamato desidrogenase; a-KG, a-cetoglutarato. (Fonte: Magistretti,1999).
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1.2.4. Receptores de glutamato

O glutamato possui diversas fungdes provavelmente refletidas na existéncia
de uma variedade de receptores, classificados de acordo com suas propriedades

farmacoldgicas e funcionais.

Os receptores de glutamato (GLURs) medeiam a maioria das
neurotransmissdes sinapticas no sistema nervoso central de mamiferos e, por
consequéncia, sao extensivamente estudados nos ultimos anos (Steinhaseur &
Gallom, 1996).

Os GLURs estado caracterizados dentro de duas distintas classes, os
receptores ionotropicos e os metabotrépicos, de acordo com suas propriedades
farmacoldgicas e eletrofisioldgicas (Nakanishi, 1992; Hollmann e Heinemann,
1994; Danbolt, 2001).

Os receptores ionotropicos (iIGLURs) sao canais idnicos que permitem a
passagem de cations especificos quando ativados e sdo subdivididos em trés
grupos: receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) e
cainato (receptores nao-NMDA) e receptores N-metil-D-aspartato (NMDA). Por
outro lado, os receptores metabotrépicos (MGLURS) estdo acoplados a proteinas
ancoradas ao GTP (proteinas—-G) e dirigem a produgcdo de mensageiros
intracelulares que modulam cascatas de transducdo de sinal celular (Conn e Pin,
1997; Osawa et alli, 1998) (Figura 1.8).
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Fig 1.8. Representacéo de receptores ionotrdpicos (NMDA e AMPA) e receptores metabotropicos
(grupo | e Il). PIP,: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; IPs: inositol-1,4,5-trifosfato; DAG: diacilglicerol;
PSD-95, GRIP e Homer: proteinas citoplasmaticas; 5,7-DCK: acido 5,7-diclorokinurenico; CPPene:
acido 3-(2-carboxipiperazina-4-yl)1-propenyl-1-fosférico; DAPs: acido D-2-amino-5-
fosfonopentandico; NBQX: 6-nitro-7-sulfamobenzol(f)quinoxalina-2,3-diona.; Gly: glicina; PCP:
fenciclidina; cAMP: adenosil monofosfato ciclico; AC: adenilato ciclase; AIDC: 1-aminoindan-1,5-
dicarboxilato (antagonista competitivo de mGLuR1); PI-PLC: fosfolipase C especifica a fosfoinositida.
Fonte: Siegel et alli, 1999.

1.2.4.1. Receptores lonotrépicos

A clonagem molecular e estudos de expressdo tém revelado que a
diversidade de receptores glutamatérgicos ionotropicos (iGLURs) é bem maior do

que a esperada por estudos de eletrofisiologia e farmacologia (Osawa et a/,1998).

A aplicacao de tecnologia de clonagem molecular possibilitou a clonagem

de varias subunidades de receptores glutamatérgicos que entdo foram
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subdivididos conforme sua homologia: quatro subunidades para receptores
AMPA (GLuR1, GLuUR2, GLUR3 e GLuR4); cinco subunidades para receptores
Cainato (GluR5, GLURG6, GLUR7, KA1 e KA2) e cinco subunidades para receptores
NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C e NR2D). (Tabela 1.3)

A abertura dos canais de cations de receptores ionotropicos, apds sua

ativagao, gera influxo de sodio, efluxo de potassio, despolarizagdo da membrana

e/ou influxo de calcio, dependendo da composicado de subunidades.

A ativacao de subunidades AMPA resulta em uma rapida despolarizacao de

rapida dessensibilizacdo, enquanto ativagdo de receptores Cainato produz uma

resposta longa e tardia ndo dessensibilizada. (Jabs et al,1994).

Tabela 1.3*: Caracteristicas dos subtipos de receptores de glutamato

receptor Mecanismo Acoplamento Agonistas Antagonistas
AMPA Abertura de canal catiénico AMPA CNQX
( G@R1/2/3/4) Influxo de sodio Canal iénico com sitio ligante Quisqualato (QA) DNQX
< Influxo de calcio (baixo)
c Despolarizagdo da membrana
‘E Dessenssibilizagéo rapida )
Caitmto Abertura de canal catiénico Acido cainico CNQX
(GLaR5]6/7/KA1/KA2) Influxo de calcio Canal i6nico com sitio ligante Acido domdico DNQX
S N&o-dessenssibilizante
Despolarizagdo da membrana
NMDA Abertura de canal ibnico Canal idbnico com sitio ligante NMDA D-AP5
(NR1/NIR2A/B/C/D/NR3A) Influxo de calcio Cis-ACBD MK-801
CNQX
mGLuR | (1/5) Ativagdo de PLC mediada por IP; Proteina-Gq CHPG AIDA
Liberagéo de célcio (R,S)-3,5-DHPG L-AP3
(1S,3R)ACPD (S)-4-CPG
QA
mGEuR I (2/3) Agéo inibitéria sobre adenilato ciclase Proteina Gi/o (1S,3R)ACPD EGLU
‘E Diminuigao na produgao de AMPc DCG-IV MCCG
- (s)-3C4HPG PCCG-IV
£ L-CCG-l
mGE_uR 11 (4/6/7/8) Acéo inibitéria sobre adenilato ciclase Proteina Gi/o L-CCG-I CPPG
£ Diminuigao na produgao de AMPc L-AP4 MSOP
L-SOP MAP4
*Adaptado de Hansson, 2000.

1.2.4.1.1. Receptores AMPA
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Os receptores AMPA medeiam a neurotransmissao excitatoria rapida na
maioria das sinapses do SNC. Estes receptores foram inicialmente denominados
receptores quisqualato. Todavia, foram renomeados para receptores AMPA desde

que o quisqualato foi comprovado agir também em receptores metabotrépicos.

Notaveis diferengcas nas propriedades funcionais de receptores AMPA
nativos sao consequéncia de diferentes arranjos de suas quatro subunidades
(Osawa et alli, 1998). Cada uma das quatro subunidades (GLUR1-GLuR4) existe
em duas diferentes formas: flip e flop. Estas formas sao produzidas pela quebra
diferencial em uma regiao de 115 pares de bases da molécula (Sommer et alli,
1990).

As subunidades do receptor AMPA sao expressas predominantemente na
forma flip em cérebros embrionarios. As formas flop sdo expressas em baixos
niveis até o oitavo dia pds-natal e gradualmente aumentam, alcangando niveis
adultos no 14° dia pos-natal. Desta forma, a neurotransmissdo excitatoria no
adulto parece ser mediada principalmente por receptores AMPA carregando o
modulo flop. Todavia, tem sido notado que certas populagdes neuronais (células
piramidais da regiao CA3 do hipocampo) expressam apenas moédulos flip durante

o estagio adulto (Monyer et alli, 1991).

Os canais de receptores AMPA sao considerados permeaveis apenas ao
sodio e ao potassio e quase impermeaveis ao calcio em neurbnios centrais.
Apesar destas evidéncias, Lino e colegas (1990) tém indicado que as
propriedades funcionais de receptores recombinantes AMPA dependem de sua
composicao de subunidades, podendo tipos celulares que expressam a

subunidade GLUR2 apresentar alta permeabilidade ao calcio.

Desde que potentes antagonistas de receptores AMPA tais como NBQX,

YMO0K e GYKI 52466 previnem a morte neuronal causada por isquemia cerebral,
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sugere-se que receptores AMPA possuem um papel ativo nesta e outras
patogenias do SNC (Sheardown et alli, 1990; Le-Peillet et alli, 1992; Yatsugi et alli,
1996).

Os receptores AMPA tém pelo menos trés sitios de unido nos quais
agonistas ou antagonistas podem agir: sitio de unido ao glutamato, sitio de
dessenssibilizagao e sitio de unido no canal ibnico (interno). O sitio de unido ao
glutamato é o sitio para antagonistas competitivos enquanto um outro grupo de
substancias tais como a toxina JSTX (Joro Spider toxin) e seus analogos ligam-se
no terceiro sitio dentro do canal iénico e bloqueiam o fluxo de ions (Osawa et alli,
1998).

1.2.4.1.2. Receptores Cainato

Embora o cainato seja um potente agonista de receptor AMPA, ele também
ativa uma classe distinta de iGLUR conhecida como receptores cainato. Estes
receptores se dividem em 5 subunidades (GLUR5, GLUR6, GLUR7,KA1 e KA2)
sendo que as subunidades GLURS, GLUR6 e GLUR7 representam o sitio de
ligacdo ao cainato de baixa afinidade (Kd ~50nM) enquanto KA1 e KA2
correspondem ao sitio de alta afinidade (Kd ~5nM) (Seeburg, 1993; Bettler e
Mulle,1995).

Estes sitios de ligacdo sdo abundantes através de todo o SNC, embora
algumas areas cerebrais como a regiao CA3 hipocampal e a camada granular do
cerebelo mostrem marcacgéo mais intensa de ligagdo de [°H]-cainato (Foster et alli,
1981; Monaghan e Cotman,1982; Miller et alli, 1990).

A localizagdo pré-sinaptica destes receptores tem sido sugerida pela
marcagao com anticorpos contra GLUR5, GLUR6 e GLUR7 em axénios

desmielinizados na regiao CA3 (Represa et alli, 1987).
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Em contraste com receptores AMPA, os receptores GLUR6 mostram

substancial permeabilidade ao calcio (Kohler et alli, 1993).

O cainato tem uma potente agao convulsivante quando aplicado in vivo. A
sua administracao intratecal ou parenteral em ratos resultou em convulsdes
limbicas e em um padréao de doenca cerebral semelhante a epilepsia do lobo
temporal em seres humanos (Ben-Ary, 1985). Ja que algumas populagdes
neuronais, como células piramidais da regido CA3 do hipocampo e/ou neurbnios
reticulares talamicos, sao altamente sensiveis a doenga induzida pelo cainato e
sua distribuicdo aproxima-se daquela dos sitios de ligagdo ao cainato, o
envolvimento dos receptores de cainato na epilepsia tem sido proposto (Chapman
et alli, 1991).

1.2.4.1.3. Receptores NMDA

Os receptores NMDA medeiam a neurotransmissao excitatéria no SNC de
forma diferente daquela exercida pelos receptores AMPA. Eles se caracterizam
pelo bloqueio voltagem-dependente pelo magnésio (Mg?*) (Mayer et alli, 1984;
Nowak et alli, 1984), pela alta permeabilidade aos ions calcio (Ca**) (MacDermott
et alli, 1986; Mayer e Westbrook, 1987) e uma cinética de abertura dos canais

lenta (os canais ficam abertos por um tempo prolongado) (Lester et alli, 1990).

Eles sao constituidos de cinco subunidades (NR1, NR2A, NR2B, NR2C e
NR2D) e embora as subunidades NR2 n&o formem os canais de receptores
NMDA funcionais sozinhas, quando uma delas é co-expressa com a subunidade
NR1, as respostas de correntes geradas destes receptores heteroméricos sao
maiores. Desde que receptores NMDA heteroméricos recombinantes expressam
diferentes propriedades dependendo de qual das quatro subunidades NR2 esta

unida com NR1, as subunidades NR2 podem ser consideradas como subunidades
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modulatérias, enquanto NR1 atua como uma subunidade fundamental
(Nakanishi, 1992; Seeburg, 1993; Mori e Mishina, 1995).

Os receptores NMDA sao encontrados em todo o cérebro, mas

predominantemente dentro da parte anterior do cérebro. Concentragdes maiores

sdo encontradas na regiao CA1 do hipocampo (Monaghan et alli, 1989).

Estudos histoquimicos usando hibridizacdo in situ mostraram que em
roedores adultos, a subunidade NR1 ¢é distribuida ubiquamente em contraste com
as subunidades NR2 que possuem diferentes padrbes de distribuicdo. A
subunidade NR2A predomina no cértex, hipocampo e cerebelo, enquanto a NR2B
€ altamente expressa, com predominancia para o cortex cerebral e hipocampo, o
septo, o caudado e o putdmen e o bulbo olfatério. J&a as subunidades NR2C
predominam na camada celular granular do cerebelo, com maior expressao no
bulbo olfatério e talamo, onde também se detectam baixos niveis de NR2D
(Monyer et alli, 1994). Os padrdes de expressdao das subunidades NR2 sao
também regulados pelo periodo de desenvolvimento do cérebro de roedores
(Watanabe et alli, 1992; Monyer et alli, 1994). As subunidades NR2B e NR2D
ocorrem pré-natalmente enquanto NR2A e NR2C sao inicialmente detectados no

periodo em torno do nascimento.

Johnson e Ascher (1987) tém demonstrado que a resposta a ativagéo de
NMDA é marcadamente potencializada pela presenca de glicina em neurbnios
centrais cultivados. O efeito da glicina é detectavel em baixas concentracdes (EDsg
=0.1-0.7uM) e nao envolve o receptor sensivel a estricnina que medeia a agéao
inibitéria da glicina (Johnson e Ascher,1987; Vyklicky et alli, 1990). Estudos
posteriores comprovaram que a gliciha ndo € apenas uma substancia
potencializadora de receptor NMDA, mas a sua presengca € necessariamente
requerida para a abertura do canal ibnico do receptor, cumprindo desta forma o

papel de um co-agonista.
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As moléculas de D-serina e D-alanina séo ativas no sitio de ligagao da
glicina insensivel a estricnina e podem agir como co-agonistas em receptores
NMDA (Kemp e Leeson,1993; Matsui et alli, 1995).

Sucher e colegas (1996) caracterizaram quatro sitios de ligagdo em
receptores NMDA: (1) o sitio de reconhecimento ao glutamato e/ou NMDA; (2) o
sitio de ligacéo a glicina, insensivel a estricnina; (3) sitio interno do canal ibnico; e
(4) sitios modulatérios tais como sitio sensitivo a proton, sitio de ligagéo ao zinco e

sitio de ligagao as poliaminas.

Devido as suas propriedades caracteristicas citadas inicialmente, os
receptores NMDA servem como um aparato molecular que pode detectar a
coincidéncia da atividade pré-sinaptica e despolarizacdo pds-sinaptica na sinapse
e prover a célula pds-sinaptica com uma quantidade suficiente de ions Ca®*, com
funcdo de segundo mensageiros que iniciardo mudancas plasticas no processo de
conexdo sinaptica. Possiveis mecanismos e implicagbes fisiologicas da
plasticidade sinaptica na qual o receptor NMDA esta intimamente envolvido, tais
como potenciagao de longa duracao (LTP) e depressao de longa duragéo (LTD)
no hipocampo e neo-cortex, tém sido constantemente documentado por diversos
autores (Bliss e Collingridge, 1993; Bear e Malenka, 1995; Chen e Tonegawa,
1997).

1.2.4.2 .Receptores metabotrépicos (mGlus)

A familia de receptores metabotrépicos (mGlu) compreende oito subtipos,
subdivididos dentro de trés grupos principais, tendo como base a similaridade das
suas sequéncias de aminoacidos, as vias de transducdo intracelular que

intermedeiam e a farmacologia de agonistas e antagonistas.
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A ativacao de receptores mGlus leva a uma ampla variedade de efeitos
imediatos e tardios na excitabilidade neuronal. Alguns sao chamados efeitos
delimitados de membrana e envolvem mudancas na condutancia de canais de K*
ou canais de Ca*? sensiveis a voltagem (VOCC) que podem depender da ligagdo
a uma subunidade de proteina G. Muitos destes efeitos sdo mediados por
diacilglicerol ou AMPc e podem causar alteracao na fosforilacdo de varias enzimas
receptoras ou transportadores que promoverao mudangas funcionais prolongadas
(Conn e Pin,1997).

O grupo | inclui os receptores mGlus (com variantes:a,b,c,d e €) e mGLus
(com variantes a e b), que quando ativados estimulam a fosfolipase C (PLC), com
subsequente formagé&o de inositoltrifosfato (IP3), levando a liberagéo de calcio dos
estoques intracelulares, além da ativagdo da proteina quinase C (PKC) (Masu et
alli, 1991; Abe et alli, 1992; Aramori e Nakanishi, 1992).

Enquanto estes eventos intracelulares podem prover um suporte trofico
para neurbnios em desenvolvimento, eles tornam-se potencialmente toxicos se
combinados com mecanismos adicionais que levam a um aumento acentuado de
Ca?" intracelular. Este ponto tem sido reforcado em estudos que demonstraram
que a ativagdo de receptores do grupo | pode potencializar as respostas de
receptores NMDA e AMPA (Fitzjohn et alli, 1996; Ugolini et alli, 1997) e aumentar
a liberacao de glutamato (via mGLU+) (Moroni et alli, 1998).

A habilidade da PKC em liberar o bloqueio do Mg* de canais idnicos
ligados a NMDA tem sido proposto como um dos processos fundamentais pelo
qual a ativagcdo de mGlus amplifica a toxicidade de receptores NMDA (Bruno,
1995)

Um acoplamento negativo dos receptores do grupo | com canais de K* tem

sido mostrado em algumas preparagdes neuronais € nao-neuronais (Baskys et alli,
1990; Charpak et alli, 1990; Glaum e Miller, 1992; Ikeda et alli, 1995).
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Os receptores mGlu, estdo localizados na periferia da membrana pés-
sinaptica, em oposi¢ao aos receptores ionotropicos, os quais ocupam o nucleo da
sinapse (Nusser et alli, 1994). Desta forma, espera-se que estes receptores sejam
ativados por excessivas quantidades de glutamato, os quais sao liberados durante
a hiperatividade sinaptica. Em adigdo, tem sido proposto a existéncia de um
receptor mGluy pré-sinaptico, cuja ativagdo aumentaria a liberagdo de glutamato

na presenga de acido araquidénico (Herrero et alli, 1992).

Os receptores metabotropicos do grupo I (mGluz, mGluz) ou grupo llI
(mGluga, MGlua,, MGlus, MGluza, mGluz,, mGlug) sdo negativamente acoplados a
atividade da enzima adenilato ciclase quando expressos heterologicamente em
células ndo-neuronais, bem como negativamente acoplados a VOCC (Trombley e
Westbrook, 1992; Chavis et alli, 1994).

Os receptores mGlu do grupo Il mostraram forte inibicdo sobre a formagéao
de AMPc induzido por forskolina (Tanabe et alli, 1992; 1993).

A localizagcdo pré-sinaptica tem sido mostrada para alguns membros dos
grupos Il e Ill de receptores metabotropicos, incluindo mGluy, mGlus e mGlu; (Pin
e Duvoisin, 1995; Shigemoto et alli, 1995). A ativacdo farmacoldgica destes
subtipos reduziu a liberagado de glutamato (Glaum e Miller, 1995) enquanto que
antagonistas de receptores mGlu, amplificaram a liberagdo deste
neurotransmissor (Nicoletti et alli, 1996). Com isso, pelo menos os receptores

mGlu; (e talvez outros subtipos) podem funcionar como autoreceptores inibitorios.

A partir disso, pode-se de forma generalizada assumir que a ativacédo de
receptores mGlu do grupo | aumenta a excitabilidade neuronal enquanto a

ativagao de receptores mGIu8 dos grupos Il e lll reduz a excitagéo sinaptica.



Visto que a classe de receptores metabotropicos esta envolvida em
uma variedade de atividades neuronais, a sua ativagdo pode regular certas
condigbes patologicas no cérebro tais como atividades epilépticas, bem como
exercer efeitos regulatérios sobre a neurotoxicidade induzida por glutamato
(Osawa et alli, 1998).

1.2.5. Transportadores de glutamato

Os transportadores de glutamato sao expressos por muitos tipos celulares
no SNC, incluindo astrécitos, neurbnios, oligodendrdcitos, microglia e células
endoteliais (Kanai e Hediger, 1992; Rothstein et alli, 1994; Kondo et alli, 1995;
Domercq e Matute, 1999). Dentre estas, a captacdo mediada pelos astrocitos é
quantitativamente a mais importante em manter as concentragdes extracelulares

de glutamato normais.

Os sistemas de captacdo podem ser de baixa ou alta afinidade ao
substrato. A captagcdo de alta afinidade ao glutamato é so6dio dependente e é
mediada por proteina transportadora localizada tanto em membrana plasmatica de
glia (Danbolt et alli, 1992; Levy et alli 1993%) como em neurénios liberando
glutamato como neurotransmissor (Gundersen et alli, 1993; Nakamura et alli,
1993).

A captagcdo de baixa afinidade exibe valores de Km acima de 500uM
(Johnston, 1981) e é descrita como sédio-independente. Este sistema de captacgao
tem sido sugerido para suprir as células cerebrais com aminoacidos para fins
metabdlicos ou ainda para ajudar a reduzir o pico da concentragcdo de glutamato
na fenda sinaptica, devido sua Vmax ser maior do que a da captacdo de alta
afinidade (Danbolt, 2001).
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Além dos sistemas de captacdo mencionados, ha um terceiro sistema
de alta afinidade, dependente de cloreto e independente de sédio, que tem sido
descrito em estudos com tecido cerebral e cultivo celular (Balcar e Li, 1992). Este
transportador é encontrado em fibroblastos, macrofagos, células gliais, endoteliais
e hepatdcitos. Ele funciona como um trocador de cisteina-glutamato, carregando
cisteina para dentro da célula e transportando glutamato para o meio extracelular
(Bannai, 1986). Desde que a funcgéo fisiologica deste transportador € captar
cisteina as custas da liberagdo de glutamato, € mais apropriado referir-se a ele
como um carreador de cisteina sensivel a glutamato do que um transportador de

glutamato propriamente dito.

A captacao de cisteina € competitivamente inibida por altas concentracoes
de glutamato externo e nestas situagées pode haver morte neuronal devido ao
estresse oxidativo, ja que a cisteina é requerida para a sintese de glutationa
(antioxidante enddégeno que participa da remocgao de peréxidos) (Murphy et alli,
1989; Cho e Bannai, 1990).

A partir de estudos de clonagem molecular, cinco subtipos de
transportadores de glutamato Na’-dependentes, estruturalmente distintos, tém
sido identificados e caracterizados: GLT1, GLAST, EAAC1, EAAT4 e EAATS
(Sims e Robinson, 1999) (tabela 1.4).

Tabela* 1.4: Familia dos transportadores de glutamato™*

Células gliais GLAST/EAA células de Muller (retina)
T células de Bergmann (cerebelo)

astrocitos em todo o cérebro

GLT1/EAAT
2
Células EAAC1/EAA Somata e dendritos neuronais
neuronais T3

Células de Purkinje (cerebelo)
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EAAT4
Células bipolares e fotoreceptoras
EAATS retinais

**Os nomes dos membros da familia de
transportadores e sua localizacao no cérebro. Os
nomes dos transportadores de aminoacidos
excitatorios (EAAT) sao para transportadores em
seres humanos; outros nomes foram dados quando
os transportadores foram primeiro clonados em
espécies nao-humanas: GLAST, transportador de
glutamato e aspartato; GLT, transportador de
glutamato; EAAC, carreador de aminoacido
excitatorio.

* Fonte: Attwell,2000.

O transporte de glutamato pelos seus transportadores parece ser
termodinamicamente acoplado ao co-transporte de pelo menos dois ions soédio,
um préton e o transporte contrario de um ion potassio, gerando a entrada liquida
na célula de uma carga positiva por glutamato transportado (Barbour et alli, 1988;

Kanai et alli, 1995; Zerangue e Kavanaugh, 1996).

Wadiche e colegas (1995%) constataram que a carga liquida que move-se
com a entrada de glutamato € maior do que aquela prevista pela estequiometria
descrita. Esta entrada de carga extra elicitada surge de um fluxo de ions cloreto
nao acoplados termodinamicamente e varios estudos sugerem que a condutancia
deste canal ibnico pode ser ativada independentemente do transporte de
glutamato (Billups et alli, 1996; Spiridon et alli, 1998).

Embora estes dados suportam o fato dos transportadores de glutamato
neuronal funcionarem tanto como transportador bem como um canal de cloreto,
nenhuma evidéncia estrutural sugere se o glutamato e o cloreto permeiam o
mesmo poro ou atravessam a membrana por diferentes vias da proteina
transportadora (Tanaka, 2000) (Figura 1.9).
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Figura 1.9: modelos esquematicos para o transportador de glutamato e canal de cloreto
associado a este transportador. Este canal pode estar localizado no mesmo poro (A) ou em uma
porcdo diferente da proteina, possivelmente em associagdo com outra proteina (B) (Fonte: Tanaka,
2000).

Uma vez dentro da célula, o glutamato sofre uma redistribuicdo, podendo
ser captado pela mitocondria através de um sistema antiporte glutamato/OH- (que
equivale a um simporte glutamato/H+) (Dennis et alli, 1976) ou através de um
trocador Glutamato/Aspartato (Kramer e Palmieri, 1989). A maioria das enzimas

que degrada glutamato se localiza na mitocéndria.

Por outro lado, o glutamato presente nos terminais nervosos pode ser
captado pelas vesiculas sinapticas através de um transportador que é muito
diferente daqueles da membrana plasmatica. A captagao vesicular é independente
de sodio e potassio, de baixa afinidade ao glutamato (Km ~1mM),
nao interage com aspartato e requer baixas concentragdes de ions cloreto (Naito e
Ueda, 1983; Fykse et alli, 1992). O sitio de ligagao do ion cloreto é distinto do sitio

de ligacao ao substrato e regula a atividade do transporte.

A H'-ATPase vacuolar, localizada na membrana vesicular, bombeia proton

para dentro da vesicula. O potencial de membrana positivo interno, dirige o
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transportador de glutamato vesicular (Naito e Ueda, 1985; Moriyama et alli,
1990; Tabb et alli, 1992).
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ILOBJETIVOS

Il. 1 Geral

Tendo em vista a importancia crescente atribuida a excitotoxicidade na
neuropatologia da acidemia glutarica tipo | e a similaridade estrutural entre as
moléculas dos acidos glutamico, glutarico e 3-hidroxiglutarico, acumulados nestas
doenga, o presente estudo procurou investigar o efeito dos acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico sobre alguns paréametros do sistema glutamatérgico no sistema

nervoso central (SNC) de ratos jovens.

Il. 2 Especificos

= Avaliar o efeito in vitro do acido 3-hidroxiglutarico sobre a captagao de L-
[3H]glutamato por preparagoes sinaptossomais de coértex cerebral de ratos

jovens.

= Avaliar o efeito in vitro dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre a
liberacdo de L—[3H]glutamato por preparacdes sinaptossomais de coértex

cerebral de ratos jovens.
= Avaliar o efeito in vitro dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre a
unido de L-[*H]glutamato em membranas sinapticas plasmaticas de cortex

cerebral de ratos jovens, na presenga e/ou auséncia de ions sodio.

= Avaliar o efeito in vitro do acido 3-hidroxiglutarico sobre a captagao do L-

[*H]glutamato por vesiculas sinapticas de cérebro de ratos jovens.
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" Avaliar o efeito dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre a

captacdo de L-[*H]glutamato em cultivos primarios de astrdcitos.

ll. MATERIAL E METODOS

lll.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau de pureza
PA.

Os acidos foram sempre diluidos no tamp&o de incubacao especifico para
cada experimento, exceto nos experimentos de ligagdo de glutamato a
membranas sinapticas e captacéo vesicular de glutamato, onde foram diluidos em

agua destilada (filtrada por milli-Q).

1.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar do Biotério do Departamento de Bioquimica
do ICBS, UFRGS. Animais com trinta dias de idade foram usados para as
preparacdes de membranas sinapticas e sinaptossomas. Ratos de 60 dias foram
usados para as preparacdes de vesiculas sinapticas e ratos de 1-2 dias de vida
para os cultivos primarios de astrécitos. Os animais foram mantidos em ambiente
climatizado a 25°C, com intervalos de 12h, claro e escuro, com agua e racao ad

libitum.

lll.3 Preparacao da fracao sinaptossomal para avaliacao

da captacao de L-[3H]glutamato
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Ratos Wistar de trinta dias de vida foram sacrificados por decapitagao
sem anestesia. Os bulbos olfatérios, o cerebelo e o pedunculo cerebral foram
descartados e o resto do cérebro isolado. O cértex foi separado e homogeneizado
em meio contendo 0,32 M de sacarose, 5 mM de HEPES e 0,1 mM de EDTA em
pH 7,5 (meio |), com homogeneizador elétrico a uma velocidade de 800 rpm. Os
sinaptossomas foram obtidos conforme o método de Nagy & Delgado-Escueta
(1984). Para tanto, o homogeneizado foi centrifugado a 1.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado com pipeta Pasteur e centrifugado a 12.000 g por 20
minutos. O sedimento foi ressuspendido em 0,5 ml do mesmo meio | e 4 ml de
uma solucado de Percoll 8,5%, para que a solugao de Percoll resultante fosse
7,5%. Este homogeneizado final foi entdo adicionado cuidadosamente sobre um
gradiente descontinuo de Percoll de 16%, 10% e 7,5% que foi mantido em gelo.
Este foi centrifugado a 15.000 g por 20 minutos. A fragdo sinaptossomal foi
coletada na interface entre as solu¢des de Percoll 10% e 16% e homogeneizada
em meio contendo 15 mM de Tris/acetato, pH 7,4 e 0,3 M de sacarose e
centrifugada a 17.300 g por 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento foi novamente homogeneizado e centrifugado conforme descrito
anteriormente. A diluigado final das preparagbes (com mesmo meio das lavagens)

ficou com uma concentragao de proteina entre 1-2 mg/ml.

lll.4 Ensaio de lactato desidrogenase em sinaptossomas

Para avaliar a integridade dos sinaptossomas, a liberagdo de lactato
desidrogenase (LDH; E 1.11.27) foi monitorada pela incubacéo dos sinaptossomas
na auséncia ou presenga de 1mM dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico por 15
minutos. A atividade da LDH no meio de incubacéo foi também determinada em
sinaptossomas rompidos usando Triton X-100 1,5%. Utilizou-se um Kit (Labtest

reagentes, Brasil) para a medida espectrofotométrica da atividade da LDH.
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.5 Captacdo de L-[’H]glutamato por preparagdes

sinaptossomais.

A captacéao de L-[3H]glutamato por preparacdes sinaptossomais foi medida
em meio contendo 110 mM de NaCl, 25 mM de glicose, 5,3 mM de KCI, 1 mM de
MgSQOq4, 1,8 mM de CaCl,, 6 mM de sacarose em 40 mM de tampao Tris/Acetato,
pH 7,4, 1uM de L-[*H]glutamato e acido 3-hidroxiglutarico (10 uM — 1mM). Os
controles ndo continham acido 3-hidroxiglutarico. A captagao foi iniciada pela
adicdo dos sinaptossomas (100-200 pg de proteina). Apés um minuto de
incubacao a 37°C, a captacao foi encerrada por filtragao, utilizando filtros GF/B.
Os filtros foram lavados trés vezes com 4 ml de uma solu¢do de 15 mM de
Tris/Acetato, pH 7,4, contendo 155 mM de acetato de amébnio. A captacao
inespecifica (10 a 20% da captacéo total) foi determinada pela incubagdo das
amostras na auséncia de sodio e cloreto em tampao 20 mM de Tris/Acetato, pH
7,4, contendo 0,32 M de sacarose. A radioatividade foi medida pela adicao dos
filtros, previamente secos, em 1,5 ml de liquido de cintilagdo (Optiphase ‘Hisafe’ 3-
Wallac).

.6 Preparacao da fracao sinaptossomal para avaliacao

da liberacdo de L-[*H]glutamato

As fragdes sinaptossomais foram obtidas de um gradiente descontinuo de
Percoll/Sacarose descrito previamente (Dunkley et alli 1986), com algumas
modificagdes. O homogeneizado (1:10, peso/volume) de cértex cerebral foi
preparado em meio contendo 1,28 M de sacarose, 4 mM de EDTA e 25 mM de
DDT (pH 7,4) e centrifugado a 800 g por 10 minutos. O sobrenadante contendo

sinaptossomas foi aplicado sobre um gradiente de solugdes de Percoll de 23, 15, 7
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e 3% e centrifugado a 24.000 g por 10 minutos. A fragdo sinaptossomal foi
isolada entre as bandas de Percoll de 15 e 7% e estocada a 0°C. As fragdes
coletadas foram unidas e a solugéo resultante foi ressuspensa e homogeneizada
em um tampao HBSS (solugéo salina de tamp&o Hepes) com baixo K* e Ca*? (pH
7,4) contendo 770 mM de cada: NaCl, KCI, KH,PO4, MgSO,, e de HEPES, 1,2 mM
de glicose e 1M de CaCl, e centrifugado a 21.000 g por 15 minutos. O
sobrenadante foi removido e o sedimento foi cuidadosamente ressuspenso em
tampao HBSS. A fracdo sinaptossomal isolada e usada na incubacgao continha
aproximadamente 2,2 mg de proteina/ml. Esta fracdo continha 5% de
contaminagao por fragmentos de membranas mitocondriais interna e externa,
microssomas, mielina, bem como membranas plasmaticas gliais e neuronais
(Dunkley et alli, 1986; Migues et alli, 1999; Nagy et alli, 1986).

.7 Liberacio de L-[’H]glutamato pela fragdo

sinaptossomal

A determinacdo da liberagao de L-[3H]glutamato foi realizada conforme
descrito por Migues e colegas (1999). Os sinaptossomas foram inicialmente
expostos a glutamato marcado, pela incubagao da preparagao sinaptossomal por
15 minutos a 37°C em um meio ndo despolarizante (baixo potassio) consistindo de
HBSS (solugéo salina de tampao Hepes) com a seguinte composi¢do: 27 mM de
Hepes, 133 mM de NaCl, 2,4 mM de KCI, 1,2 mM de MgSOy, 1,2 mM de KH,;POy4,
12 mM de glicose, 1 mM de CaCl,) na presenca de 0,1 uCi L-[°H]glutamato
(Amersham, com atividade especifica de 53 Ci/mmol e concentracao final de 5x10°
" mM). As aliquotas de sinaptossomas carregados com L-[°H]glutamato foram
centrifugadas a 16.000 g por 1 minuto. Os sobrenadantes foram descartados e os
sedimentos foram lavados quatro vezes em HBSS por centrifugagdo a 16.000 g
por 1 minuto (4°C). No ensaio de liberacdo basal de L-[*H]glutamato, o sedimento

final foi ressuspenso em HBSS e incubado por 1 minuto na auséncia (controles)
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ou presencga de acido glutarico (10 uM-1 mM) ou acido 3-hidroxiglutarico (10
nM-1 mM). A liberagdo de L-[’H]glutamato estimulada por K* foi realizada como
descrito para a liberacdo basal, exceto que o meio de incubacéo continha 20 mM
de KCI para induzir despolarizagdo A incubacéo foi interrompida por centrifugagéo
a 16.000 g por 1 minuto a 4°C. Em alguns experimentos utilizou-se 40 mM de KCI.
A radioatividade presente no sobrenadante e no sedimento foi separadamente
determinada em um cintilador Wallac. O L-[3H]glutamato liberado foi calculado
como uma percentagem da quantidade total de radioatividade presente no inicio
do periodo de incubagado A quantidade total de glutamato carregado para dentro

dos sinaptossomas nestas condi¢des foi de 9,9 nmoles/mg de proteina.

lIl.8 Preparacao de membranas plasmaticas cerebrais.

As membranas plasmaticas foram preparadas de acordo com o método de
Emanuelli e colegas (1998). Foram utilizados ratos de 30 dias de idade,
sacrificados por decapitacdo sem anestesia. O cortex cerebral foi dissecado,
pesado e homogeneizado em meio contendo 0,32 M de sacarose, 1 mM de
Tris/HCI e 10 mM de MgCl,, na proporgao de 20 ml de meio por grama de tecido.
A homogeneizacgéao foi feita manualmente em homogeneizador de vidro. O tecido
homogeneizado foi centrifugado a 1.000 g por 15 minutos. O sobrenadante
denominado S1A foi mantido em gelo. O sedimento resultante foi homogeneizado
novamente no mesmo volume e centrifugado na mesma velocidade e tempo. Os
sobrenadantes resultantes, S1A e S1B, da primeira e segunda centrifugacoes
foram centrifugados a 27.000 g por 15 minutos. O sobrenadante resultante foi
desprezado e o sedimento foi homogeneizado em Tris/HClI 1 mM, pH 7,4 (meio
hiposmotico) e mantido em gelo por 30 minutos para lisar as vesiculas formadas
no meio isosmotico. O homogeneizado sofreu centrifugacédo a 27.000 g por 15
minutos. ApoOs essa centrifugacao, o precipitado foi homogeneizado em Tris/HCI
ou Tris/Acetato 10 mM, pH 7,4, sendo centrifugado na mesma velocidade e tempo

anteriores. Esse processo foi repetido por trés vezes apdés o rompimento das
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vesiculas. O sedimento da ultima centrifugagao foi homogeneizado em volume
de aproximadamente 6ml/g de tecido original e congelado em freezer —70°C por
no minimo 24 horas. Apos descongelamento, as membranas foram diluidas em 14
ml de Tris/HCI ou Tris/Acetato 10 mM, pH 7,4, 20 volumes em relagdo ao peso
inicial do tecido e centrifugadas a 27.000 g por 15 minutos. O sedimento foi
homogeneizado no mesmo volume anterior e incubado a 37°C por 30 minutos,
sendo centrifugado na mesma velocidade e tempo anteriores por mais trés vezes.
Apds a ultima centrifugagcdo o sedimento foi homogeneizado de modo que a

concentragao proteica ficasse entre 1-2 mg/ml.

1.9 Unido de L-[°’H]glutamato em membranas sinapticas

plasmaticas

A incubacado para a medida da unido de L-[’H]glutamato a seus receptores
e/ou transportadores foi iniciada pela adicdo das membranas plasmaticas em meio
contendo Tris/Acetato 50mM ou Tris/acetato 50 mM contendo 100 mM de NaCl,
pH 7,4, respectivamente, com 100nM de glutamato radioativo. A unido inespecifica
de glutamato foi medida pela adicdo de 100uM de glutamato frio ao meio de
incubacdo. O acido 3-hidroxiglutarico foi diluido em agua tridestilada e tamponado
com hidréxido de potassio. Suas concentragdes variaram de 1uM a 1mM. Os
controles ndo continham acido 3-hidroxiglutarico. Apds a adigdo das membranas
plasmaticas, a incubacéo foi feita em banho a 30°C por 30 minutos. O processo foi
interrompido por centrifugagdo a 16.800 g por 15 minutos. Apds a centrifugacao,
desprezou-se o0 sobrenadante, lavou-se cuidadosamente o sedimento com agua
destilada gelada (4°C) (para remogao da radioatividade que n&o foi incorporada) e,
apos seco, o sedimento foi solubilizado com 300uL de solugdo de dodecil sulfato
de sédio 0,1% por 24 horas. Um volume de 240uL da membrana solubilizada foi

misturado a 1,5 mL de liquido de cintilagdo (Optiphase ‘Hisafe’ 3-Wallac) e a
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radioatividade foi medida em cintilador. A unido especifica de L-[>H]glutamato

foi calculada descontando-se a uniao inespecifica.

111.10 Preparacao de vesiculas sinapticas

As vesiculas sinapticas foram preparadas de cortex cerebral de cérebro de
ratos de 60 dias como descrito por Fykse & Fonnum (1996), com algumas
modificagdes. Brevemente, o homogeneizado (1:10, peso/volume) de cortex
cerebral dos ratos feito em um tampao contendo 0,32 M de sacarose, 10 mM de
tampao MOPS/Tris, pH 7,4 e 1 mM de EGTA foi centrifugado duas vezes por 10
minutos a 1.000 g. Ambos os sobrenadantes foram unidos e centrifugados por 30
minutos a 20.000 g para obter a fracdo sinaptossomal crua (P2). Esta fragcéo
sofreu um choque osmdtico pela ressuspensdo em 10 mM MOPS/Tris, pH 7,4,
contendo 0,1 mM de EGTA (aproximadamente 0,8 ml/g de tecido fresco) e
centrifugada a 17.000 g por 30 minutos. O sobrenadante contendo as vesiculas
sinapticas foi aplicado a um gradiente de densidade de sacarose de 0,4 M a 0,6 M
e este foi centrifugado a 65.000 g por 2 horas. A fragdo de vesicula sinaptica foi
isolada da banda de sacarose a 0,4 M e estocada a —70°C por até quatro
semanas sem perda da atividade. Estudos conduzidos por outros grupos
mostraram que esta fracdo nado contém estruturas contaminantes que possam
interferir com a captacdo de glutamato por vesiculas sinapticas. Utilizaram-se
também controles com adi¢gdo de altas concentracbes de sédio para avaliar a
presenca de possiveis vesiculas contaminantes formadas de membranas
plasmaticas. Em todas as preparacbes de vesiculas sinapticas testadas, a

captacéao nao foi estimulada pela adigdo de sédio (dados ndo mostrados).
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.11 Captacdo de L-[’H]glutamato por vesiculas

sinapticas

Os experimentos de captacdo de L-[*H]glutamato foram desenvolvidos em
um meio padrao (volume final de 200 ul) composto de 10 mM de MOPS/Tris, pH
7,4, 4 mM de KCI, 140 mM de gluconato de potassio, 0,12 M de sacarose, 2 mM
de MgCl; e 2 mM de ATP, como descrito por Wolosker et alli (1996). A captagao
de glutamato foi desenvolvida no meio padrdo com 50 uM de L-[*H]glutamato (3
uCi/ml). Em experimentos para avaliar o efeito do acido 3-hidroxiglutarico, o
metabdlito foi adicionado no meio de captagdo (1uM — 1mM). A captagao foi
iniciada pela adigdo das vesiculas sinapticas (30-40 nug de proteina/tubo). O
sistema foi incubado por 10 minutos a 35°C e a reagao foi interrompida por
filtracdo rapida do meio de ensaio através de filtros Millipore de 0,45 um. Os filtros
foram rapidamente lavados trés vezes com 4 ml de tampao MOPS/Tris 10 mM, pH
7,4, a temperatura ambiente. A captagao especifica foi calculada pelo desconto da
captagcdo medida na auséncia de ATP. A radioatividade foi medida por um

cintilador liquido da marca Wallac.

l11.12 Cultura primaria de astrécitos

As culturas primarias de astrécitos foram preparadas como descrito
previamente (Saneto e Vellis, 1987), com algumas modificagées. Ratos Wistar de
1 a 2 dias de idade foram decapitados sem anestesia e os cérebros dissecados
em tampao HBSS estéril, pH 7,4, até a obtencao do cortex que foi transferido para
uma placa de Petri com meio MEM (MEM- Eagle’s minimal essential media)
(GIBCO) O tampé&o HBSS €& composto de 1,26 mM de CaCl, .2H,0, 5,36 mM de
KCl, 0,44 mM de KH;POQO4, 0,49 mM de MgCl,.6H,0, 0,41 mM de MgS0O,.7H,0,
137 mM de NaCl, 4,177 mM de NaHCOs, 0,63 mM de Na,HPO4 e 5,55 mM de D-
glicose. O meio de plaqueamento foi MEM com 10% de FBS (soro bovino fetal)

suplementado por 10 ng/ml de EGF -fator de crescimento epidérmico-(GIBCO).
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Em cada preparacao, os cortices de 6 ratos foram dissociados com tripsina
(GIBCO) seguidos por DNAse | (GIBCO) e as células foram semeadas em 3
placas de 24 pocos (NUNC). As culturas de astrécitos foram mantidas em uma
incubadora a 37°C em atmosfera humidificada com 95% de ar e 5% de CO,. Até o
periodo de confluéncia, o meio original foi substituido por MEM com 5% de FBS a
cada 72h. Quando a confluéncia foi atingida (7-8 dias in vitro, DIV), o meio foi
substituido por MEM com 5% FBS e 10uM de citosina arabinosideo (Ara-C) que
foram adicionados por 48h para eliminar células mitéticas. A troca de meio
subsequente foi realizada conforme as trocas anteriores a adi¢cao de Ara-C. Para
cada experimento foram usadas culturas ndo-irmas (que ndo eram do mesmo
plagueamento). Os experimentos foram realizados com cultivos de 14 DIV, com
astrécitos mostrando uma morfologia poligonal. O meio de cultura foi trocado por

meio fresco na tarde anterior a captacao de L—[3H]glutamato.

lIl.13 Ensaio da viabilidade dos astrécitos por MTT

O MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolico bromida]) (Sigma) é
um sal tetrazolico soluvel em agua que resulta em uma solugdo amarela quando
preparado em meio ou solugao salina sem vermelho fenol. O MTT dissolvido é
convertido para um formazan purpuro insoluvel quando seu anel tetrazdlico é
clivado por enzimas desidrogenases presentes nas mitocdndrias das células. Este
formazan insoluvel em agua pode ser dissolvido por alguns solventes, como o
isopropanol ou dimetilsulféxido (DMSO), e a mudanga de coloragdo do produto
dissolvido é medido espectrofotometricamente a 570 nm e 630 nm. A absorbancia
varia em fungdo da concentracdo da cor convertida. Assim, a clivagem e a
conversao da coloracdo amarelo soluvel para o formazan purpuro insoluvel é
usado como medida de citotoxicidade (viabilidade) celular. Desidrogenases
mitocondriais ativas de células vivas causam esta conversao, enquanto células

mortas ndo causam nenhuma mudancga na absorbancia.
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Em nossos ensaios, substituimos o meio de incubacao das culturas por
300 uL de tampao HBSS (descrito previamente) a 37°C e deixamos brevemente
as células (1-3 minutos) em uma incubadora a 37°C e em atmosfera humidificada
com 95% de ar e 5% de CO,, para ambientagao neste novo meio. Este tampéo foi
entdo aspirado e desprezado e recolocou-se novamente HBSS (37°C) em
volumes de 280 uL (pogos controles) e 260 uL (pogos que receberiam acido). Os
acidos (50 uM ou 1mM) foram entdo adicionados (20 pL) nos pogos com 260 pL
de tampao e incubados em estufa por 60 minutos nas condigcdes atmosféricas
descritas anteriormente. Apds este periodo, o sobrenadante de todos os pocgos foi
aspirado e substituido por 500 uL de MEM (37°C) mais 50 uL de MTT (5mg/ml) e a
placa foi incubada por mais 90 minutos (ou 20 horas). Apés este tempo, adicionou-
se sobre este sistema de incubagdo 1 mL de DMSO (Sigma) e 125 uL de tampéao
glicina, pH 7,4. Apds 12 horas, o sobrenadante foi recolhido e quantificado através
de leitura em espectrofotdmetro em 570 nm e 630 nm. A diferenga (A) entre as
duas absorbancias revelou o valor de conversao de cor do MTT (Slater et alli,
1963; Denizot e Lang, 1986).

.14 Medida de liberagcao da lactato desidrogenase (LDH)

em culturas de astrécitos

A atividade da LDH é calculada medindo o decaimento de absorbancia a
340 nm entre os tempos inicial e final de reagcdo (15 e 180 segundos). O
decaimento de absorbancia representa a formacdo de NAD" a partir de NADH
adicionado (uma reacéo acoplada a formacao de lactato a partir de piruvato), e
corresponde a medida da atividade da enzima lactato desidrogenase. Para isso,
se utiliza 100 uL de amostra (sobrenadante da cultura). A reagao inicia com a
adicdo desta amostra sobre 900 uL de um meio composto de 12 mM de piruvato,
0,15 mM de NADH e 50 mM de Tris-HCI, pH 7,2. O volume final do ensaio foi 1

mL. O branco se costitui de 1 mL deste meio sem a amostra.
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I11.15 Captacgio de L-[’H]glutamato por astrécitos

Para os ensaios de captacdo de glutamato por astrocitos, o meio de
incubacao foi trocado por 300 uL de HBSS (cuja composicdo € a mesma do
tampao usado na preparacado das culturas) a 37°C, pH 7,4. As células foram
incubadas por 1-2 minutos em uma estufa a 37°C em atmosfera humidificada com
95% de ar e 5% de CO, para ambientagcdo. O tampéao foi entdo removido e
novamente HBSS a 37°C, pH 7,4, colocado nos volumes de 280 ulL (pogos
controles) e 260 pL (pogos testes). Os acidos 3-hidroxiglutarico (50 uM e TmM) e
glutarico (50 uM e 1mM) foram adicionados (20 pl) nos pogos com 260ul de
tampao e incubados por 1 hora sobre as condicdes atmosféricas de incubagao
citadas anteriormente. Nos 53 minutos, decorridos do inicio da incubagao, a
captacéo foi iniciada pela adi¢do de 20ul de L-[3H]glutamato (0,01uCi) (Amerishan
Radiochemical-45 Ci/mmol) e 100 uM de glutamato ndo marcado por um periodo
de 7 minutos. A captacao foi interrompida por duas lavagens com 1ml de HBSS
frio (4°C). As células foram desprendidas da placa adicionando-se entdo NaOH
0,5% (por 12 horas) e o meio foi coletado para determinagao da radioatividade por

um cintilador Wallac.

111.16 Medida de proteinas

O conteudo proteico em todas as técnicas empregadas foi determinado

pelo método de Lowry et alli (1951), usando albumina bovina sérica como padrao.

I11.17 Estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e a média usada

para os calculos. A significAncia estatistica foi determinada pela analise de
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variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste de Duncan, quando o F foi

significante. Um valor de p < 0,05 foi considerado significante.
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IV. RESULTADOS

IV.1.Efeito dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre
a liberacao de lactato desidrogenase de preparagoes

sinaptossomais de coértex cerebral de ratos.

Inicialmente, procuramos determinar se os 4acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico alteram a permeabilidade das preparagdes sinaptossomais através
da determinacdo da atividade da lactato desidrogenase nos sobrenadantes da

incubacgao.

Preparagdes sinaptossomais de cortex cerebral de ratos de 30 dias de
idade foram entdo incubadas por 15 minutos na presenca dos dois acidos. Foi
também utilizado Triton X-100, um detergente que rompe as membranas
celulares, e nesses ensaios a medida de lactato desidrogenase foi tida como
100%.

A figura IV.1 mostra que os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico na
concentracdo de 1 mM ndo provocaram um aumento na liberagdo de lactato
desidrogenase no meio incubado com preparagdes sinaptossomais
[F(2,17)=0,117, p =0,889], indicando que nessa concentragdo nao ocorre ruptura

ou aumento da permeabilidade dos sinaptossomas.
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Figura IV.1- Efeito dos acidos 3-hidroxiglutarico e glutarico sobre a liberacdo

de lactato desidrogenase (LDH) de preparacdes sinaptossomais de cortex

cerebral de ratos.

Os valores representam a média + erro padrao de 6 experimentos e
expressam o percentual de liberagao de lactato desidrogenase (LDH) em
relacdo aos ensaios com Triton X-100. N&o houve diferenga significativa em

relacao aos controles (ANOVA de uma via).

Tendo em vista esses resultados, passamos a investigar o efeito do acido 3-
hidroxiglutarico sobre a captagdo de glutamato por sinaptossomas. A captagao de
glutamato por preparag¢des sinaptossomais na presenca do acido glutarico ja foi

estudada (Porciuncula et alli, 1999).
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IV.2. Efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a
captacao de L-[3H]glutamato por  preparagoes

sinaptossomais de coértex cerebral de ratos.

A figura IV.2 mostra que o acido 3-hidroxiglutarico nas concentragdes de 10
um a 1 mM nao altera significativamente a captagdo de glutamato pelas

preparagdes sinaptossomais [F(5,47)=0,5163, p =0,7624 ].
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Figura IV.2- Efeito do acido 3-hidroxiglutérico sobre a captacdo de L-[*H]glutamato

por preparacoes sinaptossomais de cortex cerebral de ratos.

Os valores representam a média + erro padrdo de 8 experimentos e estdo
expressos em pmol/mg de proteina/min. Nao houve diferenga significativa em

relacdo aos controles (ANOVA de uma via).
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IV.3. Efeito dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico
sobre a liberacao basal e estimulada por potassio de L-
[3H]glutamato por preparacgoes sinaptossomais de cortex

cerebral de ratos.

Alteragcbes nos sistemas de transporte glutamatérgico estdo envolvidos na
toxicidade de varias patologias neurodegenerativas, incluindo-se a isquemia
cerebral e a doenga de Alzheimer (Lipton & Rosenberg, 1994). Esses sistemas de
transporte sdo sodio-dependentes e estdo presentes nas células gliais € nos

neurdnios.

Tendo em vista a similaridade estrutural entre o acido glutédmico e os acidos
glutarico e 3-hidroxiglutarico e os achados patologicos similares dos pacientes
afetados por acidemia glutérica tipo | e por doengas neurodegenerativas causadas
por neurotoxicidade do glutamato, decidimos investigar o efeito de trés
concentragbes dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre a liberagéo de L-

[3H]glutamato por preparagdes sinaptossomais de cértex cerebral de ratos.

As figuras IV.3 e IV.4 mostram respectivamente a liberagdo basal e
estimulada por 20 mM de cloreto de potassio (membrana despolarizada) de
glutamato das preparagdes sinaptossomais na presengca dos acidos 3-
hidroxiglutarico e glutarico. Verificamos que, nas concentragdes de 10 uM a 1 mM,
o acido glutarico, em meio basal [F(3,23)=0,066, p=0.977] e despolarizado
[F(3,23)=0,043, p=0,988], bem como o acido 3-hidroxiglutarico [F(3,23)=0,119,
p=0,948] em condi¢des basais e despolarizadas [F(3,23)=0,096, p=0,0961], néo

modificaram significativamente esse parametro bioquimico.
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B Liberacio de Glu em meio despolarizado (20mM de KCI1) = Liberacdo basal de Glu
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Figura IV.3- Efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a liberacéo de L-[*H]glutamato

por preparacoes sinaptossomais de cortex cerebral de ratos.

Os valores representam a média + erro padrdao de 6 experimentos e expressam o
percentual de liberagdo. Nao houve diferengca significativa em relagdo aos
controles (ANOVA de uma via).

*p <0,05e ** p <0,01, comparado a liberagédo basal (teste T pareado).
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Figura IV.4- Efeito do acido glutarico sobre a liberacdo de L-[*H]glutamato por

preparacoes sinaptossomais de cortex cerebral de ratos.

Os valores representam a média + erro padrdo de 6 experimentos e expressam a
percentagem de liberagdo. N&o houve diferenca significativa em relagdo aos
controles (ANOVA de uma via).

**p < 0,01, comparado a liberagao basal (teste T pareado).
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Investigamos também o efeito do &acido 3-hidroxiglutarico, nas
concentracdes de 1 M a 1 mM sobre a liberacdo de L-[*H]glutamato por
preparacdes sinaptossomais estimuladas por 40 mM de cloreto de potassio
(Figura 1V.5.). Observa-se que embora ndo fosse detectado nenhum efeito
significativo do metabdlito sobre a liberagdo basal de glutamato [F(4,39)=0.5634,
p= 0.69908], ou estimulada por potassio (40 mM) [F(4,39)=1.1103, p=0.3672],
ocorreu uma leve tendéncia de uma maior liberagao de glutamato estimulda por 40
mM de potassio a medida que a concentragdo de &cido 3-hidroxiglutarico

aumentou.
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Figura IV.5- Efeito do &cido 3-hidroxiglutérico sobre a liberagdo de L-[*H]glutamato

por preparacoes sinaptossomais de cortex cerebral de ratos.

Os valores representam a média + erro padrdo de 8 experimentos e expressam a

percentagem de liberagdo. Nao houve diferenga significativa em relagdo aos

controles (ANOVA de uma via).

**p < 0,01, comparado a liberag&o basal (teste T pareado).

Os resultados de que os dois acidos nao interferiram com a liberagdo basal de

glutamato indicam que os mesmos n&o causam despolarizagdo nas preparagoes

sinaptossomais.
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IV.4. Efeito dos acidos 3-hidroxiglutarico e glutarico
sobre a uniao de L-[3H]glutamato em membranas
sinapticas plasmaticas de cortex cerebral de ratos
adultos na presenca ou auséncia de sé6dio no meio de

incubacao

Em um sistema de incubacdo sem ions sodio e cloreto, o acido 3-
hidroxiglutarico nas concentragées de 1 uM a 100 pM inibiu a unido do L-
[3H]glutamato as membranas, enquanto nas concentragdes de 500 uM a 2 mM
nao provocou qualquer alteragao (Figura 1V.6) [F(5,36)=7,482, p=0,0001]. Esses
resultados indicam que, em concentragbes pequenas, o acido 3-hidroxiglutarico
inibe a ligacdo de glutamato a receptores, visto que na auséncia de sdédio a

ligacao se da predominantemente nestas estruturas.

Por outro lado, a unido de L-[’H]glutamato & membranas sinapticas em
meio com sodio, na presenga dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico nas
concentragcdes de 10 uM a 1mM, foi inibida por ambos os acidos e em todas as
concentragbes testadas (figura 1V.7) [F(5,17)=6,070; p=0,005]. Esses resultados
mostram que na presenga destes acidos organicos, a ligacdo do glutamato em
transportadores € inibida em todas as concentragdes, visto que, em nossas
condigdes experimentais (altas concentragdes extracelulares de s6dio) medimos a

unido do glutamato a estes sitios sddio-dependentes (transportadores).

Ixxix



[e]
®
E o 100 -
55 o * L - T
G £ 80 .
E‘O *%k T

o
T o 60 T
33
s & 40-
'
5 20 -

0 T T T

1uM 10 uM 100 uM 500 uM 1mM 2mM

Figura IV.6- Efeito do &cido 3-hidroxiglutarico sobre a unido de L-[*H]glutamato em

membranas sinapticas plasmaticas de cortex cerebral de ratos em meio sem sdédio

e cloreto.

Os valores representam a média + erro padrdo de 6 experimentos e estdo
expressos em percentagem do controle (9,34 pmol/mg de proteina). A diferencga
entre as médias foi calculada por analise de varidncia de uma via (ANOVA),

seguida de teste de Duncan (** p<0,001; * p<0,05 comparada aos controles)
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Figura IV.7- Efeito do acido 3-hidroxiglutarico e glutarico sobre a unido de L-

[*H]glutamato em membranas sinapticas plasmaticas de cortex cerebral de ratos

em meio com soédio .

Os valores representam a meédia + erro padrdo de 3 experimentos e estdo
expressos em pmol/mg de proteina. A diferenca entre as médias foi calculada por
analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida do teste de Duncan (*p<0,05

comparada aos controles)
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IV.5. Efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a captagao
de L-[3H]glutamato por preparacoes de vesiculas

sinapticas de cérebro de ratos adultos.

O sistema de captagao de glutamato em vesiculas sinapticas difere do
sistema das membranas plasmaticas, tanto na utilizagcdo de energia para o

transporte, como pela especificidade por glutamato.

A partir dessas consideracdes, foi investigado o efeito do acido 3-
hidroxiglutarico, nas concentracbées de 1 uM a 1 mM, sobre a captagdo de

glutamato por preparagdes de vesiculas sinapticas.

A figura IV.8. mostra que o acido 3-hidroxiglutarico ndo alterou a captagao
de L-[3H]glutamato por  vesiculas sinapticas nas concentracdes
testadas[F(4,34)=0,689 ,p=0,605].
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Figura IV.8- Efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a captacéo de L-[°H]glutamato

por preparacoes de vesiculas sinapticas de cérebro de ratos.

Os valores representam a média + erro padrdo de 7 experimentos e estdo
expressos em percentual do controle (0,82 pmol/mg de proteina). Nao houve
diferenca significativa em relacéo aos controles (ANOVA de uma via).

A captacao vesicular na presenca do acido glutarico ja foi estudada (Porciuncula
et alli, 1999).
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IV.6 Efeito dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico
sobre a viabilidade de astrocitos de cortex cerebral de

ratos

Tendo em vista que nos proximos experimentos utilizamos astrocitos
cultivados de cortex cerebral de ratos, investigamos inicialmente o efeito dos
acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre a viabilidade dos astrdcitos no 14’ dia de
cultivo, medida pelo teste do MTT, que indica a atividade de desidrogenases

mitocondriais, e pela liberagcédo de lactato desidrogenase para o meio de cultivo.

Incubando por 90 minutos os astrocitos, podemos verificar que o acido 3-
hidroxiglutarico, nas concentragbes de 50 pyM e 1 mM, n&o alterou
significativamente a diferengca das extingdbes medidas a 570 nm e a 630 nm dos
grupos tratados com acido em relagao aos controles (Figura 1V.9) [F(2,11)=1,323,
p=0.314], indicando que as desidrogenases mitocondriais destas ceélulas, na
presenca do acido 3-hidroxiglutarico, estavam ativas e portanto ndo alteraram a

sua viabilidade.
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Figura IV.9- Efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a viabilidade celular

(conversao de cor de MTT) de astrécitos de cortex cerebral de ratos.

Os valores representam a média + erro padrao de 4 experimentos e expressam a
diferenca entre as absorbancias em 570 nm e 630 nm.

N&o houve diferenga significativa em relagcao ao controle (ANOVA de uma via).
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Incubando os astrocitos por 20 horas com os acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico na concentracdo de 1 mM, verificamos também a viabilidade das
células pelas medidas de conversido de MTT e da atividade da lactato
desidrogenase. Observa-se nas figuras V.10 e V.11 que a viabilidade dos
astrocitos incubados com os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico, nesta
concentragdo, nao foi significativamente diferente daquela do controle para os dois
testes de viabilidade. A figura IV.10 [F(2,14)=0,090; p>0,05] mostra que para um
tempo de incubacéo de 20 horas com os dois acidos, o percentual de liberacéo de
lactato desidrogenase das células tratadas, ndo foi significativamente diferente das
células controle, indicando que os mesmos nao causam ruptura ou aumento de
permeabilidade das células. Ja na figura IV.11 [F(2,14)=6,847; p>0,05], as células
incubadas com os dois acidos por 20 horas ndo mostraram uma diferenga de
extingdo (conversao de MTT) alterada em relacdo ao controle, indicando que as

mesmas continuavam com as desidrogenases mitocondriais ativas
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Figura 1V.10- Efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a viabilidade celular

(liberacdo de LDH — incubacdo de 20 horas) de astrocitos de coértex cerebral de

ratos.
Os valores representam a média * erro padrdo de 5 experimentos e expressam o
percentual de liberagdo de LDH em relagao ao controle (0,0238 + 0,0014)

N&o houve diferenga significativa em relagao aos controles (ANOVA de uma via).
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Figura 1V.11- Efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a viabilidade celular

(conversdo de MTT-incubacdo de 20 horas) de astrécitos de coértex cerebral de

ratos.

Os valores representam a média + erro padrdo de 5 experimentos e expressam a
diferenca entre as absorbéncias em 570 nm e 630 nm, em relagdo ao controle
(0,653 + 0,0085) .

N&o houve diferenga significativa em relacao aos controles (ANOVA de uma via).
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IV.7 Efeito dos acidos 3-hidroxiglutarico e glutarico sobre
a captacdo de L-[’H]glutamato em astrocitos de cortex

cerebral de ratos.

As figuras V.12 e IV.13 mostram que os acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico nas concentragcées de 50uM e 1mM estimulam significativamente
a captacdo de L-[’H]glutamato por astrécitos no 14° dia de cultivo (acido glutarico;
[F(2,14)=10,17, p=0,003]; acido 3-hidroxiglutarico [F(2,17)=9,654, p=0,002].
Podemos observar que o acido 3-hidroxiglutarico aumentou a captagdo de L-
[’H]glutamato em aproximadamente 30%, enquanto o &cido glutarico aumentou

em aproximadamente 48%.
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Figura IV.12- Efeito do &cido glutarico sobre a captacdo de L[*H]glutamato por

astrocitos de cortex cerebral de ratos.

Os valores representam a média = erro padrao de 5 experimentos e estdo
expressos em percentual do controle (1,76 nmol/mg/min); p<0,05 comparada ao

controle (teste de Duncan).
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Figura IV.13- Efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a captacéo de L[*H]glutamato

por astrocitos de cortex cerebral de ratos.

Os valores representam a média + erro padrao de 6 experimentos e estao

expressos em percentual do controle (4,68 nmol/mg/min); p<0,05 comparada ao

controle (teste de Duncan).
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V. DISCUSSAO

A acidemia glutarica tipo | (AGI) € uma desordem autossémica recessiva da
degradacdo dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofano (Hoffmann et alli,
1991). Este erro inato do metabolismo se caracteriza bioquimicamente pela
deficiéncia da enzima glutaril-CoA desidrogenase, causando um bloqueio na rota
de oxidagao destes aminoacidos e mais especificamente na conversao de glutaril-
CoA a crotonil-CoA. Este bloqueio leva ao acumulo tecidual e excregcao urinaria
elevada de grandes quantidades de acido glutarico e de quantidades menores
dos acidos 3-hidroxiglutarico e glutacénico nos pacientes afetados pelo disturbio

(Goodman e Frerman, 2001).

A deficiéncia da glutaril-CoA desidrogenase se manifesta clinicamente por
uma encefalopatia de evolugdo progressiva com episodios de agudizagéo

precipitados por infeccdes e outros eventos catabdlitos (Kdlker, 2000°).

A doencga inicia ainda in utero na segunda metade da gestacdo. A
maturagcdo do cértex frontal e temporal é retardada, levando a uma atrofia
frontotemporal caracteristica ao nascimento. Entre os 6 e 18 meses de vida dos
pacientes, sintomas neurolégicos relativamente suaves podem tornar-se
exacerbados por febre ou por estados catabdlicos no curso de infecgdbes comuns
ou imunizagdes de rotina, podendo também ocorrer durante jejum prolongado ou
apos cirurgia. Nestas ocasides, os nucleos putamen e caudado sdo destruidos

(necrose bilateral dos ganglios da base), resultando em uma permanente
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alteracdo dos movimentos que é similar a uma paralisia cerebral e evolui para
hipotonia acentuada e movimentos desordenados (coreoatetosis) , com
manifestagcdes de rigidez acompanhada de espasticidade. Degeneragéo do globo
palido e da substancia branca também sdo observadas (Hoffmann e Zschocke,
1999). Embora a disfungéo e degeneragcao dos ganglios da base na AG | ainda
nao estejam claramente elucidadas, existem varios estudos sugerindo o
envolvimento de neurotransmissores como GABA e glutamato na sua

etiopatogenia.

O conceito de excitotoxicidade leva em consideragdao o potencial de dano
celular induzido por aminoacidos excitatorios, como o glutamato, via receptores
NMDA e n&do-NMDA (Olney, 1980). Morfologicamente, um massivo edema celular
e vacuolizacio do citoplasma de neurdnios pds-sinapticos sao observados, devido
ao influxo de sodio e agua. Acredita-se que um aumento secundario da
concentracao intracelular de calcio (devido ao influxo e a liberagdo de estoques
intracelulares) com inibigdo secundaria de ATP-sintases, ativacdo de proteases e
lipases e ativacdo da éxido-nitrico sintase possa levar a morte celular (Olney,
1993; Bittigau e Ikonomidou, 1997). Mais recentemente foi demonstrado que a
ativacdo de receptores AMPA dos subtipos GIuR2/R3 podem também induzir

degeneragao de células gliais (McDonald et alli, 1998).

Vérios achados sugerem que mecanismos excitotoxicos possam ter um
papel importante na fisiopatogenia da acidemia glutarica tipo | especialmente
durante as crises encefalopaticas agudas acompanhadas por edema cerebral.
Ainda durante essas crises ocorre excregao urinaria aumentada de lactato e
acidos dicarboxilicos que indicam dano mitocondrial com déficit no metabolismo
energético que também podem estar associadas a excitotoxicidade secundaria
(Gregersen e Brandt, 1979). Degeneragao neuronal semelhante a encontrada na
excitotoxicidade é observada em areas cerebrais com alta densidade de

receptores de glutamato e vacuolizagdo pods-sinaptica de neurdnios tem sido
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descrito em exames histologicos post mortem dos ganglios da base desses
pacientes (Goodmann et alli, 1977; Soffer et alli, 1992).

Ainda em relacdo ao sistema glutamatérgico, Kolker e colegas (2000)
demonstraram recentemente que os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico, em
concentragcdes de 500uM a 5mM, induziram dano neuronal através de receptores
NMDA dos subtipos NR1/2B em culturas neuronais primarias de telencéfalo de
embrido de pinto , bem como em culturas mistas (neuronal e glial) de hipocampo
de rato neonatal. A viabilidade neuronal foi determinada pelo método de exclusao

com azul de tripan 24 horas apds o inicio da incubagdo com os acidos.

Em estudos prévios foi observado que a expressao temporal e espacial de
subtipos de receptores NMDA mudam durante o desenvolvimento cerebral
(Monyer et alli, 1994; Portera-Cailliau et alli, 1996; Wenzel et alli, 1997). O subtipo
NR2B predomina no cérebro imaturo e é restrito ao cortex e estriado durante a
maturagao, enquanto a expressao do subtipo NR2A aumenta no periodo pds-natal
e se mantém no cérebro maduro. Além disso, foi demonstrado que o cérebro
imaturo, em que predomina a expressao de receptores do subtipo NR2B, é mais
suscetivel a excitotoxicidade do que o cérebro adulto composto na maioria por
subtipo NR2A (McDonald et alli, 1988, 1997). Esses dados corroboram com os
achados de excitotoxicidade mediados pelos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico
através de receptores NMDA dos subtipos NR1/2B e sustentam a hipétese de
Kolker e colegas (2000) de que os danos neuronais associados a uma idade e
regido especificas, observados na AG |, seriam devido a uma alta expressao de
subtipos NR2B em areas cerebrais danificadas durante um periodo vulneravel do

desenvolvimento cerebral.

Em relagao ao sistema GABAérgico, os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico
inibem competitivamente a atividade da glutamato descarboxilase, com um K; de
1-3 mmol/L, correspondente a faixa de concentragédo do acido glutarico encontrada

no tecido cerebral dos pacientes afetados (Stokke et alli, 1976; Taberner et alli,
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1977) e resultando em uma diminuicdo nos niveis de GABA nos nucleos
caudado e putamen dos pacientes com AG | (Leibel et alli, 1980). Entretanto, ndo
existe comprovagdo de que a inibicdo da glutamato descarboxilase seria
responsavel pela morte neuronal no estriado, embora tenha sido demonstrado que
o acido glutarico exerce efeito téxico em culturas de células de estriado (Whetsell
et alli, 1973).

Com base nos varios trabalhos mostrando que a excitotoxicidade possa
estar envolvida na fisiopatogenia da AG |, resolvemos estudar o efeito dos
principais metabdlitos acumulados na acidemia glutarica, os acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico, sobre alguns parédmetros do sistema glutamatérgico, tais como
captacéo e liberagdo de glutamato por preparagdes de sinaptossomas, unido de
glutamato em preparagbes de membranas sinapticas na presenga e auséncia de
sédio, captacao vesicular de glutamato e captagcédo de glutamato por astrocitos.
Alguns desses parametros ja haviam sido analisados para o acido glutarico
(Porciuncula et alli., 1999).

Considerando resultados prévios do nosso grupo, demonstrando que o
acido glutarico (1mM) inibiu em 50% a captagdo de L-[*H]glutamato por
sinaptossomas (Porciuncula et alli, 1999), avaliamos inicialmente o efeito do acido
3-hidroxiglutarico sobre a captagdo do L-[3H]glutamato em preparagdes de
sinaptossomas de cortex cerebral de ratos. Sob as mesmas condicdes
experimentais, o acido 3-hidroxiglutarico, em todas as concentragdes testadas,

nao alterou a captacao de L-[3H]glutamato.

Investigamos entdo o efeito dos acidos 3-hidroxiglutarico e glutarico sobre a
liberacdo basal e estimulada por potassio de glutamato por preparagdes
sinaptossomais de cortex cerebral. Para verificar a integridade dos sinaptossomas,
testamos o efeito da presenca dos acidos sobre a liberacdo de lactato
desidrogenase no meio de incubagao. Verificamos que os dois metabdlitos em

concentragdes de até 1 mM nao alteram a liberagdo da enzima, indicando que os
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o0 sinaptossomas estavam integros. A liberagdo basal de glutamato, nas
condigdes experimentais utilizadas, nao sofreu qualquer modificagcdo pela
presenca dos metabdlitos, indicando diretamente que os mesmos nao alteram
esse parametro e que indiretamente ndo causam despolarizagdo. A liberacdo de
glutamato nas preparagdes despolarizadas (na presenca de 20 e 40 mM de
cloreto de potassio) também nao foram modificadas pela presenga dos acidos em
concentragdes até 1 mM. No entanto, embora n&o significativa, observou-se uma
tendéncia de um aumento da liberacdo estimulada do neurotransmissor a medida

que a concentragao do acido 3-hidroxiglutarico aumentava.

A préxima etapa na investigacao foi a de verificar a influéncia do acido 3-
hidroxiglutarico sobre a unido de glutamato em membranas plasmaticas de cortex
cerebral de ratos na auséncia de sodio e cloreto no meio de incubagao
(receptores glutamatérgicos) e na presenca de sodio (receptores mais
transportadores de glutamato). Verificamos inicialmente que, na presenca de
baixas concentracbes do metabdlito (1 uM a 100 uM), ocorreu uma inibicado da
ligagdo do glutamato a membranas plasmaticas em meio sem soédio e cloreto.
Tendo em vista que nestas condicbes experimentais a ligagdo se da
primordialmente em receptores, nossos resultados indicam que em baixas
concentragdes o acido 3-hidroxiglutarico inibe a ligacdo de glutamato a receptores.
Por outro lado, em concentragdes mais altas (500 uM a 2 mM) nao verificamos
esse efeito. Nao temos até o momento uma explicagao para esses achados. No
entanto, tendo em vista estudos com enzimas, que tem demonstrado que
compostos em baixa concentracdo inibem a atividade enzimatica e em
concentracdes mais elevadas nao apresentam qualquer efeito devido a interagao
dos mesmos a sitios moduladores (regulatérios), uma explicagdo para nossos
achados poderia ser devida ao fato de que em baixas concentracdes o acido 3-
hidroxiglutarico poderia deslocar o glutamato por competicdo dos sitios de ligagéo
na membrana sinaptica e em alta concentragao se ligar a um sitio regulatério que
interage com os receptores glutamatérgicos mudando a sua conformagcdo e

sensibilidade ao acido. Esta hipbtese é, entretanto, improvavel, tendo em vista os
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trabalhos de Ullrich e colaboradores (1999) que verificaram que o acido 3-
hidroxiglutarico ndo se liga a receptores NMDA em culturas mistas de cortex
cerebral de rato neonatal. Por outro lado, como nossas preparagcbes de
membranas sinapticas contém em teoria todos os receptores glutamatérgicos, é
possivel que a reduzida ligagdo ao receptor identificada em nossos resultados
possam refletir a ligagdo a outros receptores ndao-NMDA e metabotrépicos. Uma
explicagdo alternativa e que leva também em consideragdo estudos sobre
inibidores e ativadores enzimaticos poderia pressupor que os acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico se ligam distintamente, dependendo de sua concentragao, a sitios

modulatorios que regulam a ligacdo do glutamato a receptores.

Observamos também que na presencga de sddio no meio de incubagao o
acido 3-hidroxiglutarico inibiu a ligagdo do glutamato em todas as concentragdes
testadas (10 uM a 1 mM). Como o sodio é essencial para os sistemas
transportadores de glutamato, nossos resultados poderiam sugerir que o
metabdlito causa uma diminuida ligagcdo do neurotransmissor a esses
transportadores. Finalmente, ndo se pode afastar a hipotese de que o efeito
também esteja dirigido a ligagdo do glutamato a outras membranas, ja que essas

preparagdes contém contaminagao por mitocdndrias e outras organelas.

As vesiculas sinapticas sao responsaveis pela captagdo de glutamato do
citosol cuja quase totalidade & proveniente da glutamina produzida nos astrocitos.
Una inibicdo da captacdo do neurotransmissor por essas vesiculas poderia

comprometer todo o ciclo glutamato-glutamina.

Desta forma estudamos o efeito do acido 3-hidroxiglutarico sobre a
captacdo de glutamato por preparagdes de vesiculas sinapticas de cérebro de
ratos. A acdo do acido glutarico sobre a captacdo de glutamato por essas
vesiculas ja havia sido estudada anteriormente (Porciuncula, 1999). Verificamos
que o acido 3-hidroxiglutarico nas concentragées de 1 uM a 1 mM n&o alterou

essa captacao.
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Passamos entdo a investigar o efeito dos acidos 3-hidroxiglutarico e
glutarico inicialmente sobre a viabilidade de astrocitos de cortex cerebral de ratos.
A presenca do acido glutarico nas concentragdes de 50 uM e 1 mM por 90 minutos
no meio de incubagédo nao alterou a viabilidade dos astrocitos determinada pelo
teste do MTT, que é uma medida da atividade das desidrogenases mitocondriais.
Também estudamos o efeito dos acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico sobre a
viabilidade dos astrécitos em cultura colocando os mesmos na presenga dos
metabdlitos por 20 horas. Neste caso, a viabilidade foi medida através do MTT e
da liberacdo da lactato desidrogenase. Verificamos que ndo houve qualquer
diferenca da viabilidade dos astrocitos na presenga ou auséncia (controles) dos
metabdlitos, indicando fortemente que os mesmos nao sao citotdxicos para
astrocitos nas condigbes de nossos experimentos. Esses resultados sao
interessantes e diferem de outros (Kolker et alli, 2000%; Flott-Rhamel, 1997) que
demonstraram citotoxicidade para neurd6nios em cultura para o acido 3-
hidroxiglutarico. E possivel, portanto, que astrécitos sejam mais resistentes que

neurdnios para estas condicdes.

Tendo em vista que os 4acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico ndo foram
citotéxicos e néo alteraram a permeabilidade da membrana plasmatica dos
astrocitos, estudamos a agao dos dois metabdlitos sobre a captagao de glutamato
por astrocitos cultivados de cértex cerebral de ratos. Observamos que os dois
metabdlitos aumentam de forma significante a captagdo do neurotransmissor por
essas células. A literatura descreve que os transportadores de glutamato em
células neurais sao regulados por receptores glutamatérgicos, por fosforilagao, por
oxidagao de grupos sulfidrila (-SH), por acido araquiddnico, pelo préprio glutamato
[REP] ou ainda por derivados da guanina (Frizzo et alli, 2001). Embora né&o
tenhamos estudado neste trabalho os mecanismos responsaveis pelo aumento da
captacédo de glutamato pelos astrécitos, é possivel que o efeito por nds registrado

possa ser devido ao efeito isolado ou sinérgico de um ou outro desses fatores.
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A fosforilacdo de proteinas esta envolvida em processos cruciais de
controle metabdlico da célula, entre os quais o da atividade das proteinas
transportadoras da membrana plasmatica e de outras membranas. A fosforilagao,
portanto, afeta direta ou indiretamente a captagcdo de neurotransmissores, tais
como o glutamato. A fosforilagdo proteica pode também influenciar a expressao e
a localizacdo dos transportadores. Tem sido também demonstrado que
proteinoquinases afetam o trafico desses transportadores do citoplasma para a
membrana plasmatica e vice-versa (Danbold, 2001). Por outro lado, acredita-se
que as consequéncias da fosforilacdo sobre o transporte de aminoacidos
excitatorios variam de acordo com os tipos de células envolvidas porque as
distintas células neurais possuem metabolismos e processos unicos que
responderdo de varias maneiras a fosforilagdo (Carrick e Dunlop, 1999). Assim,
estudos demonstraram que o H89 e a chelerylthrinea, inibidores respectivamente
das proteinaquinases A (PKA) e C (PKC), inibem de forma dose-dependente a
captacao de glutamato por células neurais cultivadas de cortex cerebral de ratos e
que os respectivos ativadores destas quinase, forskolina e phorbol-12-myristato
13-acetato (PMA), possuem um efeito oposto, i.e., estimulam esta captacao (Lortet
et alli, 1999). Outros estudos realizados em sinaptossomas de estriato de ratos
verificaram que a captagao de glutamato é estimulada de forma dose-dependente

com a ativagédo da PKA, mas ndo com a ativagdo da PKC (Pisano et alli., 1996).

Por outro lado, demonstrou-se que o transporte de glutamato é reduzido
pela fosforilagdo do transportador GLAST, expresso principalmente em cultivo de
astrocitos (Kondo et al., 1995), pela PKC, sem que houvesse uma mudancga na
expressao do transportador na membrana plasmatica (Conradt e Stoffel, 1997).
Portanto, é possivel que os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico inibam essa
proteina quinase ou estimulem fosfatases que desfosforiiem o transportador

GLAST, permitindo um maior influxo de glutamato nos astrécitos.

De outra forma, considerando as evidéncias demonstrando que a

expressdo dos transportadores GLAST em astrocitos e a captacdo de
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aminoacidos excitatorios por essas células sdo ativadas pelo estimulo de
receptores glutamatérgicos (Gegelashvilli et alli, 1996; Anderson e Swanson,
2000; Munir et alli, 2000), uma explicagdo alternativa para o aumento da captagao
de glutamato por astrocitos cultivados como a apresentada no presente estudo
poderia ser um estimulo desses receptores pelos acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico que poderiam se comportar, desta forma, como agonistas
glutamatérgicos. Essa hipdtese €& remota pelo menos para o acido 3-
hidroxiglutarico, visto que o mesmo n&o se liga a receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA (Ullrich et alli, 1999), o que reflete que 0 mesmo ndo compete com o
glutamato pelos mesmos sitios ligantes. Nao se pode, todavia, afastar a hipotese
de que os receptores glutamatérgicos localizados em astrécitos sejam diferentes
dos presentes em neurdnios, permitindo um maior influxo de glutamato como o

verificado no presente trabalho.

Além disso, tem sido demonstrado que o glutamato e o aspartato sao
capazes de estimular a expressao dos transportadores GLAST em astrocitos por
um mecanismo ainda desconhecido que € independente de alteracbes na
expressao e na sintese do transportador ou no estimulo a receptores
glutamatérgicos (Munir et al., 2000). Ja o acido araquiddnico estimula a proteina
quinase C em astrécitos (Khan et alli, 1995) e influencia a expresséo e fungao de
varias moléculas como os transportadores de glutamato inibindo a sua captagéo
(Breukel et alli, 1997; Volterra et alli, 1992). Uma acéao, dos acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico poderia estar, portanto, ligada a diminuigcdo nas concentragdes do

acido araquiddnico livre intracelular.

Por outro lado, esta descrito que a oxidagao/redugéo de grupos sulfidrila
em transportadores de glutamato possa representar um mecanismo regulatorio
fisiologico do transporte desse neurotransmissor. Assim, demonstrou-se que
radicais livres do tipo superodxido, radicais hidroxila, peroxido de hidrogénio e
peroxinitrito inibem a captacédo de glutamato em culturas de astrécitos (Volterra et

alli, 1994a’b). Portanto, uma diminuicdo dessas moléculas reativas, causada pelos



acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico poderiam estar envolvidas no aumento da
captacao de glutamato por astrécitos como o verificado em nosso trabalho. Essa
hipotese €, no entanto, pouco provavel, visto trabalhos recentes demonstrando
que em neurdnios cultivados o acido 3-hidroxiglutarico aumenta a produgcdo de

radicais livres (Kolker et alli, 2001??).

Concluindo, essas observagdes mostram a complexidade na identificacédo
de um mecanismo que possa explicar o aumento na captagcdo de glutamato
verificada em nosso estudo e causada pelos compostos acumulados na acidemia
glutarica tipo |. Existe uma série de hipoteses que devem ser investigadas para
explicar nossos resultados de um aumento da captagdo de glutamato pelos acidos
glutarico e 3-hidroxiglutarico. Estudos futuros serédo portanto indispensaveis para

esclarecer essa questéo.

Os resultados do presente trabalho n&o indicam que os acidos glutarico e 3-
hidroxiglutarico atuem de forma significativa no sistema glutamatérgico de forma a
induzir excitotoxicidade. Por outro lado, os resultados prévios apresentados por
nosso grupo indicam que o acido glutarico, ao inibir a captagdo de glutamato por
preparagdes sinaptossomais e a ligagao do glutamato a membranas sinapticas,
indicando uma provavel acao inibitdria sobre os transportadores de glutamato
(Porciuncula et alli, 1999), levam a crer que, no que se refere ao varios parametros
do sistema glutamatérgico estudados, é possivel que o acido glutarico seja mais
téxico que o acido 3-hidroxiglutarico, diferentemente do que tem sido publicado
recentemente (Ullrich, 1999; Kolker, 1999, 2000). Enfatize-se, no entanto, os
resultados de Kolker (2000) demonstrando uma agao citotoxica dos dois
metabdlicos diminuindo a viabilidade de neurbnios cutivados. Recentemente
também foi descrito que o acido glutarico inibe a producao de energia em cérebro
de ratos (Silva et alli, 2001), o que pode representar um mecanismo de
neurotoxicidade. Portanto, podemos também propor que a excitotoxicidade
demonstrada pelo acido glutarico pode ser secundaria ao déficit energético

provocado.
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Concluindo, ndo podemos no momento avaliar com precisao os
resultados do presente trabalho em termos de neurotoxicidade causada pelos
acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico, bem como quais dos mecanismos propostos
até o momento (excitotoxicidade, estresse oxidativo ou déficit energético) sdo mais
importantes para explicar a neurotoxicidade dos pacientes afetados por acidemia
glutarica tipo |. Os resultados do presente trabalho e prévios de nosso laboratério
(Porciuncula et alli, 1999) indicam que no que se refere aos parametros analisados
do sistema glutamatérgico, o acido glutario € mais téxico do que o acido 3-

hidroxiglutarico.
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VI. CONCLUSOES

- O acido 3-hidroxiglutarico, nas concentragdes de 10 uM a 1 mM, néo alterou a
captacgao in vitro de L-[3H]glutamato por preparagdoes sinaptossomais de coértex

cerebral de ratos jovens.

- Os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico n&do alteraram a liberagdo basal e
estimulada por potassio (20 mM e 40 mM) in vitro de L-[°H]glutamato por

preparagdes sinaptossomais de cortex cerebral de ratos jovens.

- O &cido 3-hidroxiglutarico em baixas concentragdes (1 uM a 100 puM) inibiu a
unido in vitro de L-[>H]glutamato a membranas plasmaticas de cértex cerebral de
ratos jovens em meio sem ions sodio (sitios receptores). Em altas concentragdes,
nenhum efeito do &cido 3-hidroxiglutarico sobre este parametro pode ser

detectado.

- Os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico em todas as concentragdes testadas (10
uM a 1 mM) inibiram a unido in vitro de L-[3H]glutamato a membranas plasmaticas
de cortex cerebral de ratos jovens em meio com sodio (sitios tranportadores

dependentes de sddio).

- O 4&cido 3-hidroxiglutarico (1 uM a 1 mM) néao alterou a captagéo in vitro de L-
[*H]glutamato por vesiculas sinapticas de cortex cerebral de ratos jovens nas

concentracdes testadas.

- Os 4&cidos glutarico e 3-hidroxiglutarico, na concentracdo de 1 mM néao
modificaram a viabilidade de astrocitos cultivados de cértex cerebral de ratos
medida pela teste do MTT e pela liberagdo de lactato desidrogenase, indicando

que os mesmos nao foram citotoxicos para astrécitos.
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- Os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico cultivados de cértex cerebral de ratos
estimularam a captacdo de L-[’H]glutamato pelos astrécitos em 50% e 30%

respectivamente.
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