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RESUMO 

 
 A disfunção neurológica é um sintoma comum em pacientes com 

Doença do Xarope do Bordo. Entretanto, os mecanismos  que levam  à 

neuropatologia dessa doença são pouco conhecidos. Neste trabalho, nós 

investigamos os efeitos do ácido α-cetoisocapróico (CIC) na incorporação 

in vitro de proteínas do tipo filamento intermediário de córtex cerebral de 

ratos durante o desenvolvimento. Fatias de tecido de ratos de 09, 12, 15, 

17, 21 e 60 dias foram incubadas com 32P-ortofosfato na presença ou na 

ausência de CIC. A fração citoesquelética foi isolada e a radioatividade 

incorporada nas proteínas de filamento intermediário foi medida. Nós 

observamos que o CIC diminui a incorporação in vitro de 32P nas proteínas 

estudadas até 12 dias, entretanto, a fosforilação aumentou nas fatias de 

tecido de ratos de 17, 21 e 60 dias e nenhuma alteração ocorreu nas fatias 

cerebrais dos animais de 15 dias. 

 Nós também testamos a influência do sistema glutamatérgico na 

incorporação in vitro de 32P nas proteínas estudadas, incubando fatias de 

córtex cerebral na presença de glutamato, agonistas e antagonistas 

glutamatérgicos. O glutamato apresentou um efeito similar ao observado 

para o CIC na fosforilação das proteínas de filamento intermediário durante 

o desenvolvimento, mas não afetou  a incorporação in vitro de 32P nas 

proteínas estudadas nos ratos de 60 dias, sugerindo que nos animais adultos 

o CIC aumenta a incorporação in vitro nas proteínas estudadas por outros 

mecanismos. Além disso, nós observamos que os agonistas glutamatérgicos 

ionotrópicos NMDA, AMPA e cainato mimetizam o efeito inibitório do 

CIC, enquanto os agonistas metabotrópicos 1S, 3R ACPD e L-AP4 não 

induziram alterações na incorporação in vitro de 32P nas proteínas de 



filamento intermediário estudadas nos animais de 09 dias. Nos ratos de 21 

dias, somente os agonistas ionotrópicos NMDA e AMPA mimetizaram o 

efeito estimulatório do CIC. Também observamos que quando fatias de 

córtex cerebral de ratos de 09 e 21 dias foram incubadas com 1mM CIC 

seguidas de incubação com o DL-AP5, um antagonista específico para 

receptores  NMDA, ou com CNQX,  antagonista de receptores ionotrópicos 

AMPA e cainato, o efeito inibitório ou estimulatório do ácido na 

fosforilação in vitro de  ratos de 09 e 21 dias foi revertido.  
Estes resultados demonstram que o CIC, nas mesmas concentrações 

encontradas no sangue de crianças afetadas por DXB, altera o sistema de  

fosforilação associado com as proteínas do citoesqueleto, via sistema 

glutamatérgico, de maneira regulada pelo desenvolvimento. Portanto, é    

provável que a alteração de fosforilação das proteínas de citoesqueleto 

cerebral seja importante para o entendimento da patofisiologia da disfunção 

neuronal  e das alterações estruturais observadas do SNC dos pacientes 

com DXB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



INTRODUÇÃO 

 

1 – CITOESQUELETO 

 
 A capacidade que as células eucarióticas têm de adotar uma 

variedade de formas e de executar movimentos coordenados e direcionados 

depende de uma rede complexa de filamentos de proteínas fibrosas que se 

estendem por todo o citoplasma. Esta rede é chamada de citoesqueleto, o 

qual é uma estrutura altamente dinâmica que se reorganiza continuamente 

sempre que a célula altera a forma, se divide ou responde ao seu ambiente. 

O citoesqueleto poderia ser denominado “citomusculatura”, pois ele é o 

responsável direto por movimentos tais como:  deslocamento das células 

sobre um substrato,  contração muscular e muitas alterações na forma em 

embriões de vertebrados em desenvolvimento. O citoesqueleto também 

fornece a maquinaria necessária para movimentos intracelulares tais como: 

transporte de organelas de uma região para outra no citoplasma e a 

segregação de cromossomos na mitose (Alberts et al, 1994). 

As proteínas do citoesqueleto têm papel fundamental na criação e 

manutenção da forma celular de neurônios e glia, que apresentam uma 

grande diferença morfológica a qual define suas funções. Além disso, o 

citoesqueleto participa da manutenção do calibre e do transporte axonal de 

organelas  (vesículas sinápticas, precursores de membrana plasmática e 

mitocôndrias) e  do transporte de substâncias envolvidas na transmissão 

sináptica (Kirkpatrick & Brady, 1999; Ackerley et al, 2000). 

 As mudanças citoesqueléticas são a chave para a transmissão de 

sinais que levam a uma resposta celular apropriada. As interações entre as 

proteínas de membrana e as proteínas do citoesqueleto têm papéis centrais 

nas respostas celulares. O citoesqueleto também está envolvido na 



organização e reorganização dos receptores da membrana plasmática e é 

essencial para os mecanismos de reconhecimento celulares (Carraway, 

2000). 

 As diferentes atividades do citoesqueleto dependem de três diferentes 

tipos de filamentos protéicos: 1) filamentos de actina (microfilamentos), 2) 

microtúbulos e 3) filamentos intermediários (figuras 1 e 2). Cada tipo é 

formado pela associação ou polimerização de monômeros específicos: nos 

microfilamentos,  por polímeros de actina globular, nos filamentos 

intermediários por associações de famílias de proteínas fibrosas célula-

específicas e nos microtúbulos por associações de dímeros de tubulina α e 

β   (Alberts et al, 1994; Carraway, 2000). 

1- Os filamentos de actina são polímeros helicoidais formados por   

duas cadeias de actina filamentosa. São estruturas flexíveis, organizadas na 

forma de feixes lineares, redes bidimensionais ou géis tridimensionais. 

Embora os filamentos de actina estejam distribuídos por toda a célula, eles 

estão mais concentrados na região cortical, logo abaixo da membrana 

plasmática; 

2- Os microtúbulos são filamentos ocos formados pela polimerização 

dos dímeros α e β tubulina, formando filamentos  mais rígidos que os 

filamentos de actina. São longos e retos tendo uma extremidade ligada ao  

único centro organizador de microtúbulos (MTOC) da célula, chamado 

centrossomo. A partir desta estrutura os microtúbulos emanam por toda a 

célula; 

3- Os filamentos intermediários  constituem uma família de proteínas 

fibrosas codificadas por diferentes genes. Apesar dos filamentos 

intermediários constituírem importantes redes citoplasmáticas, um de seus 

representantes forma uma estrutura em trama chamada lâmina nuclear, logo 

abaixo da membrana nuclear interna. A principal função dos filamentos 



intermediários, pelo menos em células de vertebrados,  é conferir proteção 

contra o estresse mecânico Além disso, os filamentos intermediários 

também realizam funções específicas para cada tipo de célula, como a 

contribuição dos neurofilamentos para o calibre axonal, da vimentina para a 

síntese de esfingolipídios e das citoqueratinas K8-K18  na proteção do 

hepatócito contra o estresse induzido por drogas e apoptose (Alberts et al, 

1994; Coulombe et al, 2000). 
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Figura 1: Representação esquemática dos constituintes do 

citoesqueleto. Adaptado de Alberts et al, 1994. 

 



Os aspectos dinâmicos da estrutura citoesquelética são viabilizados 

por uma variedade de proteínas acessórias, as quais permitem ao mesmo 

filamento participar de diferentes funções em diversas regiões de uma 

célula (Ingber, 1993). Essa diversidade é refletida na especialização 

funcional, na expressão específica em cada célula e tecido e na regulação 

durante o desenvolvimento (Shelanski, 1994). 

   

 

 

Filamentos de actina Microtúbulos Filamentos intermediários 

 
 

Figura 2:  Representação  esquemática  da  distribuição  de  cada tipo 

de filamento no tecido epitelial. Adaptado de Alberts et al, 1994. 

 

  

 

1.1 – FILAMENTOS DE ACTINA  

 
Os filamentos de actina, também chamados de microfilamentos, são 

formados por moléculas de actina, conhecida como actina globular (G), 



uniformemente orientadas,  formando um filamento de aproximadamente    

8 nm de diâmetro (figura 3). São filamentos finos e flexíveis, raramente 

encontram-se  isolados na célula, apresentando-se como agregados ou 

feixes. São estruturas polares com duas extremidades diferentes – a 

extremidade “menos”, a qual é relativamente inerte e de crescimento lento, 

e a “mais”,  a qual é de crescimento rápido (Alberts et al, 1994). 

 Em vários tipos celulares, incluindo os neurônios, a actina apresenta-

se em concentrações extremamente altas em relação às demais proteínas       

(Kim & Lisman, 1999).  Os microfilamentos são encontrado nas células da 

glia e nos neurônios, onde estão concentrados nos terminais sinápticos, 

espinhos dendríticos, cones de crescimento e córtex celular (Kirkpatrick & 

Brady, 1999). No terminal pré-sináptico, os filamentos de actina interagem 

com as vesículas sinápticas em processos que envolvem as sinapsinas         

(Greengard et al, 1993; Sudhof, 1995; Calakos & Scheller, 1996), enquanto 

no terminal pós-sináptico os filamentos de actina exercem diversas ações 

na transmissão nervosa e plasticidade sináptica (Kin & Lisman, 1999).  

  

actina 

 



Figura 3: Representação esquemática de um microfilamento. 

Adaptada de Alberts et al, 1994. 

 Além das funções clássicas de controle da forma e motilidade 

celular, os filamentos de actina nas células nervosas têm importante papel 

no crescimento de neuritos (Lin & Forscher,1995) e na liberação de 

neurotransmissores (Marinovich et al, 1997; Small et al, 1999). 

 Várias proteínas que interagem com microfilamentos têm sido 

descritas, tais como a proteína motora miosina. Exemplos de proteínas 

associadas aos microfilamentos são: a filamina, que une os filamentos por 

meio de ligações transversais formando um gel frouxo; a fimbrina e a α-

actinina que formam feixes de filamentos paralelos; a gelsolina que induz a 

fragmentação da actina na presença de Ca+2. As espectrinas formam o 

complexo de sustentação da membrana plasmática, sendo importantes para 

as interações célula-célula, além disso parecem estar relacionadas com a 

modulação da transmissão sináptica por sua associação com as vesículas 

sinápticas (Alberts et al, 1994; Kirkpatrick & Brady, 1999). O efeito 

coordenado das várias proteínas associadas à actina,  gerando uma resposta 

do citoesqueleto de actina a um sinal extracelular, só é possivel graças a 

complexos mecanismos cooperativos  de interação destas proteínas, tanto 

com a actina monomérica, regulando sua capacidade de polimerização, 

quanto com os microfilamentos, regulando a sua organização 

citoplasmática e consequentemente os movimentos de superfície celular      

(Alberts et al, 1994). 

  

  

1.2 – MICROTÚBULOS 
 



Os microtúbulos são polímeros longos e rígidos que se estendem ao 

longo de todo o citoplasma e coordenam a localização intracelular de 

outros componentes citoplasmáticos. Os microtúbulos são cilindros ocos 

constituídos por subunidades de tubulina α e β, com pesos moleculares de 

56 e 54 kDa, respectivamente. As tubulinas  α e β são proteínas globulares 

que formam uma estrutura linear chamada protofilamento. Treze 

protofilamentos se dispõem lado a lado formando um microtúbulo com 

aproximadamente 25 nm de diâmetro (figura 4). O microtúbulo é uma 

estrutura polar, uma vez que os protofilamentos estão paralelamente 

alinhados com a mesma polaridade (De Mattos-Dutra et al, 1997; Díaz et 

al, 1998; Dowing, 2000). 

 As moléculas de tubulina são submetidas a várias modificações pós-

traducionais que incluem tirosinação/detirosinação (Mullins et al, 1994), 

acetilação da subunidade α (Hampen & Brion, 1996) e ainda glutamilação 

e fosforilação/desfosforilação das subunidades  α e β.  Estas modificações 

pós-traducionais estão relacionadas com a capacidade de polimerização 

destas subunidades e com a estabilidade dos microtúbulos (Khan & 

Ludueña, 1996; MacRae, 1997). 
  
 

β-tubulina 
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 Figura 4: Representação esquemática de um microtúbulo. Adaptado 

de Carraway & Carraway, 2000. 

As proteínas associadas aos microtúbulos, ou MAPs, servem tanto 

para estabilizar os microtúbulos contra a desagregação, como para mediar 

sua interação com outros componentes celulares. Duas principais classes de 

MAPs podem ser isoladas de cérebro em associação com microtúbulos: 

proteínas de alto peso molecular que incluem MAP1 e MAP2, cujos pesos 

moleculares variam de 200 a 300 kDa, respectivamente, e as MAPs de 

baixo peso molecular, conhecidas como proteínas tau, com pesos 

moleculares de 55 e 62 kDa. Devido às várias funções exercidas pelos 

microtúbulos dentro das células,  existem muitos tipos diferentes de MAPs. 

Algumas estão amplamente distribuídas na maioria das células, enquanto 

outras são encontradas somente em tipos celulares específicos, como por 

exemplo  MAP2  que é encontrado nos dendritos e corpo celular, enquanto 

tau é preferencialmente uma proteína axonal (Alberts et al, 1994; Maccioni 

& Cambiazo, 1995). 

 Os microtúbulos possuem uma variedade de funções em diferentes 

células. Eles têm papel fundamental nos movimentos celulares, transporte 

intracelular de organelas e formação do fuso mitótico durante a divisão 

celular (Schulze et al, 1987; Nogales, 2000). No cérebro, estão envolvidos 

em várias funções celulares, incluindo transporte axonal, sinaptogênese                 

(Vale et al, 1985; De Freitas et al, 1997), crescimento e elongação de 

neuritos (Rieder et al, 1997).     

 

 

1.3 -  FILAMENTOS INTERMEDIÁRIOS 

 



 Os filamentos intermediários são polímeros de proteínas fibrosas, 

com diâmetro aproximado de 10 nm, tamanho intermediário entre os 

filamentos de actina (µ 6nm) e os microtúbulos (µ 23nm). São filamentos 

longos que possuem subtipos específicos em diferentes tecidos e grande 

diversidade em sua seqüência. Geralmente constituem 1% do total de 

proteínas, mas em algumas células, como os queratinócitos e neurônios, são 

muito abundantes, chegando a atingir 85% do total de proteínas (Fuchs & 

Cleveland, 1998). Desempenham papel estrutural na célula, mantendo sua 

integridade (Alberts et al, 1994).  

 A maioria das proteínas que formam os filamentos intermediários 

possuem um domínio central, em forma de α-hélice, que possui 310 

aminoácidos de comprimento, um domínio amino-terminal e um carbóxi-

terminal que são bastante variáveis em tamanho e seqüência de 

aminoácidos (Elder et al, 1999). 

 Na formação de um filamento intermediário um monômero interage 

com outro monômero idêntico para formar um dímero, no qual os domínios 

centrais se alinham paralelamente enrolando-se em uma estrutura torcida. 

Dois dímeros alinham-se lado a lado para formar um tetrâmero antiparalelo 

com quatro cadeias polipeptídicas. Oito tetrâmeros enrolam-se para formar 

a estrutura do filamento intermediário com 10  nm de diâmetro (figura 5)    

(Alberts et al, 1994).  

Com base na seqüência de aminoácidos, expressão específica para 

cada tipo celular  e estruturas de genes de cada subunidade, os filamentos 

intermediários podem ser classificados em seis classes: subtipo I- 

queratinas ácidas; subtipo II- queratinas básicas e neutras; subtipo III- 

desmina, vimentina e proteína glial fibrilar ácida (GFAP); subtipo IV- 

neurofilamentos; subtipo V- lâminas nucleares e subtipo VI- nestina            

(Fuchs & Weber, 1994; Inada et al, 2000). 



As células epiteliais expressam queratinas; as células musculares, 

desmina; as células de origem  mesenquimal, vimentina; as células gliais, 

GFAP e os neurônios, neurofilamentos (Inada et al, 2000). 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática da formação de um filamento 

intermediário: A) monômero; B) dímero; C) tetrâmero, formado de dois 

dímeros dispostos antiparalelamente; D) dois tetrâmeros associados; E) 

filamenro intermediário com 10 mm de diâmetro. Segundo Alberts et al, 

1994.  

 

  



NEUROFILAMENTOS 

 
 Os neurofilamentos, filamentos intermediários encontrados 

especificamente nos neurônios, são compostos por três subunidades: de alto 

peso molecular  (NF-H), de médio peso molecular (NF-M) e de baixo peso 

molecular (NF-L), com pesos moleculares aparentes de 200, 150 e 68 kDa, 

respectivamente, determinados por eletroforese em gel de poliacrilamida. 

As três subunidades possuem os mesmos 310 aminoácidos no domínio 

central e diferem entre si pelo seus domínios carbóxi e amino-terminal        

(De Freital et al, 1997; Li et al, 1999; Ackerley, 2000). 

  Embora as três subunidades polimerizem contribuindo para a 

formação do neurofilamento, a mais abundante delas é a NF-L que foi 

descrita como sendo a responsável, juntamente com a extremidade amino-

terminal,  pela formação do filamento propriamente dito (Geisler & Weber, 

1981), enquanto,  as regiões carbóxi-terminais das subunidades NF-M e  

NF-H são responsáveis pela formação das projeções laterais. Estas se 

estendem perpendicularmente ao filamento central, permitindo a interação 

dos neurofilamentos entre si e com os demais constituintes do citoesqueleto 

(figura 6) (Hisanga & Hirokawa, 1988; Gotow et al, 1992; Kirkpatrick & 

Brady, 1999). 

 Durante o desenvolvimento, as subunidades NF-L e NF-M são 

coexpressas  primeiramente, enquanto a subunidade NF-H começa a ser 

expressa mais tarde  (Shaw & Weber, 1982;  Carden et al, 1987), sugerindo 

que as subunidades NF-M e  NF-H devam ter funções específicas durante o 

desenvolvimento (Elder et al, 1999).    

 

 



 

 

 Figura 6: Representação esquemática de um neurofilamento. 

Adaptado de Kirkpatrick & Brady, 1999. 

 

         Os neurofilamentos determinam o calibre axonal, auxiliam na 

manutenção da morfologia neuronal e participam do transporte axonal de 

metabólitos do corpo celular até a sinapse (Kirkpatrick & Brady, 1999; 

Elder et al, 1999). Estudos com camundongos transgênicos demonstram 

que animais que super expressam NF-L apresentam um aumento na 

densidade de neurofilamentos, mas nenhum aumento no calibre axonal 

(Monteiro et al, 1990). Enquanto que animais que não expressam NF-L e 

NF-M têm o número de neurofilamentos e o calibre axonal 

significativamente diminuídos (Zhu et al, 1997; Elder et al, 1998). Nos 

animais que não expressam NF-H foram observadas modestas reduções no 

calibre axonal, mas os efeitos da depleção de NF-H foram em parte 

compensados pelo aumento dos níveis de NF-M e do número de 

microtúbulos (Zhu et al, 1998).  

       Os neurofilamentos  são sintetizados no corpo celular e transportados 

para o axônio em processo denominado transporte axonal, o qual é 

regulado por fosforilação (Ackerley et al, 2000; Jung et al, 2000). Os 

neurofilamentos são extremamente fosforilados in vivo, 

predominantemente nos domínios carbóxi-terminais. A fosforilação 



modifica a afinidade dos neurofilamentos de interagirem entre si e com 

outros componentes do citoesqueleto (Li et al, 1999). 

 O acúmulo de neurofilamentos é descrito em várias doenças 

neurodegenarativas, tais como: esclerose amiotrófica lateral, doença de 

Parkinson e  doença de Alzheimer. Ainda não está claro como esse 

acúmulo de neurofilamentos contribui para o processo neurodegenerativo 

nessas doenças, mas sugere-se que o transporte de neurofilamentos esteja 

interrompido nos neurônios afetados (Ackerley et al, 2000).  

  

 

 

PROTEÍNA GLIAL FIBRILAR ÁCIDA ( GFAP ) 

 
 A GFAP é uma proteína estrutural sintetizada nos astrócitos e 

algumas células de Schwanm (Kaneko et al, 1994; Kosako et al, 1997; 

Guo-Ross et al, 1999). Possui um peso molecular aparente de 50 kDa, 

sendo composta por três regiões distintas. A região amino-terminal é 

composta de 35 resíduos de aminoácidos e possui um estrutura em 

conformação β que contém oito resíduos de arginina, caracterizando esta 

região como básica. A região carbóxi-terminal contém cerca de 50 resíduos 

de aminoácidos,  possuindo uma estrutura globular que pode estar 

envolvida em interações da GFAP com outras proteínas (Inagaki et al, 

1990; Feintein et al, 1992). 

 Os astrócitos, entre outras funções, fornecem suporte estrutural para 

as células ao seu redor, regulam os níveis de neurotransmissores no fluido 

extracelular e secretam fatores de crescimento (Hansson & Rönnbäck, 

1995). A GFAP é considerada um marcador citoplasmático de astrócitos, 

sendo a sua expressão um dos principais eventos na diferenciação destas 



células. Os astrócitos imaturos expressam vimentina e quando  se tornam 

maduros passam a expressar GFAP (McCall et al, 1996). 

 A GFAP exerce importante papel no processo de cicatrização 

nervosa, conhecida como gliose reativa. Também é importante para as 

interações astrócito-neurônio  (McCall et al, 1996; Eliasson et al, 1999), as 

quais apresentam um sofisticado sistema de comunicação recíproca que 

pode regular a liberação de neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e 

a transmissão sináptica (Carmignoto, 2000). 

 

 

 

VIMENTINA 

 
 A vimentina é uma subunidade de filamento intermediário de 54 

kDa,  sendo a proteína estrutural mais amplamente distribuída entre as 

células dos filamentos intermediários, ocorrendo em muitas células de 

origem mesenquimal,  incluindo fibroblastos, células endoteliais e glóbulos 

brancos, além disso, muitas células expressam vimentina de forma 

transitória durante o desenvolvimento (Albetrs et al, 1994). A vimentina 

também é encontrada em astrócitos imaturos, em alguns astrócitos 

maduros, como a glia de Bergmann no cerebelo e em subpopulações de 

astrócitos do corpo caloso (Alberts et al, 1994; Galou et al, 1996). 

 A vimentina tem papel importante nas funções de deformabilidade, 

migração e contractilidade dos fibroblastos. Células deficientes em 

vimentina são  menos contrácteis e com menos motilidade (Ecker et al, 

1998; Wang & Stamenovic, 2000). A vimentina, assim como a GFAP, é 

necessária no processo de cicatrização da glia após traumas no SNC 

(Eliasson et al, 1999).   



2– FOSFORILAÇÃO DE PROTEÍNAS 

 
A fosforilação de proteínas é de fundamental importância na regulação 

biológica. Funções celulares são reguladas através de reações de 

fosforilação e desfosforilação de substratos protéicos endógenos (Cohen, 

1992). Vários sinais extracelulares, chamados de primeiros mensageiros, 

tais como:  impulsos nervosos, neurotransmissores, hormônios, fatores 

tróficos e drogas induzem a formação de segundos mensageiros (AMPc, 

GMPc, Ca+2, fosfolipídeos) que irão modular a atividade das enzimas 

envolvidas na fosforilação de proteínas (figura 7) (Walaas & Greengard, 

1991; Rodnight & Wofchuk, 1992).   

 



Figura 7: Representação esquemática do sistema de fosforilação de 

proteínas e alguns de seus agentes regulatórios. Adaptado de Nestler & 

Greengard, 1994. 

A fosforilação protéica é um mecanismo reversível de regulação 

intracelular. A dinâmica da reação de fosforilação/desfosforilação se deve à 

participação de sistemas fosforilantes intracelulares que consistem de uma 

proteína quinase, um substrato protéico - também chamado de 

fosfoproteína -  e de uma proteína fosfatase. As proteínas quinases são 

fosforiltransferases que catalisam a transferência do fosfato γ do ATP para 

o grupo hidroxila dos resíduos de serina, treonina ou tirosina de um 

substrato protéico em uma reação que requer Mg+2 como cofator. As 

fosfatases são fosfoesterases que catalisam a hidrólise do grupo fosfato 

ligado ao substrato protéico, permitindo a reversibilidade do processo         

(figura 8) (Nestler & Greengard, 1999). 

 

 

 

 



 

Figura 8: Representação esquemática de um sistema fosforilante. 

Adaptado de Alberts et al, 1994.  

 

A fosforilação de uma proteína altera sua carga, pois os grupos fosfato 

sendo carregados negativamente, determinam uma mudança na sua 

conformação e consequentemente na sua atividade funcional. A relação 

entre a concentração intracelular e a atividade de quinases e fosfatases 

determina o estado de fosforilação do substrato (Walaas & Greengard, 

1991; Nestler e Greengard, 1999).  

 

 

 

2.1 – FOSFORILAÇÃO DE PROTEÍNAS NO SNC 

 
A fosforilação de proteínas no SNC está associada à regulação de 

vários processos que envolvem a plasticidade de células neuronais          

(Sculman, 1995; Bhat, 1995), como, por exemplo, o início da potenciação 

de longa duração (LTP) e da depressão de longa duração (LTD)  (Adams et 

al, 2000),  além de eventos de aprendizado e memória (Izquierdo & 

Medina, 1997; Viola et al, 2000).    

O processo de fosforilação e desfosforilação protéica no SNC é 

responsável por inúmeras sinalizações celulares, como, por exemplo, 

controle da expressão gênica, síntese protéica, controle do ciclo celular e 

regulação de várias etapas do metabolismo intermediário.  A alta 

concentração dos componentes dos sistemas fosforilantes                         

(fosfoproteínas, quinases e fosfatases) no cérebro, em relação a outros 

tecidos, comprova a importância desse mecanismo na integração do 



funcionamento do SNC. Praticamente todas as classes de proteínas 

neuronais são  reguladas por fosforilação, tais como: enzimas envolvidas na 

biossíntese de neurotransmissores, proteínas que regulam os níveis 

intracelulares de segundos mensageiros, quinases autofosforiláveis, 

inibidores de fosfatases, proteínas envolvidas na regulação da transcrição e 

tradução, proteínas associadas a vesículas sinápticas, receptores de 

neurotransmissores, canais de íons e proteínas do citoesqueleto (Sim, 1991; 

Rodnight & Wofchuk, 1992). 

As proteínas quinases são classificadas conforme os resíduos de 

aminoácidos que fosforilam em serina/treonina ou tirosina quinases. A 

fosforilação das proteínas nos resíduos de serina ocorre em 

aproximadamente 95% do total de fosfoproteínas, enquanto que apenas 3 a 

4% ocorre nos resíduos de treonina e menos de 1% nos resíduos tirosina. O 

mecanismo de ativação mais comum às serina/treonina quinases é mediado 

por segundos mensageiros, tais como: AMPc, GMPc, Ca+2, fosfolipídios e 

ácido araquidônico. As tirosina quinases são freqüentemente associadas a 

receptores de superfície e ativadas diretamente por ligação ao primeiro 

mensageiro. Além desses mecanismos, sabe-se que a maioria das tirosina 

quinases apresentam sítios autofosforiláveis que atuam na regulação de sua 

atividade (Nestler & Greengard, 1999; Lau & Hugani, 1999). 

As principais serina/treonina quinases dependentes de segundos 

mensageiros são: proteínas quinases dependentes de AMPc (PKA), 

proteínas quinases dependentes de GMPc (PKG), proteínas quinases 

dependentes de cálcio e calmodulina (PKCaM) e proteínas quinases 

dependentes de cálcio e fosfolipídios (PKC) (Walaas & Greengard, 1991) . 

O SNC apresenta uma série de serina/treonina quinases que 

aparentemente não são reguladas diretamente por segundos mensageiros. 

Os mecanismos de ação e as funções destas quinases ainda não estão bem 



estabelecidos. Alguns exemplos desta classe de quinases são: caseína 

quinases (CK) ativadas por fatores mitogênicos, que promovem a 

fosforilação da DARP-32 (Giralt et al, 1989), MAP1 e tubulinas (Serrano et 

al, 1989), estando relacionadas com inúmeros processos de sinalização 

celular e proteínas quinases dependentes de ciclinas (CDKs), que 

desempenham funções ligadas à regulação do ciclo celular (Matsuoka et al, 

1992). 

As tirosina quinases são responsáveis pela fosforilação de uma 

pequena parcela de proteínas cerebrais, mas apesar disto, têm um papel 

regulatório importante no SNC, pois além de participarem no crescimento e 

diferenciação celulares, estão envolvidas na transdução de sinais                 

(Greengard, 1987; Lau & Hugani, 1999). 

 As fosfatases, assim como as quinases, desempenham um importante 

papel no processo de fosforilação, pois a ação regulada das duas enzimas 

assegura a dinâmica do sistema fosforilante  (Douglas et al, 2001). 

 Algumas fosfatases têm sua atividade regulada no SNC, direta ou 

indiretamente, por segundos mensageiros, tais como: AMPc, GMPc e Ca+2. 

Estes diferentes sistemas regulatórios possuem distintas distribuições 

celulares. Além disso, certos neurotransmissores podem produzir alguns de 

seus efeitos fisiológicos no cérebro regulando os inibidores de fosfatases 

específicas (Walaas & Greengard, 1991).    

  As proteínas fosfatases podem ser classificadas em ácidas, básicas e 

neutras, no entanto, os dois primeiros tipos estão presentes em pequenas 

quantidades no SNC, onde aparentemente não desempenham papel 

significativo. Enquanto, as fosfatases neutras apresentam-se em grandes 

quantidades no SNC, sendo classificadas em serina/treonina  e tirosina 

fosfatases, de acordo com os resíduos de aminoácidos que desfosforilam     

(Nestler & Greengard, 1999). Apesar desta classificação, algumas 



fosfatases são capazes de atuar sobre outros sítios de modo que pode 

ocorrer uma certa sobreposição de sítios desfosforiláveis em um mesmo 

substrato protéico (Vinadé et al, 1997). 

 As principais fosfatases com atividade no SNC são: proteína 

fosfatase do tipo 1 (PP1), proteína fosfatase do tipo 2A (PP2A), proteína 

fosfatase do tipo 2B (PP2B) e proteína fosfatase do tipo 2C (PP2C) 

(Walaas & Greengard, 1991). 

 

 

2.2– FOSFORILAÇÃO DOS FILAMENTOS 

INTERMEDIÁRIOS DE CÉLULAS DO SNC 

 
Apesar da fosforilação protéica ser a modificação pós-traducional 

mais importante na regulação do funcionamento do SNC, isto não significa 

que este seja um mecanismo inespecífico, ao contrário, a alta 

especificidade deste processo é assegurada pela existência de enzimas que 

fosforilam ou desfosforilam substratos específicos em resposta a estímulos 

bem determinados (O’ Callagam, 1994). 

 A fosforilação das subunidades dos filamentos intermediários está 

relacionada com a sua capacidade de polimerização e de interação com 

outras proteínas do citoesqueleto  (Kirkpatrick & Brady, 1999; Inada et al, 

2000).  

 O estado de fosforilação dos neurofilamentos tem papel importante 

no controle da integridade do citoesqueleto, transporte e diâmetro axonal 

(Strack et al, 1997). Neurofilamentos altamente fosforilados são 

encontrados nos axônios, enquanto que os do corpo celular e dos dendritos 

contém poucos grupos fosfato.  



 A incorporação de fosfato nos neurofilamentos é característica para 

cada subunidade. A subunidade de menor peso molecular,  NF-L, incorpora 

poucos grupos fosfato, a subunidade de peso molecular médio, NF-M, 9-

24, enquanto a subunidade de alto peso molecular, NF-H,  22-104 grupos 

fosfato (Wong et al, 1984; Carden et al, 1985). 

As regiões amino e carboxi-terminais das três subunidades dos 

neurofilamentos são sítios em potencial para fosforilação. Os domínios 

amino-terminais são fosforilados por proteínas quinases dependentes de 

segundos mensageiros - incluindo PKC, PKA, PKCaM -, sendo que a 

fosforilação desse domínio está relacionada com a capacidade de 

polimerização dos neurofilamentos (Nixon & Sihag, 1990; De Mattos-

Dutra et al ,2000; Branco et al, 2000). No entanto, os domínios carboxi-

terminais são substratos para quinases independentes de segundos 

mensageiros, sendo que nas subunidades NF-M e NF-H este domínio é 

considerado sítio de interação entre neurofilamentos, microtúbulos e outras 

organelas (Nixon & Sihag, 1991; Jung et al, 2000). As fosfatases PP1 e 

PP2A parecem ser as principais envolvidas na defosforilação destas 

proteínas (Vinadé & Rodnight, 1996; Strack et al, 1997). 

 É descrito que os neurofilamentos são os maiores constituintes dos 

axônios mielinizados, sendo a fosforilação destes filamentos o maior 

determinante na regulação do calibre axonal (Hirokawa & Takeda, 1998; 

Martin et al, 1998), e consequentemente o principal determinante da 

velocidade de condução dos impulsos nervosos ao longo do axônio 

(Hirokawa & Takeda, 1998). 

 Nos neurofilamentos a fosforilação das regiões amino e carbóxi-

terminais das três subunidades (NF-H; NF-M; NF-L) ocorre em sítios de 

fosforilação envolvendo diferentes quinases (Nixon & Sihag, 1991). 



 As projeções laterais das extremidades carbóxi-terminais das 

subunidades NF-M e NF-H quando estão fosforiladas se estendem 

perpendicularmente ao filamento central, sendo responsáveis pela 

manutenção da distância entre os filamentos. Essas projeções não são 

encontradas em outras proteínas de filamento intermediário como a 

desmina, a GFAP ou a vimentina (Elder et al, 1998). 

 Durante as primeiras etapas do desenvolvimento pósnatal, as 

projeções laterais das subunidades NF-M e NF-H tornam-se extremamente 

fosforiladas em regiões que contêm a seqüência de aminoácidos lisina-

serina-prolina (KSP) (Clark & Lee, 1991). Na subunidade NF-H as regiões 

KSP podem ser divididas em duas categorias KSPXX e KSPXK, onde o 

último X é qualquer aminoácido exceto a lisina. Acredita-se que essas duas 

regiões são reguladas por diferentes proteínas quinases, tais como: PKC e 

CDK  (Sánchez et al, 2000). 

  A fosforilação do domínio carbóxi-terminal das subunidades NF-M e 

NF-H in vitro promove o alinhamento dos neurofilamentos em feixes          

(Leterrier et al, 1996) e in vivo aumenta a distância entre os filamentos 

(Nixon et al, 1994). No entanto, o transporte axonal diminui quando as 

subunidades NF-M e NF-H estão extremamente fosforiladas (Archer et al, 

1994), e quando estas subunidades estão no mais alto nível de fosforilação 

os neurofilamentos podem parar de mover-se por longos períodos (Lewis & 

Nixon, 1988). 

 A  fosforilação  da região  amino-terminal das subunidades NF-L e 

NF-M ocorre imediatamente após a sua síntese e a remoção dos 

grupamentos fosfato inicia-se após 6 a 12 horas. Essa regulação impede 

que as subunidades polimerizem imediatamente após a síntese, permitindo 

um período adequado  para a associação entre as mesmas. A fosforilação da 

região carbóxi-terminal das subunidades NF-L e NF-M ocorre alguns dias 



após a síntese e a desfosforilação ocorre lentamente. A subunidade NF-H 

também sofre uma extensa fosforilação logo após a sua síntese, regulando 

sua incorporação nos neurofilamentos. A despolimerização regional ou 

troca de subunidades é regulada por ciclos de fosforilação e desfosforilação 

para atingir uma configuração apropriada (Nixon & Sihag, 1991, Shea, 

1994). 

 Estudos in vitro com GFAP de porco mostraram a presença de seis 

sítios fosforiláveis, cinco deles na porção N-terminal (Thr 7, Ser 8, Ser 13, 

Ser 17 e Ser 34) e um na porção C-terminal (Ser 389). Estes sítios 

mostraram-se fosforiláveis pels quinases PKA, PKCaM II e PKC (Inagaki 

et al, 1994). Os sítios fosforiláveis de GFAP de ratos ainda não foram 

identificados, mas a grande homologia entre os domínios N-terminais de 

ambas as espécies é suficiente para assumir que possivelmente estes sítios 

estejam presentes na GFAP de ratos e que neles atuem as mesmas quinases 

indicadas para GFAP de porco (Rodnight et al, 1997). 

 Estudos in vitro demonstram que a vimentina pode ser fosforilada 

pela PKA, PKC e PKCaM e desfosforilada de uma maneira dependente de 

cálcio (Inada et al , 2000).        

   

 

  

 

  

 

 

 

 

 



3 – DOENÇA DO XAROPE DO BORDO (DXB) 

 

 A Doença do Xarope do Bordo (DXB) ou cetoacidúria de cadeia 

ramificada é causada pela deficiência da atividade do complexo α-

cetoácido desidrogenase de cadeia ramificada. O bloqueio desse complexo 

resulta no acúmulo dos aminoácidos de cadeia ramificada (AACR) leucina, 

isoleucina e valina e de seus correspondentes α-cetoácidos de cadeia 

ramificada (CACR) ácido α-cetoisocapróico (CIC), ácido α-ceto-β-

metilvalérico (CMV) e ácido   α-cetoisovalérico (CIV) nos tecidos de 

pacientes afetados (Chuang & Shih, 1995). 

 A DXB é um distúrbio metabólico hereditário de transmissão 

autossômica recessiva. A freqüência desta doença é de aproximadamente 

1:185.000 nascimentos (Chuang & Shih, 1995). 

 Os AACR são transportados para o interior da célula 

fundamentalmente através do sistema L de transporte Na+-independente na 

membrana plasmática, onde sofrem três reações iniciais em comum: 

transaminação, descarboxilação oxidativa e desidrogenação (figura 9)              

(Oxender, 1963; Prentki, 1965). 

 A transaminação dos AACR, catalisada pelas aminotransferases dos 

AACR, que são tanto citosólicas quanto mitocondriais, produz os seus 

respectivos α-cetoaácidos. Quando ocorre  no citosol, os α-cetoácidos são 

transportados para o interior da mitocôndria pelo transportador dos α-

cetoácidos. A descarboxilação oxidativa dos CACR, catalisada pelo 

complexo α-cetoácido desidrogenase mitocondrial, gera isovaleril CoA, α-

metilbutiril CoA, e isobutiril CoA.dos α-cetoácidos CIC, CMV e CIV, 

respectivamente. Estas acetil CoA de cadeia ramificada sofrem 

desidrogenação pelas desidrogenases acil CoA específicas que seguem 



diferentes vias de degradação. Os produtos finais do catabolismo da leucina 

são acetil CoA e acetoacetato (cetogênicos), a valina produz succinil CoA 

(glicogênico), enquanto a isoleucina, acetil CoA e succinil CoA 

(cetogênico e glicogênico, respectivamente) (Ichiara, 1984; Hutson, 1985; 

Ikeda, 1988; Chuang & Shih, 1995). 

 Uma característica dos pacientes com DXB é o odor de açúcar 

queimado na urina, atribuído aos AACR e CACR encontrados em alta 

quantidade. Em geral, os pacientes apresentam manifestações neurológicas 

severas, tais como: letargia, apnéia, hipotonia ou hipertonia, convulsões, 

coma, retardo mental, acidose metabólica, encefalopatia e atraso no 

desenvolvimento psicomotor (Wendel et al, 1982; Nord et al, 1991;Chuang 

& Shih, 1995; Zielke et al, 1996; Huang et al, 1996; Tavares et al,2000). 

 Apesar da fisiopatologia da disfunção neurológica da DXB ser pouco 

compreendida, há grandes evidências associando  leucina e CIC  como 

sendo os principais agentes neurotóxicos  da doença. Concentrações 

aumentadas de leucina no plasma estão associadas com o aparecimento dos 

sintomas neurológicos, enquanto concentrações elevadas de isoleucina 

levam à intensificação do odor de açúcar queimado na urina desses 

pacientes (Chuang & Shih, 1995; Wajner et al, 2000). 

 As concentrações plasmáticas dos CACR descritos na DXB não 

tratada variam de 0.6 a 4.6 mM  para o CIC, 0.2 a 1.5 mM para CMV e 

0.02 a 0.35 mM para CIV (Tanaka et al, 1983).  A concentração desses 

metabólitos nas células neuronais é desconhecida, mas tem sido postulado 

que durante as crises de descompensação metabólica eles devam atingir 

níveis cerebrais iguais ou maiores aos encontrados no plasma (Chuang & 

Shih, 1995). 

 

 



 

 

Figura 9 : Representação esquemática da via catabólica dos AACR.  

As enzimas que catalisam as reações são indicadas por números. (1) 

transaminação por aminotransferases, (2) descarboxilação oxidativa por um 

complexo α-cetodesidrogenase, (3) desidrogenação pela isovaleril-CoA 

desidrogenase, (4) desidrogenação pela metilacil-CoA desidrogenase. 

Adaptado de Scriver et al, 1995. 



 Os pacientes com DXB podem ser classificados em  cinco fenótipos, 

dependendo da apresentação clínica, da tolerância à leucina e da atividade 

residual da enzima medida in vitro em fibroblastos da pele ou de células 

brancas  do sangue (Schadewaldt et al, 1998). 

 1) Forma Clássica 

 Representa a forma mais severa e  comum da doença. Os níveis dos 

AACR, particularmente leucina, estão muito aumentados no sangue, 

líquido cefaloraquidiano e urina. Na DXB clássica 50% ou mais dos AACR 

são derivados da leucina. Os recém nascidos afetados parecem normais no 

nascimento, os sintomas começam a  se desenvolver entre os 4-7 dias após 

o nascimento. Letargia e perda de apetite são os primeiros sintomas, 

seguidos por perda de peso e alteração progressiva dos sinais neurológicos. 

Cetoacidose e odor de açúcar queimado são observados. A maioria dos 

pacientes morre nos primeiros meses de vida devido as crises metabólicas e 

deterioração neurológica (Pienemann & Danner, 1994; Chuang & Shih, 

1995).  

 2) Forma Intermediária 

 Os pacientes com a forma intermediária da doença apresentam 

elevação persistente dos AACR, porém em níveis mais baixos que os da 

forma clássica. Geralmente não possuem sintomatologia aguda no período 

neonatal. A atividade residual da enzima é geralmente maior que a da 

forma clássica, em torno de 3 a 30% do normal (Chuang & Shih, 1995). 

 3) Forma Intermitente 

 Os pacientes com a forma intermitente da doença apresentam 

desenvolvimento normal com crescimento e desenvolvimento cognitivos 

normais. Apresentam risco de descompensação metabólica aguda durante 

situações de estresse. Quando assintomáticos, os dados laboratoriais desse 

pacientes são normais, incluindo os níveis plasmáticos dos AACR. A 



atividade do complexo enzimático encontra-se em torno de 5 a 20% do 

normal. Os sintomas  geralmente aparecem entre 5 meses e 2 anos de idade 

associados, geralmente, a otite média ou outras infecções (Chuang & Shih, 

1995). 

 4) Forma Tiamina-Responsível 

 Geralmente, estes pacientes não apresentam doença neonatal aguda. 

O distúrbio é detectado devido a um atraso no desenvolvimento 

psicomotor. A atividade da enzima está em torno de 30 a 40% do normal. 

A concentração plasmática dos AACR é cerca de 5 vezes maior que o 

normal, essa concentração pode retornar aos níveis normais com doses de 

10 a 1000 mg/dia de tiamina e com dieta restrita em proteínas (Chuang & 

Shih, 1995). 

 5) Forma Di-hidrolipoil Desidrogenase (E3)-Deficiente 

 A deficiência de E3 é um distúrbio raro. O fenótipo clínico é similar 

ao da forma intermediária, mas é acompanhada de acidose lática severa. Os 

níveis de lactato, piruvato, α-cetoglutarato, α-hidroxiisovalerato e α-

hidroxiglutarato estão aumentados. Os níveis dos AACR estão leve ou 

moderadamente aumentados no plasma se comparados com os pacientes 

com a forma clássica. Esses pacientes têm uma deficiência combinada das 

desidrogenases do piruvato, α-cetoglutarato e AACR. Na presença de 

acidose láctica persistente ocorre deterioração neurológica progressiva, 

incluindo hipotonia (Chuang & Shih, 1995).  

 O diagnóstico da DXB é feito através da análise de aminoácidos e/ou 

ácidos orgânicos no sangue. A triagem desta doença deve ser feita através 

de métodos qualitativos de análise de aminoácidos por cromatografia em 

papel ou em camada delgada. O diagnóstico definitivo é feito pela 

quantificação dos aminoácidos no plasma e urina por HPLC ou 

autoanalisador de aminoácidos (cromatografia líquida de troca iônica) 



(Nyhan, 1984). Além dos AACR e seus respectivos cetoácidos, a urina dos 

pacientes portadores desta doença possui consideráveis quantidades de 

ácido lático, ácido acetoacético e ácido 3-hidroxibutírico, principalmente 

durante os episódios agudos, nos quais a cetoacidose está presente. Estes 

achados são importantes, uma vez que os CACR são inibidores da piruvato 

e da α-cetoglutarato desidrogenase (Johnson, 1972).  

 Para evitar danos neurológicos irreversíveis, o tratamento deve ser 

iniciado o mais precocemente possível e no período neonatal. O tratamento 

baseia-se, principalmente, na restrição dos AACR, evitando o acúmulo dos 

metabólitos tóxicos para o organismo. A terapia consiste no tratamento 

dietético contínuo e na intervenção vigorosa durante os episódios de 

descompensação metabólica aguda (Chuang & Shih, 1995). Os pacientes 

recebem uma dieta pobre nos AACR, mas que supra as necessidades 

mínimas para manter o crescimento e desenvolvimento normais. A terapia 

com tiamina (50 a 300 mg/dia) deve ser usada por três semanas para se 

detectar pacientes com DXB tiamina-responsíveis (Elsas et al, 1981). 

Transplante de fígado também pode ser utilizado para os casos mais graves  

(Chuang & Shih, 1995). 

 Durante a descompensação metabólica, fase aguda da doença 

desencadeada por infecções, cirurgias ou outra forma de estresse, ocorre 

deterioração cerebral. Desta forma, durante este período, o tratamento deve 

ser mais agressivo, pois os níveis dos aminoácidos e seus cetoácidos 

elevam-se muito rapidamente. A remoção dos metabólitos tóxicos deve ser 

rápida, devendo haver suporte nutricional para evitar o estado catabólico e 

promover o anabolismo (Chuang & Shih, 1995). 

 Estudos vêm sendo realizados em modelos animais para a aplicação 

da terapia gênica em seres humanos para o tratamento destes pacientes 

(Chuang & Shih, 1995). 



 Alterações estruturais são detectadas freqüentemente no SNC de 

pacientes afetados por DXB, caracterizando atrofia cerebral por 

comprometimento da mielinização (Danner & Elsas, 1989).  

 Embora as principais manifestações da DXB sejam neurológicas, os 

mecanismos neurotóxicos dos AACR e dos CACR permanecem 

praticamente obscuros. Acredita-se que a severidade destas manifestações 

dependam do grau e da duração da exposição cerebral aos metabólitos, bem 

como do período do desenvolvimento do SNC em que isto ocorre (Chuang 

& Shih, 1995). Alguns estudos citam a deficiência de produção de energia, 

bem como a redução de neurotransmissores, devido às elevadas 

concentrações  de metabólitos acumulados na doença (Tashian, 1961; 

Yuwiller et al, 1965; Land et al, 1976; Huang et al, 1996; Zielke et al, 

1996; McKenna et al, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 - TRANSMISSÃO GLUTAMATÉRGICA 

 
 O glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatório 

do SNC de mamíferos, onde media vários processos vitais, tais como:  

desenvolvimento das células nervosas, incluindo proliferação e migração 

(Mc Donald & Johnson, 1990),  modulação de mecanismos de aprendizado 

e memória (Izquierdo & medina, 1997) e  envelhecimento (Sergovia et al, 

2001). Os receptores glutamatérgicos (GluRs) têm papel fundamental na 

plasticidade e no desenvolvimento neural, bem como nos processos de 

neurodegeneração e transmissão sináptica. A ativação excessiva dos GluRs 

durante episódios de estresse cerebral tais como: isquemia, traumatismo 

craniano e surtos epilépticos levam à morte  de neurônios 

(neurotoxicidade).  Os GluRs estão envolvidos intimamente na fisiologia e 

na patologia das funções cerebrais (Nakanishi et al, 1998; Ozawa et al, 

1998). 

 Os GluRs estão amplamente distribuídos no SNC tanto de jovens 

quanto de adultos, no entanto, a expressão de subtipos de receptores 

glutamatérgicos apresenta uma variação regional e desenvolvimental 

específicas, indicando que diferentes subtipos podem exercer funções 

variadas quanto à ontogenia e ao sinal modulatório produzido no SNC 

(Vencil et al, 1992; Schoepp, 1994).  

 Existem duas classes distintas de  GluRs, os ionotrópicos (iGluRs) e 

os metabotrópicos (mGluRs). Os iGluRs são canais iônicos de membrana 

(Michaelis, 1998; Schoepp, et al, 1995). Os mGluRs são acoplados  a vias 

de transdução de sinal, envolvendo proteínas G e regulam a produção de 

mensageiros intracelulares (Nakanishi et al, 1998; Ozawa et al, 1998). 

  

 



4.1 - RECEPTORES GLUTAMATÉRGICOS IONOTRÓPICOS 

 

 Os iGlurs são classificados em NMDA (N-metil-D-aspartato) e não 

NMDA, que compreendem os receptores AMPA (ácido α-amino-3-

hidróxi-5-metil-isoxazolenopropionato) e cainato (Nansen et al, 2000). 

Estruturalmente, o receptor glutamatérgico ionotrópico (figura 10) 

apresenta suas regiões amino e carboxiterminais voltadas para o meio 

extracelular. Os segmentos transmembrana são posicionados de modo a 

formar o poro do canal iônico (Nakanishi, 1992). 

 

 

 

Figura 10: Representação esquemática de um receptor glutamatérgico 

ionotrópico. Os segmentos transmembrana se posicionam formando o poro 

do canal iônico. Adaptado de Nakanishi et al, 1998. 

 

 Em uma única sinapse no SNC, geralmente, encontram-se os três 

tipos coexistindo e envolvidos na ampliação do sinal glutamatérgico 

(Ozawa et al, 1998). 



 Os receptores AMPA e cainato mediam a transmissão excitatória 

rápida, respostas sinápticas voltagem independentes e são permeáveis aos 

íons sódio e potássio. No entanto, os receptores NMDA mediam influxos 

de cálcio, respostas sinápticas voltagem dependentes, propriedade 

relacionada com o bloqueio transitório e efetivo do canal pelo íon 

magnésio. Estes receptores são permeáveis aos íons sódio, potássio e 

cálcio, sendo a alta condutância de cálcio  responsável pela possível 

neurotoxicidade causada pela superativação dos receptores glutamatérgicos 

(Sans et al, 2000; Constantible, 2000). 

 Os receptores AMPA são subdivididos em GluR1-GluR4 e os 

cainato em GluR5-GluR7 e Ka1 e Ka2. Os receptores NMDA são 

formados por três famílias de genes NR1, NR2 e NR3. A subunidade NR1 

é formada por um único gene e dá origem a oito isoformas com 

propriedades distintas, é esencial para a funcionalidade do receptor NMDA. 

As subunidade NR2 e NR3 são coexpressas com a NR1, parecem exercer 

papel modulador e ter distribuição regional específica no cérebro 

conferindo propriedades farmacológicas distintas às do receptor final (Sun 

et al, 1998; Ritter et al, 2001).   

  Estudos recentes demonstram o envolvimento dos receptores 

glutamatérgicos, particularmente os receptores ionotrópicos, em diversos 

aspectos do desenvolvimento cerebral. Os receptores ionotrópicos são 

importantes nos mecanismos de corticogênese, plasticidade sináptica, 

sinaptogênese, migração e sobrevivência neuronal (Ritter et al, 2001). 

 A expressão dos genes dos receptores glutamatérgicos se modifica 

durante a ontogenia cerebral. Os receptores NMDA são os primeiros a 

serem detectados no cérebro em desenvolvimento e subunidades distintas 

do receptor NMDA podem estar expressas em tipos específicos de nerônios 



em diferenciação. Os receptores AMPA se formam após os NMDA e 

demostram um aumento em sua expressão com a idade (Sans et al, 2000). 

 Há evidências de que os receptores glutamatérgicos do subtipo 

NMDA expressam plasticidade sináptica dependente do desenvolvimento 

cerebral e de que esta característica não seja somente uma propriedade 

deste subtipo, mas também de outros receptores, incluindo outros tipos de 

receptores glutametérgicos (Contestabile, 2000). 

 

4.2 – RECEPTORES GLUTAMATÉRGICOS METABOTRÓPICOS 

 

 A estrutura dos mGluRs (Figura 11) apresenta três domínios: a 

porção N-terminal, que apresenta uma grande seqüência hidrofílica, sete 

domínios transmembrana separados por alças intra e extracelulares e uma 

seqüência intracelular hidrofílica na porção C-terminal (Ozawa et al, 1998; 

Nakanishi et al, 1998). 

  

 



Figura 11: Representação esquemática de um receptor 

glutamatérgico metabotrópico. Adaptado de Nakanishi et al, 1998. 

 

Existem oito subtipos de mGluRs - mGluR1-mGluR8. Esses oito 

subtipos são classificados em três grupos de acordo com sua homologia de 

aminoácidos - que é de aproximadamente 70% dentro de cada grupo -

farmacologia e mecanismos de transdução de sinal (Pin et al, 1995; Ozawa 

et al, 1998). 

 O grupo I compreende os subtipos mGluR1 e mGluR5, os quais são 

acoplados à ativação da fosfolipase C. Os grupos II e III são ligados à 

formação de AMPc, sendo que o grupo II inclui os subtipos mGluR2 e 

mGluR3 e o III inclui os subtipos mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8   

(Tanabe et al, 1993; Duvoisin et al, 1995; Nakanishi et al, 1998). 

 Agonistas altamente seletivos têm sido identificados para cada um 

dos três grupos. O quisqualato e o ácido (1S, 3R)-1-aminociclopentano-1,3-

dicarboxílico (1S, 3R-ACPD) são agonistas potentes para o grupo I. Os 

receptores do grupo II são também ativados por 1S, 3R-ACPD e por (2S, 

1´R, 2´R, 3´R)-2-(2´-3´-dicarboxiciclopropil)glicina (DCG IV), (2S, 1´S, 

2´S)-2(2´-carboxiciclopropil)glicina (CCG-I). Os receptores do grupo III 

são seletivamente ativados pelo ácido L-2-amino-4-fosfanobutírico (L-

AP4) (Schoepp, 1994; Bruno et al, 1996; Osawa et al, 1998; Dingledine 

and McBain, 1999). 

  

 

 

 

  

 



  

5 - OBJETIVOS 

 
 A fosforilação protéica é o principal mecanismo molecular através 

do qual a função protéica é regulada em resposta a estímulos extracelulares, 

além disso, o estado de fosforilação das diferentes proteínas do 

citoesqueleto parece estar diretamente envolvido com a morfogênese  e 

plasticidade do SNC. Considerando resultados prévios obtidos em nosso 

laboratório de que o modelo experimental da Doença do Xarope do Bordo 

afeta a fosforilação de proteínas do citoesqueleto em córtex cerebral de 

ratos de 17 dias, os principais objetivos deste trabalho são: 

 

1- Fazer um estudo ontogenético  dos efeitos do ácido α-cetoisocapróico 

sobre a incorporação in vitro de 32P em proteínas de filamento 

intermediário -  NF-M, NF-L, vimentina e GFAP – em fatias de córtex 

cerebral de ratos de 09, 12, 15 , 17 , 21 e 60 dias de idade . 

 

2- Verificar os efeitos do glutamato sobre a incorporação in vitro de   32P 

em proteínas de filamento intermediário -  NF-M, NF-L, vimentina e 

GFAP – em fatias de córtex cerebral de ratos nas diferentes idades 

estudadas. 

 

3- Verificar a participação de receptores glutamatérgicos ionotrópicos e 

metabotrópicos sobre os efeitos causados pelo ácido α-cetoisocapróico 

na fosforilação de proteínas de filamento intermediário -  NF-M, NF-L, 

vimentina e GFAP em diferentes idades. 

 

 



6 - ANEXO 1 
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phosphorylation of intermediate filaments from cerebral cortex of rats 

during postnatal development  through the glutamatergic system in vitro. 
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Loureiro, Lilian Vivian, Franciele Dall Bello Pessutto, Lúcia Maria Vieira 
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Abstract 

 

  In this study we investigated the effects of α-ketoisocaproic acid (KIC), the main 

keto acid accumulating in the inherited neurometabolic disorder maple syrup urine 

disease (MSUD), on the in vitro incorporation of 32P into intermediate filament (IF) 

proteins from cerebral cortex of rats during development. KIC  decreased  the  in vitro 

incorporation of 32P into the IF proteins studied up to day 12, had no effect on day 15, 

and increased this phosphorylation  in cortical slices of 17, 21 and 60-day-old rats. A 

similar effect on IF phophorylation was achieved along development by incubating 

cortical slices with glutamate. This effect was mediated by the ionotropic receptors 

NMDA, AMPA and kainate up to day 12 and by NMDA and AMPA in tissue slices 

from 17 and 21-day-old rats. In contrast, glutamate did not affect the in vitro 

incorporation of 32P into the IF in slices of 60-day-old rats. The results suggest that 

alterations of IF phosphorylation may be associated with the neuropathology of MSUD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction 

    

 The neuronal cytoskeleton comprises a protein network formed mainly by 

neurofilaments (NF) and microtubules (MT).  Neurofilaments are composed of three 

different polypeptides whose approximate molecular masses are 200, 160, and 68 kDa,  

commonly referred to as heavy (NF-H), medium (NF-M) and light (NF-L) 

neurofilament subunits  (Soussan et al 1994).  

The  amino and the carboxy-terminal tail domains of NF subunits are potential 

phosphorylation sites, (Nixon and Sihag 1991). The phosphorylation sites located on the 

amino terminal domain of the neurofilament subunits are phosphorylated by second 

messenger-dependent protein kinases including protein kinase C, cyclic AMP- (PKA) 

and Ca2+/calmodulin-dependent (CaMK II) protein kinase (Sihag and Nixon 1990). The 

functional role of neurofilament phosphorylation is not completely clear. However, the 

regulation of intermediate filaments (IF) polymerization by phosphorylation is largely 

described in the literature. Vimentin filaments reconstituted in vitro undergo complete 

disassembly when phosphorylated by purified protein kinase A or protein kinase C 

(Inagaki et al 1987). A similar in vitro disassembly induced by phosphorylation was 

noted for almost all major IF proteins, such as glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

(Inagaki et al 1990), desmin (Inada et al 1998), keratin (Ku et al 1997), α-internexin 

(Tanaka et al 1993),  NF-L (Hashimoto et al 1998) and lamin (Peter et al 1992).  

Furthermore, changes in the phosphorylation of neurofilaments and other 

cytoskeletal proteins inducing cytoskeletal remodeling have been described in various 

neurodegenerative diseases, including amyotrophic lateral sclerosis, Parkinson´s 

disease, dementia with Lewy bodies and Alzheimer´s disease, as well as in neuronal 

injury and regeneration (Hirano 1991; Trojanowski et al 1993; Schmidt et al 1996).  



Glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the mammalian central 

nervous system (CNS) and plays an important role in a wide variety of CNS functions.  

Glutamate receptors are divided into two groups, ionotropic (iGLURs) and 

metabotropic  (mGLURs) receptors (Holmann and Heinemann 1994, Nakanishi and 

Masu 1994).  iGLURs contain cation-specific ion channels and are subdivided into 

NMDA (N-methyl-D-aspartate) and non-NMDA receptors [(R,S)-α-amino-3-hydroxy-

5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) and kainate receptors]. mGLURs are 

coupled to G-proteins and modulate the production of intracellular messengers. There 

are 8 subtypes of mGLURs classified into 3 groups on the basis of their homology, 

pharmacology and signal transduction mechanism (Pin and Duvoisin 1995).  Group I 

mGLURs (mGLUR1 and mGLUR5 subtypes) are coupled with the activation of the 

phospholipase C pathway and selectively activated by 3,5-dihydroxy-phenylglycine and 

potently activated by quisqualate and (1S,3R)-1-aminocyclopentane-1,3-dicarboxilic 

acid (1S,3R-ACPD) (1,2). Group II (mGLUR2 and mGLUR3) and group III (mGLUR4, 

mGLUR6, mGLUR7 and mGLUR8) mGluRs are coupled with the adenyl cyclase system 

(Duvoisin et al 1995, Tanabe et al 1993). Group II receptors are potently activated by 

(2S,1'R,2'R,3'R)-2-(2'-3'-dicarboxycyclopropyl) glycine (DCG IV), (2S,1'S,2'S)-2(2'-

carboxycyclopropyl)glycine (CCG-I) and ACPD, whereas those from group III are 

selectively activated by 2-amino-4-phosphonobutanoate (L-AP4) (Duvoisin et 1995, 

Ishida et al 1993, Nakajima et al 1993, Ozawa et al  1998). 

There is compeling evidence showing  that stimulation of glutamate receptors 

can induce changes in the phosphorylation system of cerebral cytoskeletal proteins. In 

this context, it has been demonstrated that phosphorylation of glial fibrillary acidic 

protein (GFAP) in hippocampal slices is stimulated via mGLUR (Wofchuk and 

Rodnight 1994). It has also been reported that glutamate can activate CaM kinase II 



through stimulation of both the metabotropic and the non-NMDA receptors, and that the 

concomitant phosphorylation of vimentin and GFAP may in turn regulate the functions 

of intermediate filament proteins in intact astrocytes (Yano et al 1994). Induction of 

cytoskeletal protein phosphorylation through glutamatergic receptors by metabolites 

accumulating in the inherited metabolic disorders methylmalonic and propionic 

acidemias has also been described (Mattos-Dutra et al 2000). 

  Maple syrup urine disease (MSUD), or branched chain ketoaciduria is an 

inherited neurometabolic disorder caused by severe deficiency of the branched-chain L-

α-ketoacid dehydrogenase complex activity (Chuang and Shih 2001). The inability of 

this enzyme complex to oxidize α-ketoisocaproic acid (KIC), α-keto-β-methylvaleric 

acid (KMV) and α-ketoisovaleric acid (KIV) leads to tissue accumulation of these 

metabolites and their precursor amino acids leucine, isoleucine and valine in the 

affected individuals, which is the biochemical hallmark of the disorder. Patients with 

MSUD present predominantly neurological dysfunction. CNS imaging reveals low 

density of white matter in cerebral hemispheres and other brain structures corresponding 

to dysmyelination and atrophy (Chuang and Shih 2001). Although the neurological 

features of this disorder are severe, consisting of coma, convulsions and cerebral edema 

and atrophy, the underlying ethiopatogenic mechanisms leading to neurological 

dysfunction in MSUD are poorly understood. However,  Leu and/or  its ketoacid α-

ketoisocaproic acid (KIC) have been considered the main neurotoxic metabolites in 

MSUD since increased plasma concentrations of these metabolites are associated with 

the appearance of neurologic symtoms (Snyderman et al., 1964, Chuang and Shih, 

2001). 

We have recently demonstrated that KIC, but not KIV or KMV, increases 

phosphorylation of medium and low molecular weight neurofilament subunits (NF-M 



and NF-L), as well as vimentin and glial fibrillary acidic protein from slices of cerebral 

cortex of 17-day-old rats (Branco et al 2000).  In the present report we studied the 

effects of KIC on the in vitro phosphorylation of the intermediate filament proteins of 

cerebral cortex during development by using cortical slices of  9, 12, 15, 17, 21 and 60 

day-old rats.  We also investigated the role of the glutamatergic system on these effects 

by using  glutamate and various ionotropic and metabotropic glutamate agonists and 

antagonists. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Material and Methods 

 

Radiochemicals and compounds-  [32P]Na2HPO4 was purchased from CNEN, São 

Paulo, Brazil. L-glutamic acid, α-ketoisocaproic acid, benzamidine, leupeptin, antipain, 

pepstatin, chymostatin,  D-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (DL-AP5), N-methyl-

D-aspartate(NMDA),  kainate, acrylamide and bis-acrylamide were obtained from 

Sigma (St. Louis, MO, USA). 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX), (1S,3R)-

1-aminocyclopentane-1,3-carboxylic acid (1S,3R-ACPD),  L-2-amino-4-

phosphonobutyrate (L-AP4), and (R,S)-α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid (AMPA) were purchased from Tocris Neuramin (Bristol, UK). 

Animals- Wistar rats (9, 12, 15, 17, 21 and 60 days of age) were obtained from our 

breeding stock. Rats were maintained on a 12-h light/12-h dark cycle in a constant 

temperature (22o C) colony room. Free water and a 20% (w/w) protein commercial 

chow were provided. 

Preparation and labelling of slices- Rats were killed by decapitation, the cerebral 

cortex was dissected onto Petri dishes placed on ice and cut into 400 µm thick slices 

with a McIlwain chopper.  

Preincubation- Tissue slices were initially preincubated at 30oC for 10 min in 124 mM 

NaCl, 4mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 25 mM Na-HEPES (pH 7.4), 12 mM glucose, 1mM 

CaCl2,  and the following protease inhibitors: 1 mM benzamidine, 0.1 µM leupeptin, 0.7 

µM antipain, 0.7 µM pepstatin,  0.7 µM chymostatin. In the experiments using 

glutamate receptor antagonists, 100 µM D-amino-5-phosphonopentanoic acid (DL-

AP5) or 50 µM 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) was added to the 

medium during preincubation. 



Incubation-  After preincubation, the medium was changed and incubation was carried 

out at 30 oC with 100 µl of the basic medium containing 80 µCi of [32P] ortho-

phosphate with or without addition of the different drugs. When indicated, 1 mM 

glutamate, 100 µM 1S,3R-ACPD, 100 µM L-AP4, 100 µM NMDA, 100 µM AMPA, 

100µM kainate, 0.5, 0.75 or 1.0 mM α-ketoisocapoate was added to the incubation 

medium. In some experiments, glutamate plus α-ketoisocaproate was added to the 

incubation medium. In the experiments using the glutamate receptor antagonists, they 

were added to the medium during preincubation and incubation in the presence or 

absence of α-ketoisocaproate. The labelling reaction was normally allowed to proceed 

for 30 min at 30 oC and stopped with 1 ml of cold stop buffer (150 mM NaF, 5 mM, 

EDTA, 5 mM EGTA, Tris-HCl 50 mM, pH 6.5, and the protease inhibitors described 

above). Slices were then washed twice by decantation with stop buffer to remove excess 

radioactivity. 

Preparation of the high salt-Triton insoluble cytoskeletal fraction from slices of 

cerebral cortex- After treatment, preparations of total IF were obtained from cerebral 

cortex of 9-, 12-, 15-, 17-, 21- and 60- day-old rats as described by Paz et al (1991). 

Briefly, after the labelling reaction, slices were homogenized in 400 µl of ice-cold high 

salt buffer containing 5 mM KH2PO4, (pH 7.1), 600 mM KCl, 10 mM MgCl2, 2 mM 

EGTA, 1 mM EDTA 1 % Triton X-100 and the protease inhibitors described above. 

The homogenate was centrifuged at 13,000 x g for 10 min at 4 °C, in an Eppendorf 

centrifuge, the supernatant discarded and the pellet homogenized with the same volume 

of the high salt medium. The ressuspended homogenate was centrifuged as described 

and the supernatant was discarded. The Triton-insoluble intermediate filament-enriched 



pellet, containing neurofilament subunits, vimentin and GFAP, was dissolved in 1% 

SDS and protein concentration was determined by the method of Lowry et al (1951). 

Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)- The cytoskeletal fraction was 

prepared as described above. Equal protein concentrations were loaded onto 10 % 

polyacrylamide gels and analyzed by SDS-PAGE according to the discontinuous system 

of Laemmli (1970).  After drying the gels were exposed to X-ray films (X-Omat XK1) 

at -70 oC with intensifying screens and finally the autoradiograms were obtained. 

Cytoskeletal proteins were quantified by scanning the films with a Hewlett-Packard 

Scanjet 6100C scanner and determining optical densities with an Optiquant version 

02.00 software (Packard Instrument Company). Density values were obtained for the 

studied proteins.  

Statistical analysis- Data were analyzed statistically by one-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by the Tukey-Kramer multiple comparisons test when the F-test 

was significant.  All analyses were performed using the SPSS software program on an 

IBM-PC compatible computer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Results 

 
 Figure 1A shows a Coomassie blue stained SDS-PAGE of the IF-enriched 

cytoskeletal fraction extracted from cerebral cortex slices of 17-day-old rats. The 

autoradiograph of a similar IF-enriched cytoskeletal fraction is shown in Figure 1B. It 

can be seen that this fraction contains phosphoproteins corresponding to the molecular 

weights of the neurofilament subunits (NF-M and NF-L) along with GFAP and 

vimentin, as previously identified by us using monoclonal antibodies (Branco et al 

2000). It can also be seen in the autoradiograph that the 150- (NF-M) and 68-kDa (NF-

L) neurofilament subunits as well as vimentin and GFAP are good substrates for the 

endogenous phosphorylation system. 

When cortical slices were incubated with 32P-orthophosphate and KIC at 

different concentrations (0.5, 0.75 or 1.0 mM), we observed that the phosphorylation 

pattern of all cytoskeletal proteins studied were altered in a developmentally regulated 

manner (Figure 2). It can be seen that KIC inhibited the 32P in vitro incorporation into 

IF proteins from cerebral cortex of 9- and 12-day old-rats (Figure 2 A and B),  while it 

caused no effect in cortical slices of 15-day-old animals (Figure 2 C). Conversely, KIC 

increased 32P in vitro incorporation into IFs from cerebral cortex of 17-, 21- and 60-day-

old animals at  concentrations as low as 0.5 mM (Figure D, E and F). It can also be 

observed that most effects elicited by KIC are dose-dependent. 

 In order to test whether the effects of KIC on the phosphorylation of the 

cytoskeletal proteins studied observed in our experimental model were mediated by 

glutamatergic receptors, we incubated tissue slices with 1 mM KIC, 1 mM glutamate or 

1 mM KIC plus 1 mM glutamate and determined the 32P in vitro incorporation into the 

IF proteins. Results showed that in young animals (9 to 21-day-old rats)  the effects of 



KIC on the in vitro phosphorylation were mimicked by those provoked by glutamate 

(Figure 3). Thus, in cortical slices from 9- and 12-day-old rats, glutamate induced a 

decreased 32P in vitro incorporation (Figure 3 A and B), whereas in 15-day-old rats 

(Figure 3 C) this acid was ineffective in altering phosphorylation, and in 17- and 21-

day-old animals (Figure 3 D and E) it increased the in vitro 32P incorporation. 

Furthermore, by incubating cortical slices together with 1 mM KIC plus 1 mM 

glutamate, no addictive effect on the in vitro phosphorylation was observed, indicating 

that KIC and glutamate probably act through the same mechanism (Figure 3 A-E). 

Surprisingly, in adulthood (60-day-old animals) the stimulatory effect of KIC on the in 

vitro 32P incorporotation into IF proteins was still observed, nonetheless glutamate was 

ineffective in altering the in vitro phosphorylation of the IF proteins (Figure 3 F). These 

findings suggest that at this age KIC effect occurs through a different mechanism from 

that of glutamate. 

Next, experiments were designed to verify what kind of glutamate receptors 

were involved in the effect produced by KIC on the the 32P in vitro incorporation into IF 

proteins. Therefore, cortical slices from rats of two representative ages (9- and 21-day-

old) were preincubated with 32P-orthophosphate in the presence of KIC and ionotropic 

(NMDA, AMPA and kainate) or metabotropic (1S,3R-ACPD and L-AP4) glutamatergic 

receptor agonists.  The results demonstrate that NMDA, AMPA and kainate mimicked 

the inhibitory effect of KIC, whereas ACPD and L-AP4 were unable to modify the 32P 

in vitro incorporation into the proteins studied in 9-day-old animals (Figure 4 A and B). 

In addition, in 21-day-old rats, only the ionotropic agonists NMDA and AMPA were 

able to mimic the stimulatory effect of the α-keto acid (Figure 4 C and D). Furthermore, 

there was no additive effect on the in vitro phosphorylation when the ionotropic 

agonists were incubated with KIC, pointing to a similar mechanism of action.  



Next, we tested the influence of ionotropic glutamate receptor antagonists on the 

effects of KIC, in order to better evaluate the involvement of ionotropic receptors in 

such effect. Cortical slices from 9- and 21- day-old rats were incubated with 1 mM KIC 

following preincubation with DL-AP5 (competitive NMDA ionotropic antagonist) or 

CNQX (kainate and AMPA ionotropic antagonist). The results show that the inhibitory 

effect of the acid on the 32P in vitro incorporation into the cytoskeletal proteins in 9-day-

old and the stimulatory effect in 21-day-old rats were reversed (Figure 5 A and B).  

Taken together, these results strongly indicate that KIC alters the in vitro 

phosphorylation of IF proteins in the cerebral cortex of rats in a developmentally 

regulated manner, and that such effects are mediated by specific ionotropic receptors in 

young animals. On the other hand, in adult animals, KIC alters the 32P in vitro 

incorporation into IF proteins by mechanisms other than glutamatergic mediated ionic 

channels.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Discussion 

 

There is considerable evidence in the literature that phosphorylation of 

cytoskeletal proteins modulates the reciprocal interactions of their filamentous 

components, such as microfilaments, microtubules and intermediate filaments (Pedrotti 

and Islam 1996). In this scenaria, it has been demonstrated that the cAMP-dependent 

phosphorylation of the neurofilament proteins NF-L and NF-M inhibits their 

coassembly into filaments in vitro (Streifel et al 1996). It is also known that the 

phosphorylation level of the substrate protein regulates calpain-mediated hydrolysis 

(Litersky and  Johnson 1995). Besides, a recent study demonstrated a close relationship 

between neurofilament phosphorylation  and axonal caliber (Martin et al 1998) and 

alterations in protein phosphorylation have been shown in Alzheimer´s disease (Iqbal et 

al 1994) and following exposure to various neurotoxicants, such as tri-o-cresyl 

phosphate, carbon disulfide and glycidamide (Jensen et al 1992, Reagan et al 1995, 

Wilmarth et al 1993).  All this strongly indicates that aberrant cytoskeletal 

phosphorylation/dephosphorylation have serious consequences for cellular function and 

structure and may be one of the mechanisms causing neuronal damage in 

neurodegenerative pathologies. 

In the present study we demonstrated that KIC affects the in vitro 32P 

incorporation into the IF proteins NF-M, NF-L, vimentin and GFAP from cerebral 

cortex of young rats in a developmentally regulated manner. The in vitro 

phosphorylation of the cytoskeletal proteins studied decreased up to day 12, was not 

altered at day 15, and increased in cerebral cortex of 17- and 21- day-old rats incubated 

in the presence of various concentrations of KIC similar to those found in physiological 

fluids of MSUD patients. We also observed that 1 mM glutamate mimicked KIC effects 



in cortical slices of young animals.  However, differently from glutamate, KIC 

continued to stimulate the in vitro 32P incorporation into the proteins from cerebral 

cortex of 60-day-old animals. When we incubated cortical slices of young animals (9- to 

21-day-old) with KIC plus glutamate,  the effect was not addictive, suggesting that KIC 

and glutamate act through the same mechanism.  Moreover, by using glutamate receptor 

agonists and antagonists, we showed that the inhibitory effect observed in cerebral 

cortex from rats aged up to 12 days was mediated by the ionotropic receptors NMDA, 

AMPA and kainate, whereas at days 17 and 21 the stimulatory effect of KIC was only 

mediated by  NMDA and AMPA receptors. On the other hand, metabotropic glutamate 

receptors did not influence the in vitro 32P incorporation into the IF proteins NF-M, NF-

L, vimentin and GFAP per se or produced by KIC, indicating the specificity of the 

mechanism of KIC action directed towards ionotropic receptors. 

Our findings are in line with other studies demonstrating that phosphorylation of 

cytoskeletal proteins can be modulated by glutamate receptors activation in a 

developmentally regulated manner.  Studies using specific agonists of glutamate 

receptors have shown that glutamate activates GFAP phosphorylation in immature but 

not in adult rats via group II metabotropic glutamate receptor (mGluR) in hippocampus 

(Rodnight et al 1997).  

  We have recently demonstrated that two other toxic metabolites – 

methylmalonate and propionate – accumulating in the neurometabolic disorders 

methylmalonic and propionic acidemia respectively stimulated the phosphorylation 

system associated with cytoskeletal proteins in cerebral cortex of 17-day-old rats. We 

demonstrated that NMDA receptors are involved in such effects (de Mattos-Dutra et al 

2000). Therefore, it appears that activation of different receptors in brain may elicit 

distinct responses in protein phosphorylation. 



  The exact consequences of the effects of KIC on the in vitro phosphorylation of 

IF proteins through the glutamatergic system are still obscure.  However, taking into 

consideration that 1) glutamate receptors (GluRs) play a major role in processes of 

synaptic plasticity such as long-term potentiation related to learning/memory and 

synapse formation during development; 2) that excessive activation of GluRs leading to 

cell damage and death occurs in acute pathological situations such as ischemia, head 

trauma and epileptic seizures (Ozawa et al 1998) and is associated with the cerebral 

pathology of chronic neurodegenerative disorders (Choi, 1988, Sharp and Ross, 1996), 

and; 3) that glutamate elicits second-messenger systems that ultimately serve to activate 

protein kinases, it is plausible that deregulation (under or overstimulation) of these 

receptors may affect phosphorylation of key proteins closely linked to cell structure and 

function which will ultimately give rise to brain damage.  

MSUD is an inherited neurodegenerative metabolic disorder characterized by 

severe impairment of CNS function (Chuang and Shih, 2001). Although some 

neurochemical effects of the metabolites appearing in high concentrations in MSUD 

have been reported, the mechanisms of neurotoxicity of the disorder are not well 

understood (Tashian, 1961, Howell and Lee, 1963, Land et al., 1976). However, since 

elevation of plasma concentrations of Leu and its alpha-keto acid KIC, the major 

metabolites accumulating in this disorder, are correlated with the appearance of 

neurological symptomatology, they are considered to be the main neurotoxic 

metabolites in MSUD (Chuang and Shih, 2001). 

Thus, our present results, showing that KIC inhibits or stimulates the  

phosphorylation of important brain proteins related to cellular structure and function in 

a developmentally-controled manner and that these effects are probably mediated by 



ionotropic glutamate receptors, may help to elucidate the molecular and regulatory 

mechanisms related to the neurological damage of MSUD patients. 

  The exact explanation for the differential effects of KIC (and glutamate) on the 

cytoskeletal protein phosphorylation as a function of postnatal age is unknown and still 

needs to be established. However, it may be related to the distinct regional and temporal 

patterns of expression of types and subtypes of glutamate receptors, even thought a 

direct relationship between our results and the ontogenetic expression of the ionotropic 

receptors described in the literature is not always evident. Thus, Sanderson and Murphy 

(1981) described a significant rise in the total number of glutamate binding sites up to 

20 days postnatally in cerebral cortex of rats, followed by a more gradual rise to adult 

levels at 50 days. Greenamyre et al (1990) in turn described a progressive 500-1100% 

increase in glutamate binding in entorhinal cortex of rats during development. 

Therefore, although the developmentally regulated function of these receptors is 

controversial and depends on the cerebral region and the cell type, it has been shown 

that the expression patterns of glutamate receptor subunit genes change during the 

ontogeny of the brain (McDonald et al 1988, Pellegrini-Giampietro et al 1991, Ozawa et 

al 1998, McDonald et al 1988) and this may be related to the findings of the present 

study. 

In addition to the importance of the ontogenetic development of glutamate 

receptors on the phosphorylating system associated to the cytoskeleton, we cannot 

exclude variable activities of protein kinases and phosphatases during postnatal 

development. 

  The reasons why glutamate does not mimick the effect of KIC in the cerebral 

cortex of adult rats is not yet clear. On the other hand, the alterations of phosphorylation 

of the cytoskeletal proteins studied mediated by ionotropic glutamate receptors rather 



than metabotropic receptors indicate that these alterations were related to changes in 

intracellular ions (Ca2+ and Na+) which could lead to activation of protein kinases and/or 

phosphatases.  Studies are underway in our laboratory to elucidate what enzyme 

activities are involved.  

It is difficult to extrapolate our results to the human condition. However, 

considering the evidences in the literature showing that alterations of cytoskeletal 

proteins may lead to disorganization of cellular structure, it is tempting to speculate that 

this may be one of the factors associated with the neurodegeneration and cerebral 

atrophy characteristic of MSUD patients. Whether this effect or other abnormalities are 

the principal cause of the neurologic manifestations of these patients remains an open 

question. Nevetheless, these findings may be of value to understand the neurological 

features observed in affected individuals.  
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Figure 1.  Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and autoradiograph of the 

cytoskeletal fraction. A) Lane a, SDS-PAGE of molecular weight standards (kDa).  lane 

b, SDS-PAGE  of the cytoskeletal fraction of cerebral cortex of 17-day-old rats. The gel 

was stained with Coomassie blue R-250. NF-M, middle molecular weight neurofilament 

subunit; NF-L, low molecular weight neurofilament subunit; Vim, vimentin, GFAP, 

glial fibrillary acidic protein. B) autoradiograph of the Triton-insoluble intermediate 

filament enriched cytoskeletal fraction from a 21 day-old rat.  
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Figure 2.  Effect of different concentrations of KIC on the in vitro  phosphorylation of 

neurofilament subunits, vimentin and glial fibrillary acidic protein of the cerebral cortex 

of (A) 9-, (B) 12-, (C) 15-, (D) 17-, (E) 21- and (F) 60-day-old rats. Slices of cerebral 

cortex were incubated with  0.5, 0.75 or 1 mM KIC  in the presence of 32P-

orthophosphate.  The cytoskeletal fraction was extracted and the radioactivity 

incorporated into middle molecular neurofilament subunit (NF-M), low molecular 

neurofilament subunit (NF-L), vimentin (vim) and glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

was measured as described in Material and Methods. Data are reported as means ±SEM  

of 8-10 animals in each group expressed as percentage of controls. Statistically 

significant differences from controls, as determined by one-way ANOVA followed by 

Tukey-Kramer multiple variation test, are indicated. Control: *P<0.001, **P< 0.01,  

•P<0.05. KIC 0.5 mM: #P<0.001, ##P<0.01, ***P<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



0

20

40

60

80

100
0,5mM KIC
0,75mM KIC
1,0mM KIC

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

** *
** *** ****

A
%

 o
f c

on
tr

ol
**

•• •

0

20

40

60

80

100
0,5mM KIC
0,75mM KIC
1,0mM KIC

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

**
*

**
** *

*
*

B
***

***#

%
 o

f c
on

tr
ol

0

20

40

60

80

100

120
0,5mM KIC
0,75mM KIC
1,0mM KIC

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

C

%
 o

f c
on

tr
ol

 



0

20

40

60

80

100

120

140
0,5mM KIC
0,75mM KIC
1,0mM KIC

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

** ****
**

** *

##
##

##
##

D

%
 o

f c
on

tr
ol

0

20

40

60

80

100

120

140
0,5mM KIC
0,75mM KIC
1,0mM KIC

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

** **** * *** **

E

%
 o

f c
on

tr
ol

•• • **

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160
0,5mM KIC
0,75mM KIC
1,0mM KIC

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

** ***
* * *

**

F
*

%
 o

f c
on

tr
ol **

*



Figure 3.  Effect of KIC and glutamate on the phosphorylation of neurofilament 

subunits, vimentin and glial fibrillary acidic protein of the cerebral cortex of (A) 9-, (B) 

12-, (C) 15-, (D) 17-, (E) 21- and (F) 60-day-old rats. Slices of cerebral cortex were 

incubated with  1.0 mM KIC  or 1.0 mM glutamate  in the presence of  32P-

orthophosphate.  In some experiments slices were incubated with KIC plus glutamate. 

The cytoskeletal fraction was extracted and the radioactivity incorporated into middle 

molecular neurofilament subunit (NF-M), low molecular neurofilament subunit (NF-L), 

vimentin (vim) and glial fibrillary acidic protein (GFAP) was measured as described in 

Material and Methods. Data are reported as means ±SEM  of 8-10 animals in each 

group expressed as percentage of controls. Statistically significant differences from 

controls, as determined by one-way ANOVA followed by Tukey-Kramer multiple 

variation test, are indicated: *P<0.001, **P< 0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



0

20

40

60

80

100
1,0mM KIC
1,0mM Glu
1,0mM KIC+ 1,0mM Glu

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

*
*

* ** ***

A
** * *

%
 o

f c
on

tr
ol

0

20

40

60

80

100
1,0mM KIC
1,0mM Glu
1,0mM KIC+ 1,0mM Glu

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

* *
*

** ** *

B
*

%
 o

f c
on

tr
ol

* * *

0

20

40

60

80

100

120
1,0mM KIC
1,0mM Glu
1,0mM KIC+1,0mM Glu

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

C

%
 o

f c
on

tr
ol

 



0

20

40

60

80

100

120

140
1,0mM KIC
1,0mM Glu
1,0mM KIC+ 1,0mM Glu

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

* *
*

** *
*

*

D
* * * *

%
 o

f c
on

tr
ol

0

20

40

60

80

100

120

140
1,0mM KIC
1,0mM Glu
1,0mM KIC +1,0mM Glu

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

** **** * *** * *

E
** ****

%
 o

f c
on

tr
ol

0

20

40

60

80

100

120

140

160
1,0mM KIC
1,0mM Glu
1,0mM KIC +1,0mM Glu

NF-M         NF-L        VIM         GFAP

*
* * ***

F
*

*

%
 o

f c
on

tr
ol

 



Figure 4. Influence of ionotropic or metabotropic glutamatergic agonists on the effects 

elicited by KIC on the in vitro phosphorylation of neurofilament subunits, vimentin and 

glial fibrillary acidic protein. Slices of cerebral cortex of 9- (A and B) or 21- (C and D) 

day-old rats were incubated with either 1 mM KIC, one of the ionotropic agonists 100 

µM NMDA, 100 µM AMPA or 100 µM kainate (A and C), or the metabotropic agonists 

100 µM (1S,3R) ACPD  or 100 µM L-AP4 (B and D), or with KIC plus one of the 

specific glutamatergic agonists in the presence of 32P-orthophosphate. The cytoskeletal 

fraction was extracted and the radioactivity incorporated into middle molecular weight 

neurofilament subunit (NF-M), low molecular weight neurofilament subunit (NF-L), 

vimentin (vim) and glial fibrillary acidic protein (GFAP)  was measured as described in 

Material and Methods. Data are reported as means ± SEM of 6-8 animals in each group, 

expressed as percentage of controls. Statistically significant differences from controls, 

as determined by one-way ANOVA followed by Tukey-Kramer multiple variation test, 

are indicated:  *P<0.001, **P<0.01  
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Figure 5.  Influence  of the NMDA antagonist DL-AP5 and the AMPA and kainate 

antagonist CNQX on the effects elicited by KIC on the in vitro phosphorylation of 

neurofilament subunits, vimentin and glial fibrillary acidic protein . Slices of cerebral 

cortex of 9- (A) and 21- (B) day-old rats were first preincubated with 100 µM DL-AP5 

or 50 µM CNQX,  the  medium was changed and slices were incubated again with 

either KIC, one of the antagonists and KIC plus the antagonists  in the presence of  32P-

orthophosphate. The cytoskeletal fraction was obtained and the radioactivity 

incorporated into NF-M, NF-L, vimentin and GFAP was measured as described in 

Material and Methods. Data are reported as means ± SEM  of 6-8 animals in each 

group, expressed as percentage of controls. Statistically significant differences from 

controls, as determined by the one-way ANOVA followed by Tukey-Kramer multiple 

variation test, are indicated: *P<0.001. 
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7- DISCUSSÃO 

 
 Existem várias evidências na literatura de que a fosforilação das 

proteínas do citoesqueleto modula as interações entre os seus próprios 

componentes, tais como microfilamentos, microtúbulos e filamentos 

intermediários (Pedrotti & Islam, 1996). Desta forma, tem sido 

demonstrado que a fosforilação dependente de AMPc dos neurofilamentos 

NF-L e NF-M inibe sua polimerização  in vitro (Streifel et al, 1996). Sabe-

se também que o nível de fosforilação dos substratos protéicos é regulado 

por hidrólise mediada por calpaína (Litersky & Johnson, 1995).  

Além disso, estudos recentes demonstram que há uma relação entre 

fosforilação dos neurofilamentos e calibre axonal (Martin et al, 1998) e que 

existem alterações de fosforilação de proteínas  na Doença de Alzheimer 

(Iqbal et al, 1994) e também quando estas são expostas a várias 

neurotoxinas, como fosfato de tri-o-cresil, disulfato de carbono e 

glicidamida (Jensen et al, 1992; Reagan et al, 1995, Wilmarth et al, 1983). 

Ainda, substâncias como o alumínio (Jonhson & Jope, 1988), β, β-

iminodipropilnitrila (IDPN) e 2,5-hexanediona (Carden et al, 1986; Carden 

et al, 1987) induzem o acúmulo de neurofilamentos e aumentam o seu 

estado de fosforilação, o que pode estar relacionado com a capacidade de 

polimerização ou com a diminuição de proteólise que ocorre quando os 

neurofilamentos encontram-se altamente fosforilados (Pant, 1988).  

Além da sensibilidade a agentes neurotóxicos  e o envolvimento com  

doenças neurodegenerativas, as proteínas do citoesqueleto podem ser 

afetadas pela restrição protéica imposta durante o período  de rápido 

crescimento cerebral.  Modelos experimentais de desnutrição protéica em 

animais foram desenvolvidos para estudar seu efeito sobre a expressão e 

regulação das proteínas do citoesqueleto. A desnutrição protéica imposta 



durante o período crítico de desenvolvimento aumenta a expressão das 

subunidades dos neurofilamentos em diferentes estruturas cerebrais (De 

Mattos et al, 1993).  

Diferenças no estado de fosforilação dos neurofilamentos podem 

estar relacionadas à mudança de estrutura e de organização observadas nos 

neurofilamentos (Gotow et al, 1992). 

Todos estes fatores indicam que a  fosforilação/desfosforilação 

aberrante das proteínas do citoesqueleto têm sérias conseqüências na 

função  e  estrutura celular e podem ser um dos mecanismos que causam 

dano neural nas doenças neurodegenerativas. 

 No presente trabalho nós demonstramos que o CIC afeta a 

incorporação in vitro de 32P nas proteínas de filamento intermediário      

NF-M, NF-L, vimentina e GFAP de córtex cerebral de ratos de maneira 

dependente do desenvolvimento. A fosforilação in vitro das proteínas de 

citoesqueleto estudadas diminuiu até 12 dias, não foi alterada em ratos de 

15 dias e aumentou em ratos de 17, 21 e 60 dias, quando as fatias de córtex 

cerebral eram incubadas na presença de várias concentrações de CIC. As 

concentrações utilizadas neste trabalho  são similares às encontradas nos 

fluidos fisiológicos de pacientes com DXB (Chuang & Shih, 2001). Nós 

também observamos que o glutamato 1mM mimetizou os efeitos do CIC 

em fatias cerebrais nos animais jovens. Entretanto, diferentemente do 

glutamato, o CIC continuou a estimular a incorporação in vitro de  32P nas 

proteínas de córtex cerebral de animais de 60 dias. 

Por outro lado, quando  incubamos fatias de córtex cerebral de 

animais jovens (9 a 21 dias) com CIC mais glutamato, o efeito não foi 

aditivo, sugerindo que o CIC e o glutamato agem através dos mesmos 

mecanismos. Além disso, usando agonistas e antagonistas dos receptores 

glutamatérgicos, nós demonstramos que o efeito inibitório observado em 



córtex cerebral de ratos até 12 dias era mediado por receptores ionotrópicos 

dos subtipos NMDA, AMPA e cainato, enquanto que nos animais de  21 

dias o efeito estimulatório do CIC foi somente mediado pelos receptores 

ionotrópicos dos subtipos NMDA e AMPA. Entretanto, receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos não influenciaram a incorporação in vitro 

de  32P nas proteínas de filamento intermediário  NF-M, NF-L, vimentina e 

GFAP, indicando a especificidade do mecanismo de ação do CIC 

envolvendo receptores ionotrópicos. 

 Nossos resultados  estão de acordo com outros estudos que 

demonstram que a fosforilação das proteínas do citoesqueleto pode ser 

modulada por ativação de receptores glutamatérgicos de maneira 

dependente do desenvolvimento. Estudos usando agonistas específicos dos 

receptores glutamatérgicos demonstram que o glutamato ativa a 

fosforilação de GFAP em hipocampo de ratos imaturos, mas não em 

adultos, via receptores glutamatérgicos metabotrópicos do grupo II  

(Rodnight et al, 1997). 

 Nós recentemente demonstramos que dois outros metabólitos tóxicos 

-  metilmalonato e propionato - que se acumulam nas desordens 

metabólicas conhecidas como acidemias metilmalônica e propiônica, 

respectivamente, estimulam o sistema de fosforilação associado com as 

proteínas do citoesqueleto de córtex cerebral de ratos de 17 dias. Nós 

demonstramos que  somente os receptores NMDA estão  envolvidos nesses 

efeitos (De Mattos-Dutra et al, 2000). Portanto, sugere-se que a ativação de 

diferentes receptores no cérebro pode levar a diferentes respostas na 

fosforilação de proteínas.    

 A fisiopatologia dos efeitos do CIC na fosforilação in vitro de 

proteínas de filamento intermediário, através do sistema glutamatérgico, 

ainda é obscura. Entretanto, levando-se em consideração que: 1) os 



receptores glutamatérgicos (GluRs) têm papel fundamental nos processos 

de plasticidade sináptica tais como potenciação de longa duração, 

aprendizado e memória e formação da sinápse durante o desenvolvimento; 

2) a ativação excessiva dos GluRs leva à lesão e até à morte celular em 

situações patológicas agudas,  como a isquemia, o traumatismo craniano e 

o choque epiléptico (Ozawa et al, 1998) e é associada com patologias 

cerebrais de doenças neurodegenerativas crônicas (Choi, 1988; Sharp & 

Ross, 1996), e; 3) o glutamato evoca sistemas dependentes de segundos 

mensageiros que ativam proteínas quinases, sendo plausível que a 

desregulação desses receptores possa afetar a fosforilação de proteínas 

chaves, as quais são intimamente ligadas à estrutura e  função celular,  

iniciando assim a lesão cerebral.    

 Os erros inatos do metabolismo formam um grupo heterogênio de 

patologias originadas a partir de mutações (alterações do material 

genético). Determinam um defeito ou ausência na síntese de uma proteína, 

geralmente uma enzima, e , conseqüêntemente, prejuízo da função por ela 

exercida. No caso do defeito estar localizado em uma enzima, ocasiona 

bloqueio na rota metabólica de degradação de aminoácidos, carboidratos ou 

lipídios. O resultado deste bloqueio pode levar ao acúmulo de substâncias 

tóxicas ou à falta de substâncias essenciais, ocasionando distúrbios no 

desenvolvimento mental e/ou físico do indivíduo (Del Rio, 1962).  As 

doenças do metabolismo de aminoácidos têm sido muito pesquisadas em 

todo o mundo, principalmente por sua possibilidade de detecção precoce 

em recém nascidos e eventual tratamento adequado através de dietas 

específicas.    

 A DXB é uma desordem metabólica neurodegenerativa  

caracterizada pela severa perda de função do SNC e pelo acúmulo tecidual 

dos aminoácidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e valina e de seus 



correspondentes α-cetoácidos de cadeia ramificada CIC, CMV e CIV 

(Chuang & Shih, 2001). Apesar de alguns efeitos neuroquímicos dos 

metabólitos que se apresentam em altas concentrações na DXB estarem 

sendo descritos, os mecanismos da neurotoxicidade desta doença não estão 

muito bem compreendidos (Tashian, 1961; Howell & Lee, 1963; Land et 

al, 1976). Entretanto, a elevação das concentrações plasmáticas de leucina e 

de seu alfa-cetoácido CIC, os metabólitos que mais se acumulam nesta 

desordem, está relacionada com o aparecimento dos sintomas neurológicos, 

sendo estes  considerados os metabólitos mais tóxicos da DXB (Chuang & 

Shih, 2001).   

 Os cetoácidos de cadeia ramificada têm importante função no 

metabolismo cerebral. Tem sido postulado que um déficit de energia 

cerebral em pacientes com DXB, especialmente durante as crises, possa 

contribuir para o dano cerebral. Esse pressuposto baseia-se no fato de que o 

CIC e o CIV prejudicam a respiração celular em fatias de cérebro de ratos 

(Howell & Lee, 1963; Danner & Elsas, 1989). Além disso, o CIC inibe as 

atividades dos complexos enzimáticos piruvato desidrogenase e α-

cetoglutarato desidrogenase em mitocôndrias cerebrais humanas e de ratos 

(Danner & Elsas, 1989). 

 Deste modo, nossos resultados demonstram que o CIC inibe ou 

estimula a fosforilação de importantes proteínas cerebrais relacionadas com 

a estrutura e função celular de maneira regulada pelo desenvolvimento  e 

que estes efeitos são provavelmente mediados por receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos, ajudando a elucidar os mecanismos 

moleculares e regulatórios relacionados com a lesão neurológica dos  

pacientes com DXB. 

 A  explicação exata para os diferentes efeitos do CIC (e do 

glutamato) na fosforilação de proteínas do citoesqueleto em função da 



idade pós-natal não é clara e ainda deve ser estabelecida. Contudo, pode ser 

relacionada com a expressão regional e temporal distinta dos tipos e 

subtipos de receptores glutamatérgicos,  Uma relação direta entre nossos 

resultados e a expressão ontogenética dos receptores ionotrópicos descrita 

na literatura também não é sempre evidente. Sanderson & Murphy (1981) 

descreveram um aumento significativo do número total de  sítios de ligação 

para o glutamato até 20 dias de idade, em córtex cerebral de ratos , seguido 

por um aumento mais gradual nos adultos até 50 dias. Greenamyre et al 

(1990) descreveram um aumento progressivo de 500-1100% nos sítios de 

ligação de glutamato em córtex entorrinal de ratos durante o 

desenvolvimento. Portanto, ainda que a regulação desses receptores ao 

longo do desenvolvimento  seja controversa e dependa da região cerebral e 

do tipo de célula envolvida, é demonstrado que o padrão de expressão dos 

genes que codificam as subunidades  dos receptores glutamatérgicos se 

modifica durante a ontogenia cerebral (McDonald et al, 1988, Pellegrini-

Giampeitro et al, 1991; Ozawa et al, 1998; Mc Donald et al, 1988), 

podendo ser relacionada com os resultados do presente trabalho.   

 Além da importância da ontogenia no desenvolvimento dos 

receptores glutamatérgicos do sistema fosforilante associado com o 

citoesqueleto, nós não podemos excluir as variações nas atividades de 

proteínas quinases e fosfatases durante o desenvolvimento pós-natal. 

 As razões pelas quais o glutamato não mimetiza os efeitos do CIC no 

córtex cerebral dos animais adultos ainda não estão claras. Por outro lado, 

as alterações de fosforilação das proteínas do citoesqueleto estudadas, 

mediadas por receptores glutamatérgicos ionotrópicos e não por receptores 

metabotrópicos, indicam que as mesmas estão relacionadas com alterações 

nas concentrações de íons intracelulares (Ca+2 e Na+). Estas alterações  

poderiam levar á ativação de proteínas quinases e/ou fosfatases. Estudos 



estão em desenvolvimento em nosso laboratório para elucidar qual a 

atividade enzimática  envolvida neste processo.  

 É importante salientar que nossos resultados constituem uma 

abordagem inédita capaz de evidenciar alterações no citoesqueleto de 

células de córtex cerebral de ratos em resposta a diversas concentrações de 

CIC em diferentes idades. Apesar das limitações inerentes aos modelos 

experimentais, do nosso ponto de vista, estes resultados são de grande 

relevância, pois abordam importantes questões a respeito do envolvimento 

de proteínas do citoesqueleto neuronal e células gliais na fisiopatologia das 

doenças genéticas.   

 É difícil extrapolar nossos resultados para as condições humanas. 

Entretanto, considerando as evidências na literatura, mostrando que 

alterações nas proteínas do citoesqueleto podem conduzir à desorganização 

da estrutura celular, é tentador especular que a alteração de fosforilação 

destas proteínas possa ser um dos fatores associados com a 

neurodegeneração e atrofia cerebral característica dos pacientes com DXB. 

Se estes efeitos ou outras anormalidades são as principais causas das 

manifestações neurológicas desses pacientes ainda não se sabe, contudo, 

esses resultados são muito importantes para a compreensão do aspecto 

neurológico observado nos indivíduos afetados.              

 

 

 

 

 

 

 



8 – CONCLUSÕES 

 

 

1- O ácido α-cetoisocapróico inibe a incorporação in vitro de 32P nas 

subunidades NF-M, NF-L, vimentina e GFAP em fatias de córtex 

cerebral de ratos de 09 e 12 dias, não apresenta nenhum efeito nos 

animais de 15 dias e aumenta a incorporação nos ratos de 17, 21 e 60 

dias. 

 

2- O glutamato apresenta um efeito similar ao observado para o ácido α-

cetoisocapróico sobre a incorporação in vitro de 32P nas subunidades 

NF-M,  NF-L, vimentina e GFAP em fatias de córtex cerebral de ratos 

até 21 dias, sugerindo o envolvimento de receptores glutamatérgicos 

nesse processo, entretanto, nos animais de 60 dias, não apresenta efeito, 

sugerindo que na fase adulta o efeito causado pelo ácido seja mediado 

por outros tipos de mecanismos. 

 

3- O ácido α-cetoisocapróico diminui a fosforilação das proteínas 

estudadas em animais de 09 dias através de receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos dos subtipos NMDA, AMPA e cainato e aumenta a 

fosforilação em ratos de 21 dias via receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos dos subtipos NMDA e AMPA. 

 

 

 

 

 

 



9 - PERSPECTIVAS 
 

 Este trabalho abre inúmeras oportunidades de novos estudos sobre a 

fosforilação de proteínas de filamento intermediário no modelo 

experimental da Doença do Xarope do Bordo. Os principais estudos a 

serem seguidos são: 

 

9 Realizar estudos ontogenéticos dos efeitos do CMV e CIV sobre a 

incorporação in vitro de 32P em proteínas de filamento intermediário de 

córtex cerebral de ratos. 

 

9 Caracterização dos mecanismos de ação do CMV e CIV. 

 

9 Efeitos de tratamento agudo e crônico com  CIC, CIV e CMV na 

fosforilação in vitro de filamentos intermediários de fatias de córtex 

cerebral de ratos. 

 

9 Verificar a ação do CIC, CMV e CIV sobre a atividade de proteínas 

quinases e fosfatases, utilizando ativadores e inibidores específicos de 

quinases e fosfatases. 

 

9 Início de uma nova abordagem utilizando neuroprotetores para tentar 

reverter as ações causadas pelo CIC. 
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