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RESUMO

A disfuncdo neuroldgica ¢ um sintoma comum em pacientes com
Doenga do Xarope do Bordo. Entretanto, os mecanismos que levam a
neuropatologia dessa doenca sdo pouco conhecidos. Neste trabalho, nds
investigamos os efeitos do acido a-cetoisocaproico (CIC) na incorporagao
in vitro de proteinas do tipo filamento intermediario de cortex cerebral de
ratos durante o desenvolvimento. Fatias de tecido de ratos de 09, 12, 15,
17, 21 e 60 dias foram incubadas com **P-ortofosfato na presenga ou na
auséncia de CIC. A fragdo citoesquelética foi isolada e a radioatividade
incorporada nas proteinas de filamento intermediario foi medida. Nos
observamos que o CIC diminui a incorporacdo in vitro de **P nas proteinas
estudadas até 12 dias, entretanto, a fosforilacdo aumentou nas fatias de
tecido de ratos de 17, 21 e 60 dias e nenhuma alteracao ocorreu nas fatias
cerebrais dos animais de 15 dias.

No6s também testamos a influéncia do sistema glutamatérgico na
incorporagio in vitro de *°P nas proteinas estudadas, incubando fatias de
cortex cerebral na presenca de glutamato, agonistas e antagonistas
glutamatérgicos. O glutamato apresentou um efeito similar ao observado
para o CIC na fosforilacao das proteinas de filamento intermediario durante
o desenvolvimento, mas ndo afetou a incorporagdo in vitro de *°P nas
proteinas estudadas nos ratos de 60 dias, sugerindo que nos animais adultos
o CIC aumenta a incorporagdo in vitro nas proteinas estudadas por outros
mecanismos. Além disso, nds observamos que os agonistas glutamatérgicos
ionotropicos NMDA, AMPA e cainato mimetizam o efeito inibitério do
CIC, enquanto os agonistas metabotropicos 1S, 3R ACPD e L-AP4 nao

. . ~ . ~ . . 32 ’
induziram alteragdes na incorporacdo in vitro de P nas proteinas de



filamento intermediario estudadas nos animais de 09 dias. Nos ratos de 21
dias, somente os agonistas ionotrépicos NMDA e AMPA mimetizaram o
efeito estimulatorio do CIC. Também observamos que quando fatias de
cortex cerebral de ratos de 09 e 21 dias foram incubadas com 1mM CIC
seguidas de incubacdo com o DL-APS5, um antagonista especifico para
receptores NMDA, ou com CNQX, antagonista de receptores ionotropicos
AMPA e cainato, o efeito inibitério ou estimulatério do acido na
fosforilagao in vitro de ratos de 09 e 21 dias foi revertido.

Estes resultados demonstram que o CIC, nas mesmas concentragdes
encontradas no sangue de criangas afetadas por DXB, altera o sistema de
fosforilacdo associado com as proteinas do citoesqueleto, via sistema
glutamatérgico, de maneira regulada pelo desenvolvimento. Portanto, ¢
provavel que a alteracdo de fosforilacdo das proteinas de citoesqueleto
cerebral seja importante para o entendimento da patofisiologia da disfuncao
neuronal e das altera¢des estruturais observadas do SNC dos pacientes

com DXB.



INTRODUCAO

1 - CITOESQUELETO

A capacidade que as células eucarioticas tém de adotar uma
variedade de formas e de executar movimentos coordenados e direcionados
depende de uma rede complexa de filamentos de proteinas fibrosas que se
estendem por todo o citoplasma. Esta rede ¢ chamada de citoesqueleto, o
qual ¢ uma estrutura altamente dindmica 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 € o
responsavel direto por movimentos tais como: deslocamento das células
sobre um substrato, contragdo muscular e muitas alteracdes na forma em
embrides de vertebrados em desenvolvimento. O citoesqueleto também
fornece a maquinaria necessaria para movimentos intracelulares tais como:
transporte de organelas de uma regido para outra no citoplasma e a
segregacao de cromossomos na mitose (Alberts et al, 1994).

As proteinas do citoesqueleto tém papel fundamental na criagdo e
manutencao da forma celular de neuronios e glia, que apresentam uma
grande diferenca morfologica a qual define suas funcdes. Além disso, o
citoesqueleto participa da manutencao do calibre e do transporte axonal de
organelas (vesiculas sindpticas, precursores de membrana plasmatica e
mitocondrias) e do transporte de substincias envolvidas na transmissao
sinaptica (Kirkpatrick & Brady, 1999; Ackerley et al, 2000).

As mudancas citoesqueléticas sdo a chave para a transmissdao de
sinais que levam a uma resposta celular apropriada. As interagdes entre as
proteinas de membrana e as proteinas do citoesqueleto tém papéis centrais

nas respostas celulares. O citoesqueleto também estd envolvido na



organizacdo e reorganizagdo dos receptores da membrana plasmatica e ¢
essencial para os mecanismos de reconhecimento celulares (Carraway,
2000).

As diferentes atividades do citoesqueleto dependem de trés diferentes
tipos de filamentos protéicos: 1) filamentos de actina (microfilamentos), 2)
microtibulos e 3) filamentos intermedidrios (figuras 1 e 2). Cada tipo ¢
formado pela associacao ou polimerizagdo de monomeros especificos: nos
microfilamentos, por polimeros de actina globular, nos filamentos
intermediarios por associacdoes de familias de proteinas fibrosas célula-
especificas e nos microtibulos por associacdes de dimeros de tubulina o e
B (Alberts et al, 1994; Carraway, 2000).

1- Os filamentos de actina sdo polimeros helicoidais formados por
duas cadeias de actina filamentosa. Sao estruturas flexiveis, organizadas na
forma de feixes lineares, redes bidimensionais ou géis tridimensionais.
Embora os filamentos de actina estejam distribuidos por toda a célula, eles
estdo mais concentrados na regido cortical, logo abaixo da membrana
plasmatica;

2- Os microtubulos sdo filamentos ocos formados pela polimerizacao
dos dimeros a e [ tubulina, formando filamentos mais rigidos que os
filamentos de actina. S3o longos e retos tendo uma extremidade ligada ao
Unico centro organizador de microtubulos (MTOC) da célula, chamado
centrossomo. A partir desta estrutura os microtibulos emanam por toda a
célula;

3- Os filamentos intermediarios constituem uma familia de proteinas
fibrosas codificadas por diferentes genes. Apesar dos filamentos
intermediarios constituirem importantes redes citoplasmaticas, um de seus
representantes forma uma estrutura em trama chamada lamina nuclear, logo

abaixo da membrana nuclear interna. A principal funcdo dos filamentos



intermediarios, pelo menos em células de vertebrados, ¢ conferir protecao
contra o estresse mecanico Além disso, os filamentos intermediarios
também realizam fungdes especificas para cada tipo de célula, como a
contribuicao dos neurofilamentos para o calibre axonal, da vimentina para a
sintese de esfingolipidios e das citoqueratinas K8-K18 na protecao do
hepatocito contra o estresse induzido por drogas e apoptose (Alberts et al,

1994; Coulombe et al, 2000).

Filamentos de actina
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Figura 1: Representagdo esquematica dos constituintes do

citoesqueleto. Adaptado de Alberts et al, 1994.



Os aspectos dindmicos da estrutura citoesquelética sdo viabilizados
por uma variedade de proteinas acessorias, as quais permitem ao mesmo
filamento participar de diferentes funcdes em diversas regides de uma
célula (Ingber, 1993). Essa diversidade ¢ refletida na especializagcdo
funcional, na expressao especifica em cada célula e tecido e na regulagao

durante o desenvolvimento (Shelanski, 1994).
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Figura 2: Representacdo esquematica da distribui¢do 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, sao

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



uniformemente orientadas, formando um filamento de aproximadamente
8 nm de diametro (figura 3). Sao filamentos finos e flexiveis, raramente
encontram-se isolados na c¢lula, apresentando-se como agregados ou
feixes. Sao estruturas polares com duas extremidades diferentes — a
extremidade “menos”, a qual € relativamente inerte e de crescimento lento,
e a “mais”, a qual € de crescimento rapido (Alberts et al, 1994).

Em vérios tipos celulares, incluindo os neurdnios, a actina apresenta-
se em concentragdes extremamente altas em relacdo as demais proteinas
(Kim & Lisman, 1999). Os microfilamentos sdo encontrado nas células da
glia e nos neurdnios, onde estdo concentrados nos terminais sindpticos,
espinhos dendriticos, cones de crescimento e cortex celular (Kirkpatrick &
Brady, 1999). No terminal pré-sinaptico, os filamentos de actina interagem
com as vesiculas sindpticas em processos que envolvem as sinapsinas
(Greengard et al, 1993; Sudhof, 1995; Calakos & Scheller, 1996), enquanto
no terminal pos-sindptico os filamentos de actina exercem diversas agdes

na transmissao nervosa e plasticidade sinaptica (Kin & Lisman, 1999).
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Figura 3: Representacdo esquematica de um microfilamento.
Adaptada de Alberts et al, 1994.

Além das fungdes classicas de controle da forma e motilidade
celular, os filamentos de actina nas células nervosas t€ém importante papel
no crescimento de neuritos (Lin & Forscher,1995) e na liberagdo de
neurotransmissores (Marinovich et al, 1997; Small et al, 1999).

Virias proteinas que interagem com microfilamentos tém sido
descritas, tais como a proteina motora miosina. Exemplos de proteinas
associadas aos microfilamentos sdo: a filamina, que une os filamentos por
meio de ligagdes transversais formando um gel frouxo; a fimbrina e a a-
actinina que formam feixes de filamentos paralelos; a gelsolina que induz a
fragmentacdo da actina na presenca de Ca™. As espectrinas formam o
complexo de sustentacdo da membrana plasmatica, sendo importantes para
as interagdes célula-célula, além disso parecem estar relacionadas com a
modulacdo da transmissdo sinaptica por sua associacdo com as vesiculas
sinapticas (Alberts et al, 1994; Kirkpatrick & Brady, 1999). O efeito
coordenado das varias proteinas associadas a actina, gerando uma resposta
do citoesqueleto de actina a um sinal extracelular, s6 ¢ possivel gragas a
complexos mecanismos cooperativos de interacdo destas proteinas, tanto
com a actina monomérica, regulando sua capacidade de polimerizacao,
quanto com os microfilamentos, regulando a sua organizagdo

citoplasmatica e consequentemente os movimentos de superficie celular

(Alberts et al, 1994).

1.2 —MICROTUBULOS



Os microtubulos sdo polimeros longos e rigidos que se estendem ao
longo de todo o citoplasma e coordenam a localizagdo intracelular de
outros componentes citoplasmaticos. Os microtubulos sdo cilindros ocos
constituidos por subunidades de tubulina o e 3, com pesos moleculares de
56 e 54 kDa, respectivamente. As tubulinas o e 3 sdo proteinas globulares
que formam uma estrutura linear chamada protofilamento. Treze
protofilamentos se dispdem lado a lado formando um microtibulo com
aproximadamente 25 nm de didmetro (figura 4). O microtubulo ¢ uma
estrutura polar, uma vez que os protofilamentos estdo paralelamente
alinhados com a mesma polaridade (De Mattos-Dutra et al, 1997; Diaz et
al, 1998; Dowing, 2000).

As moléculas de tubulina sdo submetidas a varias modificagdes pos-
traducionais que incluem tirosinagao/detirosinacdo (Mullins et al, 1994),
acetilacao da subunidade o (Hampen & Brion, 1996) e ainda glutamilacao
¢ fosforilagao/desfosforilacao das subunidades o e . Estas modificagdes
pos-traducionais estdo relacionadas com a capacidade de polimerizacao
destas subunidades ¢ com a estabilidade dos microtubulos (Khan &

Ludueiia, 1996; MacRae, 1997).

B-tubulina
_Jo-tubulina



Figura 4: Representacdo esquematica de um microtibulo. Adaptado
de Carraway & Carraway, 2000.

As proteinas associadas aos microtubulos, ou MAPs, servem tanto
para estabilizar os microtubulos contra a desagregagdo, como para mediar
sua interagdo com outros componentes celulares. Duas principais classes de
MAPs podem ser isoladas de cérebro em associacdo com microtibulos:
proteinas de alto peso molecular que incluem MAP; e MAP, cujos pesos
moleculares variam de 200 a 300 kDa, respectivamente, ¢ as MAPs de
baixo peso molecular, conhecidas como proteinas tau, com pesos
moleculares de 55 ¢ 62 kDa. Devido as varias fungdes exercidas pelos
microtubulos dentro das células, existem muitos tipos diferentes de MAPs.
Algumas estdo amplamente distribuidas na maioria das células, enquanto
outras sdo encontradas somente em tipos celulares especificos, como por
exemplo MAP, que ¢ encontrado nos dendritos e corpo celular, enquanto
tau ¢é preferencialmente uma proteina axonal (Alberts et al, 1994; Maccioni
& Cambiazo, 1995).

Os microtubulos possuem uma variedade de fungdes em diferentes
células. Eles tém papel fundamental nos movimentos celulares, transporte
intracelular de organelas e forma¢do do fuso mitdtico durante a divisdo
celular (Schulze et al, 1987; Nogales, 2000). No cérebro, estdo envolvidos
em varias fungdes celulares, incluindo transporte axonal, sinaptogénese
(Vale et al, 1985; De Freitas et al, 1997), crescimento e elongacdo de
neuritos (Rieder et al, 1997).

1.3 - FILAMENTOS INTERMEDIARIOS



Os filamentos intermedidrios sdo polimeros de proteinas fibrosas,
com didmetro aproximado de 10 nm, tamanho intermediario entre os
filamentos de actina (u 6nm) e os microtubulos (1 23nm). Sdo filamentos
longos que possuem subtipos especificos em diferentes tecidos e grande
diversidade em sua seqiiéncia. Geralmente constituem 1% do total de
proteinas, mas em algumas células, como os queratindcitos e neurénios, sao
muito abundantes, chegando a atingir 85% do total de proteinas (Fuchs &
Cleveland, 1998). Desempenham papel estrutural na célula, mantendo sua
integridade (Alberts et al, 1994).

A maioria das proteinas que formam os filamentos intermediérios
possuem um dominio central, em forma de o-hélice, que possui 310
aminodcidos de comprimento, um dominio amino-terminal ¢ um carbdxi-
terminal que sdo bastante variaveis em tamanho e seqiiéncia de
aminoacidos (Elder et al, 1999).

Na formagdo de um filamento intermediario um monomero interage
com outro monomero idéntico para formar um dimero, no qual os dominios
centrais se alinham paralelamente enrolando-se em uma estrutura torcida.
Dois dimeros alinham-se lado a lado para formar um tetrdmero antiparalelo
com quatro cadeias polipeptidicas. Oito tetrameros enrolam-se para formar
a estrutura do filamento intermediario com 10 nm de didmetro (figura 5)
(Alberts et al, 1994).

Com base na seqiiéncia de aminodcidos, expressdo especifica para
cada tipo celular e estruturas de genes de cada subunidade, os filamentos
intermediarios podem ser classificados em seis classes: subtipo I-
queratinas acidas; subtipo II- queratinas basicas e neutras; subtipo III-
desmina, vimentina e proteina glial fibrilar 4cida (GFAP); subtipo IV-
neurofilamentos; subtipo V- laminas 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 neurdnios, neurofilamentos (Inada et al, 2000).
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Figura 5: Representacdo esquematica da formacdo de um filamento
intermediario: A) mondmero; B) dimero; C) tetramero, formado de dois
dimeros dispostos antiparalelamente; D) dois tetrameros associados; E)
filamenro intermedidrio com 10 mm de didmetro. Segundo Alberts et al,

1994.



NEUROFILAMENTOS

Os neurofilamentos, filamentos intermediarios encontrados
especificamente nos neurdnios, sao compostos por trés 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 trés subunidades possuem os mesmos 310 aminoacidos no dominio
central e diferem entre si pelo seus dominios carboxi e amino-terminal
(De Freital et al, 1997; Li et al, 1999; Ackerley, 2000).

Embora as trés subunidades polimerizem contribuindo para a
formacao do neurofilamento, a mais abundante delas ¢ a NF-L que foi
descrita como sendo a responsavel, juntamente com a extremidade amino-
terminal, pela formagao do filamento propriamente dito (Geisler & Weber,
1981), enquanto, as regides carbdxi-terminais das subunidades NF-M e
NF-H sdo responsaveis pela formacdo das projecdes laterais. Estas se
estendem perpendicularmente ao filamento central, permitindo a interagao
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 sao
coexpressas primeiramente, enquanto a subunidade NF-H comeca a ser
expressa mais tarde (Shaw & Weber, 1982; Carden et al, 1987), sugerindo
que as subunidades NF-M ¢ NF-H devam ter fun¢des especificas durante o

desenvolvimento (Elder et al, 1999).



Figura 6: Representacdo esquematica de um neurofilamento.

Adaptado de Kirkpatrick & Brady, 1999.

Os neurofilamentos determinam o calibre axonal, auxiliam na
manutencdo da morfologia neuronal e participam do transporte axonal de
metabolitos do corpo celular até a sinapse (Kirkpatrick & Brady, 1999;
Elder et al, 1999). Estudos com camundongos transgénicos 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 ndo expressam NF-L e
NF-M tém o numero de neurofilamentos e o calibre axonal
significativamente diminuidos (Zhu et al, 1997; Elder et al, 1998). Nos
animais que nao expressam NF-H foram observadas modestas redugdes no
calibre axonal, mas os efeitos da deplecio de NF-H foram em parte
compensados pelo aumento dos niveis de NF-M e do numero de
microtabulos (Zhu et al, 1998).

Os neurofilamentos sdo sintetizados no corpo celular e transportados
para o axodnio em processo denominado transporte axonal, o qual ¢
regulado por fosforilagdo (Ackerley et al, 2000; Jung et al, 2000). Os
neurofilamentos sao extremamente fosforilados in Vivo,

predominantemente nos dominios carboxi-terminais. A fosforilagdo



modifica a afinidade dos neurofilamentos de interagirem entre si € com
outros componentes do citoesqueleto (Li et al, 1999).

O acimulo de neurofilamentos ¢ descrito em varias doencas
neurodegenarativas, tais como: esclerose amiotrofica lateral, doenga de
Parkinson e doenca de Alzheimer. Ainda nao esta claro como esse
acimulo de neurofilamentos contribui para o processo neurodegenerativo
nessas doengas, mas sugere-se que o transporte de neurofilamentos esteja

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

PROTEINA GLIAL FIBRILAR ACIDA ( GFAP)

A GFAP ¢ uma proteina estrutural sintetizada nos astrocitos 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 trés regides distintas. A regido amino-terminal ¢
composta de 35 residuos de aminoacidos e possui um estrutura em
conformag¢do 3 que contém oito residuos de arginina, caracterizando esta
regido como bdsica. A regido carboxi-terminal contém cerca de 50 residuos
de aminoacidos, possuindo uma estrutura globular que pode estar
envolvida em interagdes da GFAP com outras proteinas (Inagaki et al,
1990; Feintein et al, 1992).

Os astrocitos, entre outras funcoes, fornecem suporte estrutural para
as células ao seu redor, regulam os niveis de neurotransmissores no fluido
extracelular e secretam fatores de crescimento (Hansson & Ronnbick,
1995). A GFAP ¢ considerada um marcador citoplasmatico de astrocitos,

sendo a sua expressao um dos principais eventos na diferenciacdo destas



células. Os astrocitos imaturos expressam vimentina e quando se tornam
maduros passam a expressar GFAP (McCall et al, 1996).

A GFAP exerce importante papel no processo de cicatrizacdo
nervosa, conhecida como gliose reativa. Também ¢é importante para as
interagdes astrocito-neurénio (McCall et al, 1996; Eliasson et al, 1999), as
quais apresentam um sofisticado sistema de comunicacdo reciproca que
pode regular a liberagdao de neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e

a transmissao sindptica (Carmignoto, 2000).

VIMENTINA

A vimentina ¢ uma subunidade de filamento intermediario de 54
kDa, sendo a proteina estrutural mais amplamente distribuida entre as
células dos filamentos intermediarios, ocorrendo em muitas células de
origem mesenquimal, incluindo fibroblastos, células endoteliais e globulos
brancos, além disso, muitas células expressam vimentina de forma
transitoria durante o desenvolvimento (Albetrs et al, 1994). A vimentina
também ¢ encontrada em astrécitos imaturos, em alguns astrocitos
maduros, como a glia de Bergmann no cerebelo e em subpopulacdes de
astrocitos do corpo caloso (Alberts et al, 1994; Galou et al, 1996).

A vimentina tem papel importante nas funcdes de deformabilidade,
migracdo e contractilidade dos fibroblastos. Células deficientes em
vimentina s30 menos contracteis € com menos motilidade (Ecker et al,
1998; Wang & Stamenovic, 2000). A vimentina, assim como a GFAP, ¢
necessaria no processo de cicatrizacdo da glia apos traumas no SNC

(Eliasson et al, 1999).



2- FOSFORILACAO DE PROTEINAS

A fosforilagao de proteinas ¢ de fundamental importancia na regulagdo

biologica. Fungdes celulares sdo reguladas através de reacdes de

fosforilacdo e desfosforilacio de substratos protéicos enddgenos (Cohen,

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

tals como:

impulsos nervosos, neurotransmissores, hormodnios, fatores

troficos e drogas induzem a formagdo de segundos mensageiros (AMPc,

GMPc, Ca™, fosfolipideos) que irdo modular a atividade das enzimas

envolvidas na fosforilagdo de proteinas (figura 7) (Walaas & Greengard,

1991; Rodnight & Wofchuk, 1992).
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Figura 7: Representagdo esquematica do sistema de fosforilacdo de
proteinas e alguns de seus agentes regulatérios. Adaptado de Nestler &
Greengard, 1994.

A fosforilagdo protéica ¢ um mecanismo reversivel de regulacdo
intracelular. A dindmica da reacao de fosforilagao/desfosforilagcdo se deve a
participacao de sistemas fosforilantes intracelulares que consistem de uma
proteina quinase, um substrato protéico - também chamado de
fosfoproteina - e de uma proteina fosfatase. As proteinas quinases sao
fosforiltransferases que catalisam a transferéncia do fosfato y do ATP para
o grupo hidroxila dos residuos de serina, treonina ou tirosina de um
substrato protéico em uma reagio que requer Mg como cofator. As
fosfatases sdo fosfoesterases que catalisam a hidrolise do grupo fosfato
ligado ao substrato protéico, permitindo a reversibilidade do processo

(figura 8) (Nestler & Greengard, 1999).
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Figura 8: Representacdo esquemadtica de um sistema fosforilante.

Adaptado de Alberts et al, 1994.

A fosforilagdo de uma proteina altera sua carga, pois os grupos fosfato
sendo carregados negativamente, determinam uma mudanca na sua
conformacdo e consequentemente na sua atividade funcional. A relagao
entre a concentragdo intracelular e a atividade de quinases e fosfatases
determina o estado de fosforilacio do substrato (Walaas & Greengard,

1991; Nestler e Greengard, 1999).

2.1 —FOSFORILACAO DE PROTEINAS NO SNC

A fosforilagdao de proteinas no SNC esta associada a regulacao de
varios processos que envolvem a plasticidade de células neuronais
(Sculman, 1995; Bhat, 1995), como, por exemplo, o inicio da potenciagao
de longa duracao (LTP) e da depressao de longa duracao (LTD) (Adams et
al, 2000), além de eventos de aprendizado ¢ memoria (Izquierdo &
Medina, 1997; Viola et al, 2000).

O processo de fosforilagdo e desfosforilagdo protéica no SNC ¢
responsavel por inumeras sinalizagdes celulares, como, por exemplo,
controle da expressdo génica, sintese protéica, controle do ciclo celular e
regulagdo de vdarias etapas do metabolismo intermedidrio. A alta
concentragdio  dos  componentes  dos  sistemas  fosforilantes
(fosfoproteinas, quinases e fosfatases) no cérebro, em relacdo a outros

tecidos, comprova a importancia desse mecanismo na integracdo do



funcionamento do SNC. Praticamente todas as classes de proteinas
neuronais sdo reguladas por fosforilacao, tais como: enzimas envolvidas na
biossintese de neurotransmissores, proteinas que regulam os niveis
intracelulares de segundos mensageiros, quinases autofosforilaveis,
inibidores de fosfatases, proteinas envolvidas na regulagdo da transcrigdo e
traducdo, proteinas associadas a vesiculas sindpticas, receptores de
neurotransmissores, canais de ions e proteinas do citoesqueleto (Sim, 1991;
Rodnight & Wofchuk, 1992).

As proteinas quinases sdo classificadas conforme os residuos de
aminoacidos que fosforilam em serina/treonina ou tirosina quinases. A
fosforilacio das proteinas nos residuos de serina ocorre em
aproximadamente 95% do total de fosfoproteinas, enquanto que apenas 3 a
4% ocorre nos residuos de treonina e menos de 1% nos residuos tirosina. O
mecanismo de ativacdo mais comum as serina/treonina quinases € mediado
por segundos mensageiros, tais como: AMPc, GMPc, Ca™, fosfolipidios e
acido araquidonico. As tirosina quinases sao freqiientemente associadas a
receptores de superficie e ativadas diretamente por ligacdo ao primeiro
mensageiro. Além desses mecanismos, sabe-se que a maioria das tirosina
quinases apresentam sitios autofosforilaveis que atuam na regulacao de sua
atividade (Nestler & Greengard, 1999; Lau & Hugani, 1999).

As principais serina/treonina quinases dependentes de segundos
mensageiros sao: proteinas quinases dependentes de AMPc (PKA),
proteinas quinases dependentes de GMPc (PKG), proteinas quinases
dependentes de calcio e calmodulina (PKCaM) e proteinas quinases
dependentes de calcio e fosfolipidios (PKC) (Walaas & Greengard, 1991) .

O SNC apresenta uma série de serina/treonina quinases que
aparentemente ndo sdo reguladas diretamente por segundos mensageiros.

Os mecanismos de a¢do e as fungdes destas quinases ainda nao estdo bem



estabelecidos. Alguns exemplos desta classe de quinases sdo: caseina
quinases (CK) ativadas por fatores mitogénicos, que promovem a
fosforilagdo da DARP-32 (Giralt et al, 1989), MAPI1 e tubulinas (Serrano et
al, 1989), estando relacionadas com inumeros processos de sinalizagdo
celular e proteinas quinases dependentes de ciclinas (CDKs), que
desempenham fungdes ligadas a regulagdo do ciclo celular (Matsuoka et al,
1992).

As tirosina quinases sdo responsaveis pela fosforilagdo de uma
pequena parcela de proteinas cerebrais, mas apesar disto, tém um papel
regulatdrio importante no SNC, pois além de participarem no crescimento e
diferenciacao celulares, estdo envolvidas na transducdo de sinais
(Greengard, 1987; Lau & Hugani, 1999).

As fosfatases, assim como as quinases, desempenham um importante
papel no processo de fosforilacdo, pois a agdao regulada das duas enzimas
assegura a dindmica do sistema fosforilante (Douglas et al, 2001).

Algumas fosfatases tém sua atividade regulada no SNC, direta ou
indiretamente, por segundos mensageiros, tais como: AMPc, GMPc e Ca".
Estes diferentes sistemas regulatorios possuem distintas distribuigdes
celulares. Além disso, certos neurotransmissores podem produzir alguns de
seus efeitos fisiologicos no cérebro regulando os inibidores de fosfatases
especificas (Walaas & Greengard, 1991).

As proteinas fosfatases podem ser classificadas em acidas, basicas e
neutras, no entanto, os dois primeiros tipos estdo presentes em pequenas
quantidades no SNC, onde aparentemente ndo 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 residuos de aminodcidos que desfosforilam

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



fosfatases sdo capazes de atuar sobre outros sitios de modo que pode
ocorrer uma certa sobreposicao de sitios desfosforilaveis em um mesmo
substrato protéico (Vinadé¢ et al, 1997).

As principais fosfatases com atividade no SNC sdo: proteina
fosfatase do tipo 1 (PP1), proteina fosfatase do tipo 2A (PP2A), proteina
fosfatase do tipo 2B (PP2B) e proteina fosfatase do tipo 2C (PP2C)
(Walaas & Greengard, 1991).

2.2- FOSFORILACAO DOS FILAMENTOS
INTERMEDIARIOS DE CELULAS DO SNC

Apesar da fosforilagdo protéica ser a modificacdo pos-traducional
mais importante na regulacdo do funcionamento do SNC, isto ndo significa
que este seja um mecanismo inespecifico, ao contrario, a alta
especificidade deste processo ¢ assegurada pela existéncia de enzimas que
fosforilam ou desfosforilam substratos especificos em resposta a estimulos
bem determinados (O’ Callagam, 1994).

A fosforilagdo das subunidades dos filamentos intermedidrios esta
relacionada com a sua capacidade de polimerizacdo e de interagdo com
outras proteinas do citoesqueleto (Kirkpatrick & Brady, 1999; Inada et al,
2000).

O estado de fosforilagdo dos neurofilamentos tem papel importante
no controle da integridade do citoesqueleto, transporte e didmetro axonal
(Strack et al, 1997). Neurofilamentos altamente fosforilados sdo
encontrados nos axonios, enquanto que os do corpo celular e dos dendritos

contém poucos grupos fosfato.



A incorporacdo de fosfato nos neurofilamentos € caracteristica 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 regides amino e carboxi-terminais das trés subunidades dos
neurofilamentos sdo sitios em potencial para fosforilacdo. Os dominios
amino-terminais sdo fosforilados por proteinas quinases dependentes de
segundos mensageiros - incluindo PKC, PKA, PKCaM -, sendo que a
fosforilacdo desse dominio estd relacionada com a capacidade de
polimerizagdo dos neurofilamentos (Nixon & Sihag, 1990; De Mattos-
Dutra et al ,2000; Branco et al, 2000). No entanto, os dominios carboxi-
terminais sdo substratos para quinases independentes de segundos
mensageiros, sendo que nas subunidades NF-M e NF-H este dominio ¢
considerado sitio de interagdo entre neurofilamentos, microtibulos e outras
organelas (Nixon & Sihag, 1991; Jung et al, 2000). As fosfatases PP1 e
PP2A parecem ser as principais envolvidas na defosforilacdo destas
proteinas (Vinadé & Rodnight, 1996; Strack et al, 1997).

E descrito que os neurofilamentos sdo os maiores constituintes dos
axonios mielinizados, sendo a fosforilacdo destes filamentos o maior
determinante na regulacdo do calibre axonal (Hirokawa & Takeda, 1998;
Martin et al, 1998), e consequentemente o principal determinante da
velocidade de conducdo dos impulsos nervosos ao longo do axonio
(Hirokawa & Takeda, 1998).

Nos neurofilamentos a fosforilacdo das regides amino e carboxi-
terminais das trés subunidades (NF-H; NF-M; NF-L) ocorre em sitios de

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



As projecOes laterais das extremidades carboxi-terminais das
subunidades NF-M e NF-H quando estdo fosforiladas se estendem
perpendicularmente ao filamento central, sendo responsaveis pela
manutencdo da distancia entre os filamentos. Essas proje¢des ndo sao
encontradas em outras proteinas de filamento intermediario como a
desmina, a GFAP ou a vimentina (Elder et al, 1998).

Durante as primeiras etapas do desenvolvimento poésnatal, as
projecoes laterais das subunidades NF-M e NF-H tornam-se extremamente
fosforiladas em regides que contém a seqiiéncia de aminoacidos lisina-
serina-prolina (KSP) (Clark & Lee, 1991). Na subunidade NF-H as regides
KSP podem ser divididas em duas categorias KSPXX e KSPXK, onde o
ultimo X ¢ qualquer aminoacido exceto a lisina. Acredita-se que essas duas
regioes sao reguladas por diferentes proteinas quinases, tais como: PKC e
CDK (Sanchez et al, 2000).

A fosforilagdo do dominio carboxi-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 distdncia entre os filamentos
(Nixon et al, 1994). No entanto, o transporte axonal diminui quando as
subunidades NF-M e NF-H estdo extremamente fosforiladas (Archer et al,
1994), e quando estas subunidades estdo no mais alto nivel de fosforilagao
os neurofilamentos podem parar de mover-se por longos periodos (Lewis &
Nixon, 1988).

A fosforilagdo da regido amino-terminal das subunidades NF-L e
NF-M ocorre imediatamente apds a sua sintese € a remog¢do dos
grupamentos fosfato inicia-se apdés 6 a 12 horas. Essa regulagdo impede
que as subunidades polimerizem imediatamente apos a sintese, permitindo
um periodo adequado para a associagdo entre as mesmas. A fosforilacdao da

regido carboxi-terminal das subunidades NF-L e NF-M ocorre alguns dias



apos a sintese e a desfosforilagdo ocorre lentamente. A subunidade NF-H
também sofre uma extensa fosforilagao logo apos a sua sintese, regulando
sua incorporacdo nos neurofilamentos. A despolimerizacdo regional ou
troca de subunidades ¢ regulada por ciclos de fosforilagao e desfosforilagao
para atingir uma configuracdo apropriada (Nixon & Sihag, 1991, Shea,
1994).

Estudos in vitro com GFAP de porco mostraram a presenca de seis
sitios fosforilaveis, cinco deles na por¢cao N-terminal (Thr 7, Ser 8, Ser 13,
Ser 17 e Ser 34) e um na por¢ao C-terminal (Ser 389). Estes sitios
mostraram-se fosforilaveis pels quinases PKA, PKCaM II e PKC (Inagaki
et al, 1994). Os sitios fosforilaveis de GFAP de ratos ainda nao foram
identificados, mas a grande homologia entre os dominios N-terminais de
ambas as espécies ¢ suficiente para assumir que possivelmente estes sitios
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
calcio (Inada et al , 2000).



3 - DOENCA DO XAROPE DO BORDO (DXB)

A Doenga do Xarope do Bordo (DXB) ou cetoaciduria de cadeia
ramificada ¢ causada pela deficiéncia da atividade do complexo o-
cetodcido desidrogenase de cadeia ramificada. O bloqueio desse complexo
resulta no acimulo dos aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) leucina,
isoleucina e valina e de seus correspondentes a-cetoacidos de cadeia
ramificada (CACR) é&cido a-cetoisocaproico (CIC), acido a-ceto-B-
metilvalérico (CMV) e acido  a-cetoisovalérico (CIV) nos tecidos de
pacientes afetados (Chuang & Shih, 1995).

A DXB ¢ um disturbio metabolico hereditario de transmissdo
autossomica recessiva. A freqiiéncia desta doenca ¢ de aproximadamente
1:185.000 nascimentos (Chuang & Shih, 1995).

Os AACR sdao transportados para o interior da célula
fundamentalmente através do sistema L de transporte Na -independente na
membrana plasmatica, onde sofrem trés reacdes iniciais em comum:
transaminagdo, descarboxilacdo oxidativa e desidrogenacdo (figura 9)
(Oxender, 1963; Prentki, 1965).

A transaminacdo dos AACR, catalisada pelas aminotransferases dos
AACR, que sdo tanto citosolicas quanto mitocondriais, produz os seus
respectivos a-cetoaacidos. Quando ocorre no citosol, os a-cetoacidos sao
transportados para o interior da mitocondria pelo transportador dos a-
cetodcidos. A descarboxilagdo oxidativa dos CACR, catalisada pelo
complexo a-cetoacido desidrogenase mitocondrial, gera isovaleril CoA, a-
metilbutiril CoA, e isobutirill CoA.dos a-cetoacidos CIC, CMV e CIV,
respectivamente. Estas acetil CoA de cadeia ramificada sofrem

desidrogenagdo pelas desidrogenases acil CoA especificas que seguem



diferentes vias de degradacao. Os produtos finais do catabolismo da leucina
sdo acetil CoA e acetoacetato (cetogénicos), a valina produz succinil CoA
(glicogénico), enquanto a isoleucina, acetili CoA e succinil CoA
(cetogénico e glicogénico, respectivamente) (Ichiara, 1984; Hutson, 1985;
Ikeda, 1988; Chuang & Shih, 1995).

Uma caracteristica dos pacientes com DXB ¢ o odor de aclcar
queimado na urina, atribuido aos AACR e CACR encontrados em alta
quantidade. Em geral, os pacientes apresentam manifestagdes neuroldgicas
severas, tais como: letargia, apnéia, hipotonia ou hipertonia, convulsoes,
coma, retardo mental, acidose metabdlica, 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 disfun¢do neurologica da DXB ser pouco
compreendida, ha grandes evidéncias associando leucina e CIC como
sendo os principais agentes neurotoxicos da doenca. Concentracdes
aumentadas de leucina no plasma estdo associadas com o aparecimento dos
sintomas neurologicos, enquanto concentragdes elevadas de isoleucina
levam a intensificacdo do odor de agucar queimado na urina desses
pacientes (Chuang & Shih, 1995; Wajner et al, 2000).

As concentragdes plasmaticas dos CACR descritos na DXB nao
tratada variam de 0.6 a 4.6 mM para o CIC, 0.2 a 1.5 mM para CMV ¢
0.02 a 0.35 mM para CIV (Tanaka et al, 1983). A concentragao desses
metabolitos nas células neuronais ¢ desconhecida, mas tem sido postulado
que durante as crises de descompensacao metabodlica eles devam atingir

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

Shih, 1995).
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Figura 9 : Representacdo esquematica da via catabolica dos AACR.
As enzimas que catalisam as reagdes sdao indicadas por numeros. (1)
transaminacao por aminotransferases, (2) descarboxilacdo oxidativa por um
complexo o-cetodesidrogenase, (3) desidrogenagdo pela isovaleril-CoA

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

Adaptado de Scriver et al, 1995.



Os pacientes com DXB podem ser classificados em cinco fendtipos,
dependendo da apresentacdo clinica, da tolerancia a 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 Classica

Representa a forma mais severa e comum da doenca. Os niveis dos
AACR, particularmente leucina, estdo muito aumentados no sangue,
liquido cefaloraquidiano e urina. Na DXB cléssica 50% ou mais dos AACR
sdo derivados da leucina. Os recém nascidos afetados parecem normais no
nascimento, os sintomas come¢am a se desenvolver entre os 4-7 dias apds
o nascimento. Letargia e perda de apetite sdo os primeiros sintomas,
seguidos por perda de peso e alteracao progressiva dos sinais neurologicos.
Cetoacidose e odor de agucar queimado sdo observados. A maioria dos
pacientes morre nos primeiros meses de vida devido as crises metabolicas e
deterioracdo neuroldgica (Pienemann & Danner, 1994; Chuang & Shih,
1995).

2) Forma Intermediéria

Os pacientes com a forma intermedidria da doenga apresentam
elevacdo persistente dos AACR, porém em niveis mais baixos que os da
forma cléssica. Geralmente ndo possuem sintomatologia aguda no periodo
neonatal. A atividade residual da enzima ¢ geralmente maior que a da
forma classica, em torno de 3 a 30% do normal (Chuang & Shih, 1995).

3) Forma Intermitente

Os pacientes com a forma intermitente da doenga apresentam
desenvolvimento normal com crescimento ¢ desenvolvimento cognitivos
normais. Apresentam risco de descompensagdao metabodlica aguda durante
situacOes de estresse. Quando assintomaticos, os dados laboratoriais desse

pacientes sdo normais, incluindo os niveis plasmaticos dos AACR. A



atividade do complexo enzimatico 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 infec¢des (Chuang & Shih,
1995).

4) Forma Tiamina-Responsivel

Geralmente, estes pacientes ndo apresentam doenga neonatal aguda.
O disturbio ¢ detectado devido a um atraso no desenvolvimento
psicomotor. A atividade da enzima estd em torno de 30 a 40% do normal.
A concentragdo plasmatica dos AACR ¢ cerca de 5 vezes maior que o
normal, essa concentragao pode retornar aos niveis normais com doses de
10 a 1000 mg/dia de tiamina e com dieta restrita em proteinas (Chuang &
Shih, 1995).

5) Forma Di-hidrolipoil Desidrogenase (E;)-Deficiente

A deficiéncia de E; ¢ um disturbio raro. O fendtipo clinico € similar
ao da forma intermedidria, mas ¢ acompanhada de acidose latica severa. Os
niveis de lactato, piruvato, a-cetoglutarato, o-hidroxiisovalerato e o-
hidroxiglutarato estdo aumentados. Os niveis dos AACR estdo leve ou
moderadamente aumentados no plasma se comparados com o0s pacientes
com a forma classica. Esses pacientes t€m uma deficiéncia combinada das
desidrogenases do piruvato, a-cetoglutarato ¢ AACR. Na presenga de
acidose lactica persistente ocorre deterioragdo neuroldgica progressiva,
incluindo hipotonia (Chuang & Shih, 1995).

O diagnostico da DXB ¢ feito através da anélise de aminoacidos e/ou
acidos organicos no sangue. A triagem desta doenga deve ser feita através
de métodos qualitativos de andlise de amino4cidos por cromatografia em
papel ou em camada delgada. O diagnostico definitivo ¢ feito pela
quantificacdo dos aminodcidos no plasma e wurina por HPLC ou

autoanalisador de aminodacidos (cromatografia liquida de troca idnica)



(Nyhan, 1984). Além dos AACR e seus respectivos cetoacidos, a urina dos
pacientes portadores desta doenga possui consideraveis quantidades de
acido latico, acido acetoacético e acido 3-hidroxibutirico, principalmente
durante os episddios agudos, nos quais a cetoacidose estd presente. Estes
achados sdo importantes, uma vez que os CACR sao inibidores da piruvato
e da a-cetoglutarato desidrogenase (Johnson, 1972).

Para evitar danos neuroldgicos irreversiveis, o tratamento deve ser
iniciado o mais precocemente possivel e no periodo neonatal. O tratamento
baseia-se, principalmente, na restricdo dos AACR, evitando o acumulo dos
metabolitos toxicos para o organismo. A terapia consiste no tratamento
dietético continuo e na intervengdo vigorosa durante os episodios de
descompensagdo metabodlica aguda (Chuang & Shih, 1995). Os pacientes
recebem uma dieta pobre nos AACR, mas que supra as necessidades
minimas para manter o crescimento e desenvolvimento normais. A terapia
com tiamina (50 a 300 mg/dia) deve ser usada por trés semanas para se
detectar pacientes com DXB tiamina-responsiveis (Elsas et al, 1981).
Transplante de figado também pode ser utilizado para os casos mais graves
(Chuang & Shih, 1995).

Durante a descompensacdo metabolica, fase aguda da doenca
desencadeada por infeccoes, cirurgias ou outra forma de estresse, ocorre
deterioracao cerebral. Desta forma, durante este periodo, o tratamento deve
ser mais agressivo, pois os niveis dos aminodcidos e seus cetodcidos
elevam-se muito rapidamente. A remocao dos metabdlitos toxicos deve ser
rapida, devendo haver suporte nutricional para evitar o estado catabolico ¢
promover o anabolismo (Chuang & Shih, 1995).

Estudos vém sendo realizados em modelos animais para a aplicacao

da terapia génica em seres humanos para o tratamento destes pacientes

(Chuang & Shih, 1995).



AlteragOes estruturais sdo detectadas freqiientemente no SNC de
pacientes afetados por DXB, caracterizando atrofia cerebral por
comprometimento da mielinizagdo (Danner & Elsas, 1989).

Embora as principais manifestagdes da DXB sejam neuroldgicas, os
mecanismos neurotéxicos dos AACR e dos CACR permanecem
praticamente obscuros. Acredita-se que a severidade destas manifestagcdes
dependam do grau e da duracdo da exposi¢ao cerebral aos metabdlitos, bem
como do periodo do desenvolvimento do SNC em que isto ocorre (Chuang
& Shih, 1995). Alguns estudos citam a deficiéncia de producao de energia,
bem como a redu¢do de neurotransmissores, devido as elevadas
concentragdes de metabolitos acumulados na doenga (Tashian, 1961;
Yuwiller et al, 1965; Land et al, 1976; Huang et al, 1996; Zielke et al,
1996; McKenna et al, 1998).



4 - TRANSMISSAO GLUTAMATERGICA

O glutamato ¢ considerado o principal neurotransmissor excitatorio
do SNC de mamiferos, onde media varios processos vitais, tais como:
desenvolvimento das células nervosas, incluindo proliferagdo e migracao
(Mc Donald & Johnson, 1990), modulagdo de mecanismos de aprendizado
¢ memoria (Izquierdo & medina, 1997) e envelhecimento (Sergovia et al,
2001). Os receptores glutamatérgicos (GluRs) tém papel fundamental na
plasticidade e no desenvolvimento neural, bem como nos processos de
neurodegeneracao e transmissao sindptica. A ativacao excessiva dos GluRs
durante episoddios de estresse cerebral tais como: isquemia, traumatismo
craniano e surtos epilépticos levam a morte de neurdnios
(neurotoxicidade). Os GluRs estdo envolvidos intimamente na fisiologia e
na patologia das func¢des cerebrais (Nakanishi et al, 1998; Ozawa et al,
1998).

Os GluRs estdo amplamente distribuidos no SNC tanto de jovens
quanto de adultos, no entanto, a expressao de subtipos de receptores
glutamatérgicos apresenta uma variagdo regional e desenvolvimental
especificas, indicando que diferentes subtipos podem exercer fungoes
variadas quanto a ontogenia e ao sinal modulatério produzido no SNC
(Vencil et al, 1992; Schoepp, 1994).

Existem duas classes distintas de GluRs, os ionotropicos (iGluRs) e
os metabotropicos (mGluRs). Os iGluRs sdo canais i6nicos de membrana
(Michaelis, 1998; Schoepp, et al, 1995). Os mGluRs sdo acoplados a vias
de transducdo de sinal, envolvendo proteinas G e regulam a producdo de

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



4.1 - RECEPTORES GLUTAMATERGICOS IONOTROPICOS

Os 1Glurs sdo classificados em NMDA (N-metil-D-aspartato) e nao
NMDA, que compreendem os receptores AMPA (acido o-amino-3-
hidréxi-5-metil-isoxazolenopropionato) e cainato (Nansen et al, 2000).
Estruturalmente, o receptor glutamatérgico ionotropico (figura 10)
apresenta suas regides amino e carboxiterminais voltadas para o meio
extracelular. Os segmentos transmembrana sdo posicionados de modo a

formar o poro do canal i6nico (Nakanishi, 1992).

Figura 10: Representacdo esquematica de um receptor glutamatérgico
ionotropico. Os segmentos transmembrana se posicionam formando o poro

do canal 16nico. Adaptado de Nakanishi et al, 1998.

Em uma unica sinapse no SNC, geralmente, encontram-se os trés

tipos coexistindo e envolvidos na ampliagcdo do sinal glutamatérgico

(Ozawa et al, 1998).



Os receptores AMPA e cainato mediam a transmissdo excitatdria
rapida, respostas sindpticas voltagem independentes e sdo permeaveis aos
ions s6dio e potassio. No entanto, os receptores NMDA mediam influxos
de calcio, respostas sindpticas voltagem dependentes, propriedade
relacionada com o bloqueio transitério e efetivo do canal pelo ion
magnésio. Estes receptores sdo permedveis aos ions sodio, potassio e
calcio, sendo a alta condutancia de célcio responsavel pela possivel
neurotoxicidade causada pela superativacao dos receptores glutamatérgicos
(Sans et al, 2000; Constantible, 2000).

Os receptores AMPA s3ao subdivididos em GluR1-GluR4 e os
cainato em GIuR5-GluR7 e Kal e Ka2. Os receptores NMDA sao
formados por trés familias de genes NR1, NR2 e NR3. A subunidade NR1
¢ formada por um uUnico gene e da origem a oito isoformas com
propriedades distintas, ¢ esencial para a funcionalidade do receptor NMDA.
As subunidade NR2 e NR3 sdo coexpressas com a NR1, parecem exercer
papel modulador e ter distribuicdo regional especifica no cérebro
conferindo propriedades farmacoldgicas distintas as do receptor final (Sun
et al, 1998; Ritter et al, 2001).

Estudos recentes demonstram o envolvimento dos receptores
glutamatérgicos, particularmente os receptores ionotropicos, em diversos
aspectos do desenvolvimento cerebral. Os receptores ionotropicos sao
importantes nos mecanismos de corticogénese, plasticidade sindptica,
sinaptogénese, migracao e sobrevivéncia neuronal (Ritter et al, 2001).

A expressao dos genes dos receptores glutamatérgicos se modifica
durante a ontogenia cerebral. Os receptores NMDA sdo os primeiros a
serem detectados no cérebro em desenvolvimento e subunidades distintas

do receptor NMDA podem estar expressas em tipos especificos de neronios



em diferenciacdo. Os receptores AMPA se formam apos os NMDA e
demostram um aumento em sua expressao com a idade (Sans et al, 2000).
Hé4 evidéncias de que os receptores glutamatérgicos do subtipo
NMDA expressam plasticidade sindptica dependente do desenvolvimento
cerebral e de que esta caracteristica ndo seja somente uma propriedade
deste subtipo, mas também de outros receptores, incluindo outros tipos de

receptores glutametérgicos (Contestabile, 2000).

4.2 - RECEPTORES GLUTAMATERGICOS METABOTROPICOS

A estrutura dos mGluRs (Figura 11) apresenta trés dominios: a
porcdo N-terminal, que apresenta uma grande seqiiéncia hidrofilica, sete
dominios transmembrana separados por algas intra e extracelulares ¢ uma
seqliéncia intracelular hidrofilica na por¢ao C-terminal (Ozawa et al, 1998;

Nakanishi et al, 1998).




Figura 11: Representagdo esquematica de um receptor

glutamatérgico metabotropico. Adaptado de Nakanishi et al, 1998.

Existem oito subtipos de mGluRs - mGluR1-mGluR8. Esses oito
subtipos sao classificados em trés grupos de acordo com sua homologia de
aminoacidos - que ¢ de aproximadamente 70% dentro de cada grupo -
farmacologia e mecanismos de transdugdo de sinal (Pin et al, 1995; Ozawa
et al, 1998).

O grupo I compreende os subtipos mGluR1 e mGIluRS, os quais sao
acoplados a ativacdo da fosfolipase C. Os grupos II e III sdo ligados a
formacdao de AMPc, sendo que o grupo II inclui os subtipos mGluR2 e
mGluR3 e o III inclui os subtipos mGluR4, mGluR6, mGIluR7 e mGluRS8
(Tanabe et al, 1993; Duvoisin et al, 1995; Nakanishi et al, 1998).

Agonistas altamente seletivos tém sido identificados para cada um
dos trés grupos. O quisqualato e o acido (1S, 3R)-1-aminociclopentano-1,3-
dicarboxilico (1S, 3R-ACPD) sdo agonistas potentes para o grupo I. Os
receptores do grupo II sdo também ativados por 1S, 3R-ACPD e por (28,
1'R, 2'R, 3'R)-2-(2’-3"-dicarboxiciclopropil)glicina (DCG 1V), (2S, 1'S,
2'S)-2(2"-carboxiciclopropil)glicina (CCG-I). Os receptores do grupo III
sdo seletivamente ativados pelo acido L-2-amino-4-fosfanobutirico (L-
AP4) (Schoepp, 1994; Bruno et al, 1996; Osawa et al, 1998; Dingledine
and McBain, 1999).



5 - OBJETIVOS

A fosforilagdo protéica ¢ o principal mecanismo molecular através
do qual a fung¢do proté€ica € regulada em resposta a estimulos extracelulares,
além disso, o estado de fosforilagdio das diferentes proteinas do
citoesqueleto parece estar diretamente envolvido com a morfogénese e
plasticidade do SNC. Considerando resultados prévios obtidos em nosso
laboratério de que o modelo experimental da Doenga do Xarope do Bordo
afeta a fosforilagdo de proteinas do citoesqueleto em cortex cerebral de

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

1- Fazer um estudo ontogenético dos efeitos do acido a-cetoisocaprodico
sobre a incorporacdo in vitro de P em proteinas de filamento
intermediario - NF-M, NF-L, vimentina e GFAP — em fatias de cortex

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

2- Verificar os efeitos do glutamato sobre a incorporagdo in vitro de  **P
em proteinas de filamento intermedidrio - NF-M, NF-L, vimentina e
GFAP — em fatias de cortex cerecbral de ratos nas diferentes idades

estudadas.

3- Verificar a participacdo de receptores glutamatérgicos ionotropicos e
metabotropicos sobre os efeitos causados pelo acido o-cetoisocaproico
na fosforilagdo de proteinas de filamento intermediario - NF-M, NF-L,

vimentina ¢ GFAP em diferentes 1dades.
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Abstract

In this study we investigated the effects of a-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 **P 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 **P 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 Ca*"/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), a-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). iGLURSs contain cation-specific ion channels and are subdivided into
NMDA (N-methyl-D-aspartate) and non-NMDA receptors [(R,S)-a-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 (mGLUR; and mGLURs 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 (mGLUR; and mGLURj3) and group III (mGLURy,
mGLURs, mGLUR7 and mGLURg) 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 1V), (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 11



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-
a-ketoacid dehydrogenase complex activity (Chuang and Shih 2001). The inability of
this enzyme complex to oxidize a-ketoisocaproic acid (KIC), a-keto-B-methylvaleric
acid (KMV) and a-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 o-
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, Sao
Paulo, Brazil. L-glutamic acid, a-ketoisocaproic acid, benzamidine, leupeptin, antipain,
pepstatin, chymostatin, D-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (DL-APS5), 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)-a-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 (22° 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 pm thick slices
with a Mcllwain chopper.

Preincubation- Tissue slices were initially preincubated at 30°C for 10 min in 124 mM
NaCl, 4mM KClI, 1.2 mM MgSOs, 25 mM Na-HEPES (pH 7.4), 12 mM glucose, ImM
CaCl,, and the following protease inhibitors: 1 mM benzamidine, 0.1 uM leupeptin, 0.7
uM antipain, 0.7 uM pepstatin, 0.7 puM chymostatin. In the experiments using
glutamate receptor antagonists, 100 uM D-amino-5-phosphonopentanoic acid (DL-
APS) or 50 uM 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 °C with 100 pl of the basic medium containing 80 uCi of [**P] ortho-
phosphate with or without addition of the different drugs. When indicated, | mM
glutamate, 100 uM 1S,3R-ACPD, 100 uM L-AP4, 100 uM NMDA, 100 uM AMPA,
100uM kainate, 0.5, 0.75 or 1.0 mM oa-ketoisocapoate was added to the incubation
medium. In some experiments, glutamate plus a-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 a-ketoisocaproate. The labelling reaction was normally allowed to proceed
for 30 min at 30 °C and stopped with 1 ml of cold stop buffer (150 mM NaF, 5 mM,
EDTA, 5 mM EGTA, Tris-HCI 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 pl of ice-cold high
salt buffer containing 5 mM KH,POg4, (pH 7.1), 600 mM KCI, 10 mM MgCl,, 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 °C 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 [F-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 **P-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 **P 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 **P 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 **P 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 **P 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 *’P 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 **P 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 **P in vitro incorporation into IF
proteins. Therefore, cortical slices from rats of two representative ages (9- and 21-day-
old) were preincubated with **P-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 **P
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 a-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 **P 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 **P 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 (Igbal 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 *’P
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 **P 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 **P 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 (Ca®" 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 *°P-
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.
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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 “*P-
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.
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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 | mM KIC, one of the ionotropic agonists 100
uM NMDA, 100 uM AMPA or 100 uM kainate (A and C), or the metabotropic agonists
100 uM (1S,3R) ACPD or 100 uM L-AP4 (B and D), or with KIC plus one of the
specific glutamatergic agonists in the presence of **P-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 uM DL-AP5
or 50 uM 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 **P-
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- DISCUSSAO

Existem véarias evidéncias na literatura de que a fosforilacdo das
proteinas do citoesqueleto modula as interagdes entre os seus proprios
componentes, tais como microfilamentos, microtibulos e filamentos
intermediarios (Pedrotti & Islam, 1996). Desta forma, tem sido
demonstrado que a fosforilacdo dependente de AMPc dos neurofilamentos
NF-L e NF-M inibe sua polimerizagdo in vitro (Streifel et al, 1996). Sabe-
se também que o nivel de fosforilagdo dos substratos protéicos ¢ regulado
por hidrolise mediada por calpaina (Litersky & Johnson, 1995).

Além disso, estudos recentes demonstram que ha uma relagdo entre
fosforilagdo dos neurofilamentos e calibre axonal (Martin et al, 1998) e que
existem alteragdes de fosforilacdo de proteinas na Doenga de Alzheimer
(Igbal et al, 1994) e também quando estas sdo expostas a varias
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, substancias como o aluminio (Jonhson & Jope, 1988), B, PB-
iminodipropilnitrila (IDPN) e 2,5-hexanediona (Carden et al, 1986; Carden
et al, 1987) induzem o acimulo de neurofilamentos € aumentam o seu
estado de fosforilacdo, o que pode estar relacionado com a capacidade de
polimerizagdo ou com a diminui¢do de protedlise que ocorre quando os
neurofilamentos encontram-se altamente fosforilados (Pant, 1988).

Além da sensibilidade a agentes neurotoxicos e o envolvimento com
doengas neurodegenerativas, as proteinas do citoesqueleto podem ser
afetadas pela restricdo protéica imposta durante o periodo de rapido
crescimento cerebral. Modelos experimentais de desnutricdo protéica em
animais foram desenvolvidos para estudar seu efeito sobre a expressao e

regulagdo das proteinas do citoesqueleto. A desnutricdo protéica imposta



durante o periodo critico de desenvolvimento aumenta a expressdo das
subunidades dos neurofilamentos em diferentes estruturas cerebrais (De
Mattos et al, 1993).

Diferencas no estado de fosforilagdo dos neurofilamentos podem
estar relacionadas a mudanga de estrutura e de organizacdo observadas nos
neurofilamentos (Gotow et al, 1992).

Todos estes fatores indicam que a  fosforilagao/desfosforilacao
aberrante das proteinas do citoesqueleto tém sérias conseqiiéncias na
funcdo e estrutura celular e podem ser um dos mecanismos que causam
dano neural nas doengas neurodegenerativas.

No presente trabalho nos demonstramos que o CIC afeta a
incorporagio in vitro de *°P nas proteinas de filamento intermediario
NF-M, NF-L, vimentina e GFAP de cortex cerebral de ratos de maneira
dependente do desenvolvimento. A fosforilagdo in vitro das proteinas de
citoesqueleto estudadas diminuiu até¢ 12 dias, ndo foi alterada em ratos de
15 dias e aumentou em ratos de 17, 21 e 60 dias, quando as fatias de cortex
cerebral eram incubadas na presenca de varias concentragdes de CIC. As
concentragdes utilizadas neste trabalho sao similares as encontradas nos
fluidos fisiologicos de pacientes com DXB (Chuang & Shih, 2001). Nos
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 incorporagio in vitro de >°P nas
proteinas de cortex cerebral de animais de 60 dias.

Por outro lado, quando incubamos fatias de cortex cerebral de
animais jovens (9 a 21 dias) com CIC mais glutamato, o efeito nao foi
aditivo, sugerindo que o CIC e o glutamato agem através dos mesmos
mecanismos. Além disso, usando agonistas e antagonistas dos receptores

glutamatérgicos, nds demonstramos que o efeito inibitorio observado em



cortex cerebral de ratos até 12 dias era mediado por receptores ionotropicos
dos subtipos NMDA, AMPA e cainato, enquanto que nos animais de 21
dias o efeito estimulatorio do CIC foi1 somente mediado pelos receptores
ionotropicos dos subtipos NMDA e AMPA. Entretanto, receptores
glutamatérgicos metabotropicos nao influenciaram a incorporacao in vitro
de *’P nas proteinas de filamento intermediario NF-M, NF-L, vimentina e
GFAP, indicando a especificidade do mecanismo de acdo do CIC
envolvendo receptores ionotrépicos.

Nossos resultados  estdo de acordo com outros estudos que
demonstram que a fosforilagdo das proteinas do citoesqueleto pode ser
modulada por ativagdo de receptores glutamatérgicos de maneira
dependente do desenvolvimento. Estudos usando agonistas especificos dos
receptores glutamatérgicos demonstram que o glutamato ativa a
fosforilacio de GFAP em hipocampo de ratos imaturos, mas ndo em
adultos, via receptores glutamatérgicos metabotropicos do grupo II
(Rodnight et al, 1997).

Nos recentemente demonstramos que dois outros metabolitos toxicos
- metilmalonato e propionato - que se acumulam nas desordens
metabolicas conhecidas como acidemias metilmalonica e propionica,
respectivamente, estimulam o sistema de fosforilagdo associado com as
proteinas do citoesqueleto de cortex cerebral de ratos de 17 dias. Nos
demonstramos que somente os receptores NMDA estdo envolvidos nesses
efeitos (De Mattos-Dutra et al, 2000). Portanto, sugere-se que a ativagao de
diferentes receptores no cérebro pode levar a diferentes respostas na
fosforilagao de proteinas.

A fisiopatologia dos efeitos do CIC na fosforilagdo in vitro de
proteinas de filamento intermediario, através do sistema glutamatérgico,

ainda € obscura. Entretanto, levando-se em consideracdo que: 1) os



receptores glutamatérgicos (GluRs) tém papel fundamental nos processos
de plasticidade sindptica tais como potenciacdo de longa duragdo,
aprendizado e memoria e formacao da sinapse durante o desenvolvimento;
2) a ativagdo excessiva dos GluRs leva a lesdo e até a morte celular em
situagdes patoldgicas agudas, como a isquemia, o traumatismo craniano e
o choque epiléptico (Ozawa et al, 1998) e ¢ associada com patologias
cerebrais de doengas neurodegenerativas cronicas (Choi, 1988; Sharp &
Ross, 1996), e; 3) o glutamato evoca sistemas dependentes de segundos
mensageiros que ativam proteinas quinases, sendo plausivel que a
desregulacdo desses receptores possa afetar a fosforilagdo de proteinas
chaves, as quais sdo intimamente ligadas a estrutura e funcdo celular,
iniciando assim a lesdo cerebral.

Os erros inatos do metabolismo formam um grupo heterogénio de
patologias originadas a partir de mutagdes (alteracoes do material
genético). Determinam um defeito ou auséncia na sintese de uma proteina,
geralmente uma enzima, e , conseqiiéntemente, prejuizo da fungdo por ela
exercida. No caso do defeito estar localizado em uma enzima, ocasiona
bloqueio na rota metabolica de degradagdo de aminoacidos, carboidratos ou
lipidios. O resultado deste bloqueio pode levar ao acimulo de substancias
toxicas ou a falta de substancias essenciais, ocasionando disturbios no
desenvolvimento mental e/ou fisico do individuo (Del Rio, 1962). As
doencas do metabolismo de aminoacidos tém sido muito pesquisadas em
todo o mundo, principalmente por sua possibilidade de detec¢ao precoce
em recém nascidos e eventual tratamento adequado através de dietas
especificas.

A DXB ¢ uma desordem metabdlica neurodegenerativa
caracterizada pela severa perda de funcdo do SNC e pelo acumulo tecidual

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



correspondentes a-cetodcidos de cadeia ramificada CIC, CMV e CIV
(Chuang & Shih, 2001). Apesar de alguns efeitos neuroquimicos dos
metabolitos que se apresentam em altas concentragdes na DXB estarem
sendo descritos, os mecanismos da neurotoxicidade desta doenga nao estao
muito bem compreendidos (Tashian, 1961; Howell & Lee, 1963; Land et
al, 1976). Entretanto, a elevagao das concentragdes plasmaticas de leucina e
de seu alfa-cetoacido CIC, os metabdlitos que mais se acumulam nesta
desordem, esta relacionada com o aparecimento dos sintomas neuroldgicos,
sendo estes considerados os metabolitos mais toxicos da DXB (Chuang &
Shih, 2001).

Os cetoacidos de cadeia ramificada tém importante fungdo 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 respiragdo celular em fatias de cérebro de ratos
(Howell & Lee, 1963; Danner & Elsas, 1989). Além disso, o CIC inibe as
atividades dos complexos enzimaticos piruvato desidrogenase e o-
cetoglutarato desidrogenase em mitocondrias cerebrais humanas e de ratos
(Danner & Elsas, 1989).

Deste modo, nossos resultados demonstram que o CIC inibe ou
estimula a fosforilacdo de importantes proteinas cerebrais relacionadas com
a estrutura e funcdo celular de maneira regulada pelo desenvolvimento e
que estes efeitos sdo provavelmente mediados por receptores
glutamatérgicos ionotropicos, ajudando a elucidar os mecanismos
moleculares e regulatorios relacionados com a lesdo neurologica dos
pacientes com DXB.

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

glutamato) na fosforilagdo de proteinas do citoesqueleto em funcdo da



idade pos-natal ndo ¢ clara e ainda deve ser estabelecida. Contudo, pode ser
relacionada com a expressdo regional e temporal distinta dos tipos e
subtipos de receptores glutamatérgicos, Uma relagdo direta entre nossos
resultados e a expressao ontogenética dos receptores ionotropicos descrita
na literatura também nao ¢ sempre evidente. Sanderson & Murphy (1981)
descreveram um aumento significativo do nimero total de sitios de ligacao
para o glutamato até 20 dias de idade, em cortex 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 sitios de
ligacdo de glutamato em cortex entorrinal de ratos durante o
desenvolvimento. Portanto, ainda que a regulacdo desses receptores ao
longo do desenvolvimento seja controversa e dependa da regido cerebral e
do tipo de célula envolvida, ¢ demonstrado que o padrao de expressdao 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 importancia da ontogenia no desenvolvimento dos
receptores glutamatérgicos do sistema fosforilante associado com o
citoesqueleto, n6s ndo podemos excluir as variacdes nas atividades de
proteinas quinases e fosfatases durante o desenvolvimento pds-natal.

As razdes pelas quais o glutamato nao mimetiza os efeitos do CIC no
cortex cerebral dos animais adultos ainda nao estdo claras. Por outro lado,
as alteragdes de fosforilagdo das proteinas do citoesqueleto estudadas,
mediadas por receptores glutamatérgicos ionotropicos € ndo por receptores
metabotropicos, indicam que as mesmas estdo relacionadas com alteragdes
nas concentracdes de fons intracelulares (Ca™ e Na"). Estas alteracdes

poderiam levar & ativagdo de proteinas quinases e/ou fosfatases. Estudos



estdio em desenvolvimento em nosso laboratorio para elucidar qual a
atividade enzimatica envolvida neste processo.

E importante salientar que nossos resultados constituem uma
abordagem inédita capaz de evidenciar alteragdes no citoesqueleto de
células de cortex cerebral de ratos em resposta a diversas concentracoes de
CIC em diferentes idades. Apesar das limitacdes inerentes aos modelos
experimentais, do nosso ponto de vista, estes resultados sdo de grande
relevancia, pois abordam importantes questdes a respeito do envolvimento
de proteinas do citoesqueleto neuronal e células gliais na fisiopatologia das
doengas genéticas.

E dificil extrapolar nossos resultados para as condigdes humanas.
Entretanto, considerando as evidéncias na literatura, mostrando que
alteragdes nas proteinas do citoesqueleto podem conduzir a desorganizagao
da estrutura celular, ¢ tentador especular que a alteragao de fosforilacao
destas proteinas possa ser um dos fatores associados com a
neurodegeneracao e atrofia cerebral caracteristica dos pacientes com DXB.
Se estes efeitos ou outras anormalidades sdo as principais causas das
manifestacdes neurolodgicas desses pacientes ainda nao se sabe, contudo,
esses resultados sdo muito importantes para a compreensdo do aspecto

neurologico observado nos individuos afetados.



1-

8 — CONCLUSOES

O acido o-cetoisocaproéico inibe a incorporagdo in vitro de *’P nas
subunidades NF-M, NF-L, vimentina ¢ GFAP em fatias de cortex
cerebral de ratos de 09 e 12 dias, ndo apresenta nenhum efeito nos
animais de 15 dias e aumenta a incorporacao nos ratos de 17, 21 e 60

dias.

O glutamato apresenta um efeito similar ao observado para o acido a-
cetoisocaproico sobre a incorpora¢do in vitro de *°P nas subunidades
NF-M, NF-L, vimentina ¢ GFAP em fatias de cortex cerebral de ratos
até 21 dias, sugerindo o envolvimento de receptores glutamatérgicos
nesse processo, entretanto, nos animais de 60 dias, ndo apresenta efeito,
sugerindo que na fase adulta o efeito causado pelo acido seja mediado

por outros tipos de mecanismos.

O acido a-cetoisocaproico diminui a fosforilacdo das proteinas
estudadas em animais de 09 dias através de receptores glutamatérgicos
ionotropicos dos subtipos NMDA, AMPA e cainato ¢ aumenta a
fosforilacio em ratos de 21 dias via receptores glutamatérgicos

ionotropicos dos subtipos NMDA e AMPA.



9 - PERSPECTIVAS

Este trabalho abre inimeras oportunidades de novos estudos sobre a
fosforilagio de proteinas de filamento intermedidrio no modelo
experimental da Doenca do Xarope do Bordo. Os principais estudos a

serem seguidos sao:

v" Realizar estudos ontogenéticos dos efeitos do CMV e CIV sobre a
incorporacdo in vitro de **P em proteinas de filamento intermediario de

cortex cerebral de ratos.

v’ Caracteriza¢do dos mecanismos de a¢do do CMV e CIV.

v’ Efeitos de tratamento agudo e cronico com CIC, CIV ¢ CMV na
fosforilagdo in vitro de filamentos intermediarios de fatias de cortex

cerebral de ratos.

v" Verificar a agdo do CIC, CMV ¢ CIV sobre a atividade de proteinas
quinases ¢ fosfatases, utilizando ativadores e inibidores especificos de

quinases e fosfatases.

v' Inicio de uma nova abordagem utilizando neuroprotetores para tentar

reverter as agdes causadas pelo CIC.
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