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RESUMO

A epilepsia é uma desordem neurologica que afeta aproximadamente 65 milhdes de
pessoas em todo o mundo. Apesar dos erros inatos do metabolismo (EIM) néo
serem a causa frequente de epilepsia, 0 sintoma mais comum presente em
desordens metabdlicas sdo crises epilépticas. Dentro dos EIM, estdo as acidemias
organicas que podem levar a geracao de crises epiléticas durante um episédio de
descompensacdo metabdlica aguda, como por exemplo a acidemia glutéarica tipo |
(AG I). A AG | & uma doenca autossdmica recessiva causada pela deficiéncia da
enzima glutaril-CoA desidrogenase (GCDH). Tal alteracdo leva ao acumulo de
acidos organicos em fluidos e tecidos. Se nado diagnosticada e tratada
precocemente, a doenca evolui com sinais clinicos de macrocefalia, déficits
neuroldgicos e epilepsia. O aumento dos niveis de acidos orgénicos no cérebro
diminui a atividade da enzima Glutamato Descarboxilase (GAD) no parénquima
cerebral e inibe a atividade da enzima Na',K',-ATPase. De acordo com estes
achados, prévias analises bioguimicas de neocértex e comportamentais de um
modelo animal de AG I, camundongo nocaute para a enzima GCDH tratado com
dieta com sobrecarga de lisina (4,7%) (Gcdh”-Lis), mostram decréscimo do
imunoconteudo da GAD cortical, diminuigdo da liberagdo de acido Y -aminobutirico
(GABA) e diminuicdo da atividade Na*,K*,-ATPase e presenca de crises epilépticas
espontaneas Neste trabalho (aprovado pelo CEP-HCPA-140270) usamos este
modelo animal de AG | para avaliar a funcdo singptica GABAérgica neocortical
através de estudos eletrofisiolégicos e bioquimicos, além de avaliar a expressao e o
estado de fosforilagdo subunidade a da Na*,K*,-ATPase no neocoértex. A atividade
da enzima GAD neocortical foi medida pela técnica de HPLC; as correntes inibitorias
pos-sinapticas espontaneas e miniaturas (CIPS) nos neurdnios piramidais foram
avaliadas através da técnica eletrofisiologica de patch-clamp in vitro e avaliagdo da
expresséo total e a fosforilagdo do residuo de Ser943 da Na*,K*,-ATPase neocortical
foi feita através da técnica de Western Blot em camundongos Gedh™-Lis (P30-P45).
Os resultados foram comparados com animais Gedh” e Gedh*™ tratados com dieta
normal (Gedh”-N e Gedh™*, respectivamente). Nossos resultados mostraram uma
diminuicdo significativa da atividade da GAD neocortical nos animais Gcdh™-Lis
quando compara aos animais Gedh™™* (P<0,05). A frequéncia das CIPS espontaneas
e miniaturas nas células piramidais da camada V do neocértex dos animais Gedh™~
Lis foi significativamente menor quando comparada as células dos animais Gedh”-N
e Gedh™ (P<0,0003). A curva de probabilidade cumulativa e a anélise estatistica de
Kolmogorov-Smirnov confirmaram a diminuicdo na frequéncia das CIPS
espontaneas e miniaturas (P<0,0001). A expressdo da subunidade a da bomba
Na',K"-ATPase mostrou-se aumentada no neocértex dos animais Gedh™-Lis quando
comparada aos demais grupos (P<0,001). A avaliagéo do estado de fosforilagdo do
residuo de Ser943 revelou que os animais Gcdh™-Lis apresentaram um aumento
significativo da expressdao do residuo943 no neocortex quando comparada aos
demais grupos (P<0,001). Nossos dados sugerem que os animais Gcdh™-Lis
apresentam uma reducdo na transmissado sinaptica GABAérgica neocortical que
pode estar associada a disfuncdo da enzima GAD; e uma diminui¢cao da atividade da
bomba Na',K'-ATPase neocortical possivelmente causada pela diminuicdo da
expressdo da enzima e pelo aumento da fosforilagdo do residuo Ser943 da
subunidade a no neocortical. Estas alteracdes em conjunto podem estar contribuindo
para os mecanismos de epileptogénese na AG I.



ABSTRACT

The epilepsy is a neurological disorder that affects approximately 65 million people
throughout the world. Despite of inborn errors of metabolism (IEM) not being a
frequent cause of epilepsy, the most common symptom in metabolic disorders are
epileptic seizures. Within the IEM, are the organic acidemias, such as, glutaric
acidemia type | (GAIl), that are associated with epileptic seizures during acute
metabolic decompensation. The GAI is an autosomal recessive disease caused by
deficiency of the enzyme glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH).This deficiency
leads to the accumulation of organic acids in body fluids and tissues. If not
diagnosed and treated early, this disease evolves to neurological deficits,
macrocephaly and epilepsy. The increased levels of organic acids in the brain, such
as glutaric, glutaconic and 3-hydroxyglutaric acids, decreases the activity of the
enzyme glutamic acid decarboxylase (GAD) in the brain parenchyma and cause the
inhibition of the enzyme activity NA* K*-ATPase. Interestingly, previous biochemical
and behavioral analysis of an animal model of GAIl, the GCDH knockout mice
treated with lysine overload diet (4.7%) (Gcdh”-Lis), had shown decreased GAD
immune content, reduced GABA release and decreased activity Na*,K*-ATPase in
the neocortex; and development of spontaneous seizures. In this work (approved by
the CEP-HCPA-140270) we used this animal model to study the neocortical
GABAergic synaptic function and the expression and the phosphorylation state of
Na',K*-ATPase a subunit in the neocortex. The GAD activity was measured by
HPLC technique; the spontaneous and miniature inhibitory post-synaptic currents
(IPSC) were evaluated by in vitro patch-clamping recordings from pyramidal cells;
and the expression and the phosphorylation of total residue to Ser943 of Na*, K*-
ATPase was performed by Western Blot in mice Gedh™-Lis (P30-P45). As controls
we used Gedh (Gedh™-N) and Gedh™ animals treated with normal diet. Our results
showed a significant decrease in the neocortical GAD activity in Gedh™-Lis mice
when compared to Gedh** group (P<0.05). The spontaneous and miniature IPSC
frequencies onto layer V pyramidal cells from Gcdh™-Lis mice were significantly
lower when compared to Gedh”-N and Gedh™ mice (P<0.0003). The cumulative
probability and the statistical analysis the Kolmogorov-Smirnov confirmed the
decrease in the frequency of spontaneous and miniature IPSC (P<0.0001). The
expression of Na*,K*-ATPase a subunit was higher in the neocortex from Gedh™-Lis
when compared to the other groups (P<0.001). Also, the Gedh™-Lis mice had a
significant increased fosforilation of Na',K'-ATPase residual Ser943 in the
neocortex when compared to the other groups (P<0.001). Our data suggested that
the neocortex of Gedh™-Lys mice exhibited reduction in GABAergic inhibition that
may be attributed to a GAD dysfunction level; and decreased Na',K'-ATPase
activity that could be caused by decrease in its expression and increased
phosphorylation of residue Ser943 a subunit. Taken altogether, these alterations
could contribute to the mechanisms of epileptogenesis observed in GAL.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

Epilepsia € a desordem neurologica mais comum que afeta individuos de todas
as idades (COBEN et al, 2015). Aproximadamente 65 milhdes de pessoas em todo o
mundo tem epilepsia (THURMAN et al, 2011). A incidéncia média relatada foi de
50,4 casos de epilepsia por 100.000 individuos por ano (NGUGI, et al, 2011). As
causas de epilepsia sdo mudltiplas, e resultam num desequilibrio entre a excitagdo e
a inibicdo nas redes neurais cerebrais (BROMFIELD et al, 2006). Pessoas com
epilepsia ainda hoje convivem com a discriminagdo, incompreenséo, estigma social
e 0 estresse de viver com uma desordem imprevisivel crénica que pode levar a
perda de autonomia para as atividades da vida diaria (QUINTAS et al, 2012). Além
disso, cerca de 50% dos adultos com epilepsia apresentam pelo menos uma
comorbidade psiquiatrica (KEEZER et al, 2016), levando a uma diminuicdo da
gualidade de vida e tornando a epilepsia como um dos grandes problemas de saude
publica mundial (WHO, 2004). Em paises em desenvolvimento a prevaléncia média
de casos de epilepsia ativa € de 12,7 por 1.000 individuos em éareas rurais e 5,9 por
1.000 em éareas urbanas. Enquanto que a prevaléncia média em paises
desenvolvidos é de 4,9 por 1.000 individuos (NGUGI et al, 2010).

O entendimento sobre o conceito de epilepsia requer o conhecimento sobre o
gue € uma crise epiléptica. A Liga Internacional contra a Epilepsia (ILAE) definiu o
termo crise epiléptica como “uma ocorréncia transiente de sinais e/ou sintomas
devido a anormal atividade neuronal excessiva ou sincrona no cérebro”. Em outras
palavras, crises epilépticas sdo manifestacdes clinicas resultantes de descargas
paroxisticas, sincroénicas e anormais entre 0s neurdnios em determinadas areas do
cérebro. Aplicar na prética cotidiana a definicdo conceitual pode ser dificil. Assim, a

ILAE em 2014 publicou uma definicdo operacional mais adequada para 0 uso
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clinico. De acordo com a definicdo operacional, considera-se que um paciente tenha
epilepsia quando preencha qualquer uma das seguintes condi¢cdes: “(i) ter pelo
menos duas crises ndo provocadas (ou reflexa) com intervalo maior que 24 horas;
(i) ter uma crise ndo provocada (ou reflexa) e uma probabilidade de ter mais crises
semelhantes para o risco de recorréncia geral (pelo menos 60%), apés duas crises
ndo provocadas ao longo dos préximos 10 anos; (iii) ter diagnostico de uma
sindrome epiléptica”. Os pacientes que tiveram uma sindrome epiléptica idade-
dependente, porém atualmente ja passaram da idade ou entdo aqueles pacientes
gue estdo livres de crises nos Ultimos 10 anos, e sem 0 uso de medicamentos

antiepiléptico, sdo considerados resolvidos para a epilepsia (FISHER et al, 2014).

Tentativas tém sido feitas para organizar e classificar crises e epilepsias desde
a primeira publicacdo em 1960, com a ultima atualizag&o oficial para crises feita em
1981 (Comissao sobre Classificagdo e Terminologia da Liga Internacional Contra a
Epilepsia) e para epilepsias em 1989 (Comissao de Classificacdo e Terminologia da
Liga Internacional Contra a Epilepsia). Tento em vista os avancos cientificos nas
ultimas décadas, em 2010, a Comisséo sobre Classificagdo e Terminologia da Liga
Internacional contra a Epilepsia (ILAE), propbs alteragdes nos conceitos e
terminologias para a classificacdo de crises e formas de epilepsias. Os termos crises
generalizadas e crises focais foram redefinidos. As crises epilépticas generalizadas
se originam em alguma regido no cérebro envolvendo rapidamente redes neurais
distribuidas bilateralmente, as quais podem ser estruturais corticais e subcorticais.
As crises generalizadas podem ser assimétricas, ou Sseja, ndo necessariamente
ocorre 0 envolvimento de todo o neocortex de ambos os hemisférios. Ja as crises
epilépticas focais tém o ponto de origem em uma area no cérebro limitada a um dos
hemisférios, podendo ocorrer em estruturas subcorticais. As crises generalizadas e
as crises focais sdo subdividias em diferentes tipos como podemos observar na
figura 1. Importante salientar que para as crises focais, a distincdo entre o0s
diferentes tipos (por exemplo, crise parcial complexa e parcial simples) foi eliminada.
As crises focais passaram a levar em consideracdo o grau de comprometimento da

consciéncia durante a crise. A crise parcial simples corresponde a crise focal sem o
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comprometimento da consciéncia e a crise parcial complexa corresponde a crise

focal com o comprometimento da consciéncia.

Classificagcao de crises

Crises generalizadas Crises focais Crises Desconhecidas
Ocorrem em redes neurais Originada dentro de Ev:denclras l;?_suﬁclentes
bilateralmente distribuidas uma rede limitada para cf af_S’ icar como
que rapidamente se engajam a um hemisfério generalizada, focal
ou ambas
Ténico- p— —_— . . : . - Com comprometimento
clética Auséncia Tonica Clonica Aténica Mioclénica da consciéncia
- Sem comprometimento
da consciéncia
Atipica
-Mioclénica
Tioi -Mioclénica
(EieH ténica —
-Mioclbnica V.° uir para L!ma
aténica crise convulsiva
Auséncia com bilateral

teristicas
especiais

Auséncias
mioclénicas

Miociénias
palpebrais

Figura 1 - Diagrama da revisao terminolégica para organizacdo de crises e epilepsias de
acordo com a Comissdo sobre Classificacdo e Terminologia da Liga Internacional contra a
Epilepsia (ILAE) de 2010.

As causas da epilepsia séo diversas, e vao desde doencas metabdlicas
hereditarias ou adquiridas até o envolvimento de certas muta¢cfes genéticas, como
defeitos nos canais idnicos. Entretanto, a maioria das causas ainda € desconhecida
(SHNEKER & FOUNTAIN, 2003). Hoje trés termos sdo considerados para a etiologia
da epilepsia de acordo com a Comissao sobre Classificacdo e Terminologia da Liga
Internacional contra a Epilepsia (ILAE) de 2010. Os termos genética,
estrutural/metabdlica e desconhecida representam conceitos modificados para
substituir os termos idiopatica, sintomatica e criptogénica, respectivamente, antes
usados. A epilepsia de causa genética tem como o principal sintoma crises
epilépticas resultantes de um efeito direto a partir de um defeito genético conhecido

ou presumido. As epilepsias atribuidas as causas metabolicas/estruturais constituem
12



um grupo que apresentam uma condicao estrutural ou metabdlica ao demostrarem o
aumento do risco de desenvolverem epilepsias. Como por exemplo, malformacao do
desenvolvimento cortical, traumas, infeccdes, acidentes vasculares cerebrais. As
epilepsias de causa desconhecida constituem o grupo no qual a causa da epilepsia

ainda € desconhecida, podendo haver um defeito genético ou um distlrbio

metabdlico/estrutural ainda ndo reconhecido.

Apesar dos erros inatos do metabolismo (EIM) ndo serem a causa frequente de
epilepsia, o sintoma mais comum presente em desordens metabdlicas sdo crises
epilépticas ocorrendo principalmente na infancia (RAHMAN et al, 2012). Os
mecanismos patogénicos das crises epilépticas nos EIM podem ser desde um
prejuizo energético, efeitos toxicos dos metabdlicos, distirbios no sistema de
neurotransmissores até malformacdes do cérebro (WOLF et al,2005). As crises
epilépticas geralmente ocorrem em periodos de descompensac¢ao metabolica aguda,
como por exemplo, em uma crise de hiperamonemia que constitui o grupo dos
disturbios do ciclo da ureia ou as acidemias organicas (RAHMAN et al, 2012).
Diversas acidemias orgéanicas podem levar a geracdo de crises epiléticas durante
um episodio de descompensacdo metabdlica aguda, entre elas esta a acidemia
glutéricatipo | (WOLF et al, 2005).

1.2 Acidemia Glutarica Tipo |

Acidemia glutérica tipo | (AG ) faz parte das acidemias organicas que se
aplicam a um grupo de doencas caracterizadas pela excrecdo de acidos organicos
ndo-aminos na urina (SEASHORE, 2009). E uma desordem neurometabdlica
autossdmica recessiva, descrita pela primeira vez em 1975 por Goodman e
colaboradores, causada pela deficiéncia na enzima mitocondrial glutaril-CoA
desidrogenase (GCDH, EC 1.3.99.7). Os genes da GCDH no cromossomo 19p13.2
contém 11 éxons e 7kb (BIERY et al, 1996). Ele codifica uma proteina de 438

aminoacidos, que inclui uma sequéncia de direcionamento N-terminal de 44
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aminodacidos, a qual é clivada ap6s a importacdo para a matriz mitocondrial
(GREENBERG et al, 1994; GOODMAN et al,1995). Mais de 150 muta¢cGes no gene
da enzima GCDH tém sido relacionadas com AG I, levando a deficiéncia da enzima
GCDH e, assim causando a AG |. Sendo a mutacdo R402W mais frequente
encontrada. (GOODMAN et al, 1998; BUSQUETS et al, 2000; ZSCHOCKE et al,
2000). A frequéncia da AG | baseada na triagem neonatal por cromatografia de
massa em tandem (MS/MS) de 2,5 milhdes de criancas é que a cada 100.000
nascidos 1 apresenta AG | (LINDNER et al, 2004). De acordo com alguns estudos, a
prevaléncia da AG | pode variar de 1. 30.000 a 1:100.000 recém-nascidos.
(HOFFMAN, 1994; KOELLER ET AL, 2002, JAFARI, 2011). Em algumas
comunidades, a frequéncia da AG | diminui para 1: 300, como, por exemplo, a
comunidade de Old-Ordem Amish da Pensilvania (MORTON et al, 1991) e a
comunidade Ojibway-Cree no Canada (HAWORTH et al, 1991).

A GCDH é a enzima chave na descarboxilagcdo oxidativa do glutaril-CoA, um
intermediario da via catabdlica dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofano
(KOELLER et al, 2002; JAFARI et al, 2011). A reacdo catalisada por esta enzima
ocorre em duas etapas consecutivas: a desidrogenacdo do glutaril-CoA formando
glutaconil-CoA, seguida pela descarboxilacdo de glutaconil-CoA a crotonil-CoA e
CO,. O composto intermediario glutaconil-CoA pode ser clivado e excretado como
4cido glutaconico ou hidratado para acido 3-hidroxiglutaril-CoA (HARTEL et al, 1993)
(Figura 2).
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Figura 2 — Via catabdlica dos aminoéacidos lisina, hidroxilisina e triptofano. Adaptado de
Scriver et al, 2001.

As caracteristicas bioquimicas da AG | é o acumulo dos acidos glutarico (AG),
3-hidroxiglutéarico (3-OHGA) e glutacénico, glutaril-CoA e conjugados da carnitina em
tecidos e liquidos corporais devido a deficiéncia da enzima GCDH. Estes
metabolitos, assim como carnitina e os ésteres de glicina, podem ser detectados por
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) ou
Cromatografia de massa em tandem (GOODMAN et al, 1977; BARIC et al, 1999;
MEYBURG et al, 2001). Existem dois subgrupos bioquimicamente definidos, os
chamados excretores altos (AG na urina > 100 mmol/mol creatinina) e os excretores
baixos (AG < 100mmol/mol creatinina) (BARIC et al, 1999). Um estudo com 10
pacientes na Universidade de Utah que foram diagnosticados por triagem na urina
ou por manifestagdes clinicas apresentaram uma média de AG na urina de 970,1
mmol/ mol creatina e de 3-OHGA na urina de 87,2 mmol/mol creatina (VIAU et al,
2012). As medidas das concentracdes de AG e 3-OHGA no sistema nervoso central
(SNC) foram realizadas em estudos post-mortem. Em pacientes que nao foram
tradados, a concentragdo de AG foi aproximadamente 500-5000 mmol/L e a

concentracdo de 3-OHGA 40-200 mmol/L no tecido cerebral (BENNETT et al, 1986;
15



FUNK et al, 2005; GOODMAN et al, 1977; KOLKER et al, 2003; KULKENS et al,
2005; LEIBEL et al,1980).

A microcefalia foi a primeira evidéncia clinica observada em recém-nascidos
com AG | (HOFFMANN et al,1996). Sem o devido tratamento, 90% dos pacientes
irdo desenvolver desordens neurolégicas durante um periodo finito de
desenvolvimento do cérebro (entre 3 a 36 meses) devido a crises agudas de
encefalopatia geralmente precipitadas por febre, infec¢cfes gastrointestinais,
pneumonia ou imunizag@es de rotina (HOFFMANN et al,1999; KOLKER et al,2006).
Cada episddio de crise de encefalopatia leva a morte neuronal massiva. Por isso, 0s
sintomas relacionados com degeneracdo estriatal (caudado e putamen), distonia
progressiva, discinesias e crises epilépticas surgem apoOs as crises agudas de
encefalopatia (HOFFMANN e ZSCHOCKE, 1999; GOODMAN et al,2001; KOLKER
et al,2006). Isto indica uma vulnerabilidade restrita a um periodo do desenvolvimento
neurologico. Através de exames complementares, foi possivel observar os niveis
aumentados de AG, 3-OHGA e glutacbnico na urina e no sangue, além de verificar
por exames de neuroimagem atrofia fronto-temporal bilateral, desmielinizacéo e
lesdes nos ganglios da base (JAMJOOM et al, 1995; HOFFMANN et al, 1996). O
prejuizo no desenvolvimento do SNC ja comeca no utero, que em alguns casos,
pode resultar em malformacdes do desenvolvimento cortical frontal e temporal. O
comprometimento da substancia branca pode ocorrer ao longo dos anos afetando o
desenvolvimento intelectual (HOFFMAN e ZSCHOCKE, 1999). Alguns pacientes
podem ser assintomaticos, ou apresentar crises epilépticas e macrocrania, ou entao
atraso no desenvolvimento sem episddios agudos de descompensa¢ao (MARINERO
et al, 1995).

O diagndstico é realizado pela deteccdo do AG e 3-OHGA na urina através das
técnicas de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (KOLKER et al, 2006).
Em alguns casos, como, por exemplo, em pacientes que ndo excretam na urina 0s
acidos, a confirmacdo do diagnédstico € feita através da medida da atividade
enzimatica da GCDH fibroblastos ou leucécitos (SCRIVER et al, 2001).
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A base do tratamento dos pacientes com AG | é uma dieta restrita de lisina e a
administracdo de carnitina e riboflavina (GOKMEN et al, 2012). Agentes
farmacologicos como benzodiazepinicos e valproato podem ser utilizados para
amenizar os sintomas neurolégicos desencadeados pela doenca (MARINERO et al,
1995; HOFFMAN et al, 1996). Algumas alternativas de tratamentos adicionais tém
sido propostas, como a suplementacdo com arginina (KOLKER et al, 2012; SAUER
et al,2011). A diminuicdo da entrada de lisina através da barreira hemato-encefélica
por competicdo pelo sistema de transporte Y com a arginina tem o objetivo de
reduzir o acumulo dos metabdlicos téxicos produzidos pela deficiéncia da GCDH.
Estudos recentes tém relatado os beneficios dessa dieta (KOLKER et al, 2012;
SAUER et al,2011).

1.2.1 Modelo animal para Acidemia Glutarica Tipo |

O desenvolvimento de modelos animais que reproduzam as alteracdes
bioguimico-metabdlicas e os achados neuropatolégicos da AG | tem sido o foco de
diversos estudos. Um dos modelos animais para AG | foi a geracdo de um modelo
de camundongos deficiente para a GCDH (Gcdh™) realizado por Koeller e
colaboradores em 2002, através da recombinacdo homoéloga em células-tronco.
Ensaios enzimaticos em amostras de figado confirmaram a perda de atividade da
enzima. Estes animais Gcdh™ apresentam altos niveis de excrecdo de &cido
glutarico e 3-OHGA na urina e grande quantidade de glutaril-carnitina e glutaril-
glicina, semelhante aquela em pacientes com AG |, 0os gquais também estdo

presentes em niveis elevados no cérebro.

O modelo proposto apresenta um fendtipo bioquimico similar aos pacientes
com AG I, porém, como 0s proprios autores relataram, o modelo n&o reproduz o
fendtipo neuroldgico e a degeneragao estriatal caracteristica dos pacientes afetados
por esta doenca (KOELLER et al, 2002). Um aperfeicoamento do modelo foi

proposto por Zinnanti e colaboradores em 2006, no qual através da administracéo de
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uma dieta com sobrecarga de lisina nos animais Gcdh”, estes apresentaram
obliteracdo ventricular cerebral, formacao de grandes vacuolos e dilatacao capilar no
neocortex e no estriado, paralisia e crises epilépticas quando comparados a animais
Gedh? submetidos a uma dieta normal (ZINNANTI et al, 2006). Ocorre uma grave
perturbacdo na arquitetura cortical com perda neuronal e gliose evidente no
neocortex e no hipocampo. Além disto, uma andlise em tecidos homogeneizados de
cérebro de animais Gcdh”™ com sobrecarga de lisina mostrou um aumento
significativo na concentracédo dos AG e 3-OHAG. Foi observado também que quanto
maior a quantidade de lisina na deita, maior a concentracdo destes acidos no
cérebro (KOELLER et al, 2002; SAUER et al, 2006, 2015). Deste modo, a
neuropatologia observada nos animais expostos a uma dieta com sobrecarga de
lisina pode estar associada com o acumulo de AG e 3-OHAG no soro e no tecido

encefalico gerado pelo aumento do metabolismo da lisina no contexto da doenca.

Nos ultimos anos, distintos mecanismos tém sido propostos para explicar a
fisiopatologia dos danos cerebrais na AG |. Apesar de alguns dos mecanismos ja
terem sido elucidados parcialmente em modelos in vitro e in vivo, ainda ndo se sabe
completamente os mecanismos fisiopatologicos que levam ao dano estriatal e
cortical apresentado pelos pacientes com AG |. Estudos in vitro tém identificado os
AG e 3-OHAG como neurotoxinas responsaveis pelos danos na desordem causada
pela deficiéncia da GCDH (KOLKER et al, 2004). Um estudo realizado em cérebros
de ratos e coelhos demostrou a inibicdo competitiva da glutamato descarboxilase
(GAD), enzima chave na biossintese do neurotransmissor inibitério GABA, pelos AG,
3-OHAG e glutacdnico (STOKEE et al, 1976). Em investigacbes post-mortem,
concentracfes extremamente baixas de GABA foram encontradas no putamen e
caudado em pacientes com AG | e correlacionada com a diminuicdo da GAD nesta
area (LEIBEL et al,1980). Os efeitos sobre a atividade GABAérgica também foram
suportados pela demonstracédo de que o agonista do receptor de GABAa muscimol
protegeu as crises induzidas por AG (LIMA et al,1998). Portanto, os AG e 3-OHAG
indiretamente modulam a neurotransmissdo glutamatérgica e GABAérgica,
resultando no desequilibrio entre a neurotransmissao excitatéria e inibitoria (LIMA et

al,1998). A atividade da bomba Na*,K*-ATPase é essencial para a manutenc&o do
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potencial de repouso e acao, liberacdo e captacao de neurotransmissores (STAHL &
HARRIS,1986). Em um estudo com cérebros de ratos foi demostrado que o AG
inibiu a atividade da Na',K*-ATPase (KOLKER et al, 2002).

No modelo de camundongos deficientes para a GCDH (Gcdh™) foram
demostrados a presenca de crises epilépticas espontaneas e o0 aumento da
susceptibilidade de crises epilépticas induzidas nos animais Gcdh” que receberam
uma dieta com sobrecarga de lisina. Em partes, isto provavelmente € causado pela
diminuigéo de acido y-aminobutirico (GABA) devido a diminuicdo da enzima GAD e
também pelo aumento da liberagdo de glutamato em relacdo ao GABA em situacdes
de despolarizagcdo neuronal (PASQUETTI, 2014). Além disso, um estudo mostrou
que a atividade da Na',K'-ATPase foi fortemente inibida e teve a expressdo da
subunidade a2 diminuida em animais Gcdh” que receberam uma dieta com
sobrecarga de lisina (AMARAL et al, 2012).

1.3 Sistema GABAérgico

O sistema GABAEérgico é crucial para o desenvolvimento de circuitos neuronais
funcionais (WANG e KRIEGSTEIN, 2011). Durante o desenvolvimento dos circuitos
corticais, 0 GABA e a ativacdo do seu receptor GABAA possuem um papel crucial em
processos neuronais como migracdo (HECK et al,2007; DE LIMA et al, 2009; BALTZ
et al,2010), proliferacdo (BARBIN et al, 1993; LO TURCO et al,1995) e na formagao
de sinapses excitatérias para formar interacfes sinpticas funcionais promovendo
um equilibrio entre a inibicdo e excitacdo na formacdo do neocortex (WANG e
KRIEGSTEIN, 2008).

A sinalizacdo GABAEérgica é feita através do neurotransmissor GABA que age
nos seus receptores GABAs, GABAg e GABA.. (BEN-ARI et al, 2007). O GABA foi
descoberto no SNC em 1950 (AWAPARA, 1950; ROBERTS et al, 1950;
UDENFRIEND, 1950) e desde entdo tem sido estabelecido como o

19



neurotransmissor inibitorio no SNC (KRNJEVIC e PHILLIS, 1963; CURTIS et
al,1970). A sintese e a degradagdo do GABA sé&o realizadas por 3 enzimas: (1)
enzima descarboxilase do acido glutamico/ glutamato descarboxilase (GAD) forma
GABA através da remogao do grupo a carboxil do glutamato, liberando CO,
(KRAVITZ, 1962); (2) transaminase de GABA converte GABA a succinato
semialdeido na presenga de a-cetoglutarato (HALL e KRAVITZ, 1967a); (3)
succinato semialdeido desidrogenase completa o metabolismo de GABA a &cido
succinico na presenca de NAD (HALL e KRAVITZ, 1967b) (Figura 3).
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Figura 3 — Via de sintese e degradagao do neurotransmissor GABA. Figura retirada do artigo
de Molinoff e Kravitiz de 1967.

O receptor GABA, € responsavel pela mais rapida inibicdo sinaptica no cérebro
de mamiferos, controlando a atividade tanto da rede neuronal quanto a nivel celular
(JABOC et al, 2008). Como outros membros da superfamilia de canais iGnicos
dependentes de ligante, os receptores ionotrépicos de GABA sao constituidos de
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subunidades proteicas dispostas em torno de um poro central que constitui o canal
do ion. Cada subunidade tem um grande dominio N-terminal extracelular, seguido
de 3 dominios que atravessam a membrana (M1-3), um ciclo intracelular de
comprimento variavel e um quarto dominio que atravessa a membrana (M4), com a
extremidade C-terminal. Cada subunidade se arranja de um modo que o0 segundo
dominio (M2) que atravessa a membrana forma a parede do poro do canal. Nos
mamiferos, sdo 19 subunidades distintas que compdem os receptores de GABAA
(a1-6, B1-3,Y1-3, 0, €, 6, ) (JACOB et al, 2008; LUSCHER et al, 2011) (Figura 4).
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Figura 4 — Estrutura do receptor GABAA. A: Subunidades do receptor GABA, consistem em quatro
dominios transmembrana (TM1-4), sendo o dominio M2 que constitui a parede do canal. B:

Subunidades dos receptores GABA4 O1.6, P1-3,Y1-3, O, €, 6, T que formam o canal permeavel ao

jon CI'. Figura retirada do artigo de revisdo JACOB et al, 2008.

Em neurdnios adultos, o nivel intracelular do ion cloreto [CI]; € relativamente
baixo, com o potencial de reversao do Cl" proximo ao potencial de membrana (V= -
65mV). Assim, pequenas alteracdes na [Cl]) podem afetar significativamente a for¢a
e até mesmo a polaridade do efeito de GABA. Quando a [CI']; € alta, o equilibrio do
CI' (Ecr) € positiva em relacdo Vr, assim a ativacédo do receptor GABAA pelo GABA

resulta em um efluxo dos ions CI" levando a uma despolarizagdo neuronal. Quando a
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[CI); € baixa (mais fisioldgico), o Ec; é negativo em relacdo ao V, € assim a ativacao
do receptor GABAA desencadeia um influxo de ions CI" e a uma hiperpolarizacao
neuronal (MOHAJERANI E CHERUBINI, 2005; BANKE E MCBAIN, 2006) (Figura 5).

Hyperpolarization

GABA Inhibition
@ Ao
[CI;=7mM

Hvoerpolarization & Inhibition of adult neurons

Figura 5 — Inibicdo (hiperpolarizagdo) em neurdnios adultos mediada pela ativagao de
receptores GABA,. Figura retirada do artigo de revisdo BEN-ARI et al, 2007.

Os receptores GABAg sdo acoplados a Proteina G; ou a Proteina Go. Sua
localizacdo pode ser tanto na membrana do neurbnio pré-sinaptico como pos-
sinaptico. A ativacdo dos receptores pos-sindpticos geralmente ativa os canais de
potassio retificadores que sdo importantes na fase tardia do potencial pds-sinaptico
inibitério. Ja a ativacdo dos receptores GABAg pré-sinapticos diminui a liberacdo de
neurotransmissores pela inibicdo dos canais de Ca*? voltagem-dependente (COUVE
et al, 2000; BOWERY et al, 2002; BETTLER et al, 2003; BEN-ARI et al, 2007).

Da mesma forma que o receptor de GABA,, 0 receptor de GABAc € um canal
ibnico dependente de ligante permeavel ao ion CI'. A ativacdo do receptor GABAc
provoca um influxo de ions CI, inibindo o neurbnio pos-sinaptico (CHEBIB e
JOHNSTON, 1999). Estudos eletrofisiologicos e farmacoldgicos identificaram o
receptor de GABAc através da expressdo do seu RNA em odcitos de Xenopus
obtidos da retina bovina (POLENZANI et al, 1991; WANG et al, 1994). Atraves de
clones da retina de humanos, ratos, pintos e camundongos foi possivel identificar as
diferentes subunidades p (1,2,3) dos receptores GABAc (CUTTING et al, 1991;
WANG et al, 1994; ZHANG et al, 1995). Porém, existem diferencas entre os
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receptores GABAA e 0s receptores GABAc. Enquanto que o receptor GABAA €
modulado por barbitdricos, benzodiazepinicos e neuroesteroides 0s receptores
GABAc sao insensiveis a estes agentes. Os receptores GABAc s&o insensiveis
também a bicuculina (agonista seletivo GABAL,) e ao baclofen (agonista seletivo
GABAg) (CHEBIB e JOHNSTON, 1999).

Os interneur6nios representem apenas Y4 dos neurdnios do neocoértex, eles
desempenham um importante papel na regulacdo na funcdo cortical. Sé&o
responsaveis pela modulacdo e sincronizacdo da atividade das células piramidais,
que é critico para o funcionamento normal cortical (MARIN, 2012). Déficits no
sistema GABAEérgico estdo associados com desordens do SNC como por exemplo a
epilepsia (CALCAGNOTTO et al, 2002). Muitos estudos mostram que diminui¢cdo de
GABA, alteragbes na forma ou numero de interneurdnios GABAérgicos ou
alteracdes nos receptores de GABA estdo associados a varios tipos de epilepsias
(COBOS et al, 2005). Alteracdes na liberagcdo de GABA pelos interneurdnios na AG |
ainda sado desconhecidas. Se os interneurbnios apresentarem um decréscimo da
liberacdo de GABA, o funcionamento do circuito inibitorio sinaptico pode ser abalado
contribuindo para epileptogénese (CALCAGNOTTO et al, 2002, COBOS et al, 2005,
ALVAREZ et al, 2006).

1.4 Bomba Na" K" -ATPase

A enzima Na' K*-ATPase ou bomba de sédio (EC 3.6.3.9) é uma proteina de
membrana plasmatica que esta presente virtualmente em todas as células
eucarioticas (SKOU & ESMANN, 1992). A reacdao basica catalisada pela bomba € o
transporte de 3 fons Na' para o meio extracelular e de 2 ions K" para o meio
intracelular, usando energia proveniente da hidrolise do ATP gerada pela glicolise
celular e fosforilagdo oxidativa (SKOU & ESMANN, 1992; MOBASHERI et al, 2000).

A atividade da Na',K*-ATPase contribui de maneira crucial para a manutengdo

do gradiente eletroguimico pelos potencias de repouso e agcdo e captacdo e
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liberacdo de neurotransmissores no cérebro (STAHL e HARRIS,1986).
Consequentemente, qualquer alteragdo na atividade da Na' K'-ATPase afetam
diretamente a sinalizacdo celular via neurotransmissores e a atividade neuronal,
assim como o comportamento do animal (MOSELEY et al, 2007). Sendo assim, a
diminuicdo da recaptacédo de glutamato (BALCAR et al,1972) pode contribuir para
um aumento da excitabilidade do sistema. Neste contexto, um prejuizo ao
funcionamento da Na',K’-ATPase ocasiona uma alteracdo da excitabilidade
neuronal, dependendo do grau de inibicdo induzido e do tipo neuronal afetado
(GRISAR et al,1992). Estudos experimentais mostraram que o acido glutarico e 3-
hidroxiglutarico inibem a atividade da enzima no cérebro de ratos e em cultura
neuronal de telencéfalo embrionario de pintos (KOLKER et al, 2002), bem como a
recaptacédo de glutamato em astrocitos (PORCIUNCULA et al, 2004, ROSA et al,
2007). Além disso, a atividade da Na',K'-ATPase foi fortemente inibida e teve a
expressao da subunidade a2 diminuida em animais deficientes para a enzima GCDH

com uma sobrecarga de lisina (AMARAL et al, 2012).

Um dos mecanismos importantes da regulacdo da Na',K'-ATPase é a
fosforilagdo de residuos especificos na enzima, principalmente na subunidade a.
Neste sentido, neurotransmissores, hormoénios e outras substancias agem
diretamente na enzima ou em seus receptores de membrana especificos, podendo
ativar vias de sinalizacdo que regulam a atividade da Na*,K*-ATPase (NISHI et al,
1999). Uma das maneiras de modular a atividade da Na',K'-ATPase pode ser
através da alteracao do estado de fosforilagdo dos residuos de serina 943 (a1, a2 e
a3) e serina 23 em a1 (FISONE et al, 1994; NISHI et al, 1999). Os mecanismos
pelos quais a fosforilagdo destes residuos afeta a atividade da Na',K'-ATPase
podem incluir na afinidade pelos substratos Na®, K*, e ATP e/ou aumento ou
diminuicdo da quantidade de moléculas de enzima na membrana plasmatica (NISHI
et al, 1999; TEIXEIRA et al, 2003).

Considerando que a fosforilacdo € um importante mecanismo do controle da
atividade da Na"K*'-ATPase, alteracdes na fosforilagdo podem estar relacionadas a

sua disfuncdo. Diminuicdo da atividade desta bomba, incluindo alteracbes na
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subunidade a, seja por mutacdo ou fosforilagcdo, afeta de forma importante a

sinalizacao sinaptica e a atividade neuronal.

1.5 Hipodtese

Considerando a presenca de crises epilépticas, a diminuicdo dos niveis
corticais de glutamato e GABA e a diminuicdo da atividade da bomba Na"K'-
ATPase nos animais Gcdh™ com uma sobrecarga de lisina, nossa hipétese é de que
existe uma diminuicdo da funcdo sinaptica GABAérgica mediada pelos
interneurdnios inibitorios neocorticais causado pela inibicdo da enzima GAD. Além
disto, a disfungdo da bomba Na',K'-ATPase relacionada ao seu estado de
fosforilacdo estaria ocasionando mudancas nas propriedades eletrofisiologicas da
membrana plasmaética neuronal e na liberacdo e recaptacdo de neurotransmissores

contribuindo também para os mecanismos de epileptogénese observada em AG 1.

2. Objetivos

Para testar nossa hipétese temos os seguintes objetivos:

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar de maneira funcional a transmissdao GABAérgica no neocortex e a
expressdo e o estado de fosforilagcdo da subunidade a da bomba Na* K*-ATPase

nos animais Gedh™ tratados com uma sobrecarga de lisina.
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2.2 Objetivos Especificos

Analisar no cértex cerebral dos animais Gedh™ tratados com uma sobrecarga de

lisina avaliando:

1) A atividade da enzima GAD;

2) A magnitude e cinética das correntes inibitorias pos-sinépticas espontaneas;

3) A magnitude e cinética das correntes inibitérias pés-singpticas miniaturas;

4) A expressdo e o estado de fosforilagdo da subunidade a da bomba Na* K*-
ATPase.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Utilizamos camundongos machos deficientes para a enzima glutaril-CoA
desidrogenase (Gcdh™), com idade de 28 a 40 dias poés-natal (P28-40),
desenvolvidos por Koéller e colaboradores (2002). Os controles utilizados foram os

++

animais Gedh™", de mesma idade e ambos os sexos. Os animais foram fornecidos
pela Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), genotipados e transportados para o Biotério do Departamento de
Bioquimica UFRGS. Os animais foram mantidos na sala de passagem dos
camundongos, climatizada (22-26°, umidade constante) e submetida a um ciclo de
iluminagdo de 12h claro / 12h escuro (luzes acesas das 7 as 19h durante todo o
ano), no Biotério do Departamento de Bioguimica — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais
foram acondicionados em grupos de 5 em gaiolas individualmente ventiladas através

do sistema de habitagdo em rack DGM ™ (Digital ready Green line Mouse rack)
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pertencente a marca Tecniplast. As gaiolas ventiladas possuem uma area de
501cm? e dimensdes 391x199x160 mm, sdo ligadas a um sistema de ventilagao,
possuem um filtro (0.2 micron) eficiente para filtrar bactérias e virus. No assoalho
das gaiolas ventiladas foi colocado maravalha seca e limpa trocada a cada dois dias.
Os animais tiveram livre acesso a agua e dieta padrao (0,9 % lisina e 20% de
proteinas - NUVILAB) ou dieta com sobrecarga de lisina (20% de proteinas sendo
4,7% de lisina), equivalente a aproximadamente 3 e 5 vezes a quantidade
encontrada na dieta normal. O manuseio e todos os procedimentos dos animais
experimentais, incluindo procedimento de eutanasia, envolveram o minimo de
desconforto ou sofrimento, sendo realizados de acordo com (1) a diretriz legal
brasileira — Lei n® 11.794/2008, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais
- Lei No 11.794, 8 de outubro de 2008); (2) a Resolucdo Normativa n. 12, de 20 de
setembro de 2013 (Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para
Fins Cientificos e Didaticos) e (3) a Resolugcdo Normativa N. 13, de 20 de Setembro
de 2013 (Diretrizes da Pratica de Eutanasia) do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA) .

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (n° 140270).

Os animais foram divididos em 3 grupos de acordo com a dieta oferecida:

+/+

1) Grupo controle (camundongos Gcdh™") com dieta normal;

2) Grupo Gedh” com dieta normal (Gedh™-N);

3) Grupo Gedh” com dieta com sobrecarga de lisina (Gedh”-Lis): 4,7% de
lisina, iniciada no periodo pds-natal de 28 dias (P28), a qual persistiu durante até 12

dias.

Todos os animais recebiam dieta normal. No dia pés-natal 28 (P28) um grupo dos
animais Gedh” comecaram a receber uma dieta com sobrecarga de lisina (4,7%) e

0s demais grupos continuaram a receber dieta normal.
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3.2 Atividade da enzima GAD por HPLC

A atividade da GAD foi determinada pela quantificacdo de GABA, produto da
reacdo da enzima GAD com seu substrato glutamato, usando a técnica de HPLC.
De acordo com Alberts et al (1959), utilizando a penicilamina, um inibidor da GAD,
podemos obter a sua atividade através da razdo entre a amostra sem inibidor
(atividade total) e a amostra com inibidor. Os animais foram sacrificados no periodo
pos-natal de 32 dias (P32) por decapitacdo, o encéfalo removido e o neocértex
dissecado. O neocértex foi homogeneizado com uma solucéo de fosfato de potassio
50mM, pH 6.4, com um potter de vidro. Nas aliquotas homogeneizadas foram
adicionados glutamato 1M com ou sem a adi¢do do inibidor de GAD penicilamina
10mM. As amostras foram incubadas 2 h a 37 ° C e 0,25 mL de é&cido tricloroacético
7% foi adicionado para parar a reacao, seguido por centrifugacao (5min, 1000 g, 4 °
C). O sobrenadante foi recolhido e, em seguida, 0,1 ml de hidroxido de sédio 1 M
foram adicionados para neutralizar as amostras. Na técnica de HPLC, as amostras
foram derivatizadas com o-ftalaldeido e a separacdo foi realizada através de uma
coluna de fase reversa (Supelcosil LC-18, 250mmx4,6mm, Supelco) em um
cromatoégrafo liquido Shimadzu (valvula de injegao em lago 50uL). A fase maovel fluiu
a taxa de 1,4mL/min e a temperatura da coluna foi de 22°C. As composi¢cdes dos
tampbes foram A: tampao fosfato de sddio monoidratado 0,04 mol/L, pH 5.5,
contendo 20% de metanol; B: tampé&o fosfato de s6dio monoidratado 0.01 mols/L, pH
5.5, contendo 80% de metanol. O padréo do gradiente foi modificado de acordo com
o tampé&o B na fase movel: 0% a 0.00 min, 25% a 13.75 min, 100% a 15.00-20.00
min, 0% a 20.01-25.00 min. A absorbancia foi lida a 360nm (excitacédo) e 455nm
(emissdo) em um detector de fluorescéncia Shimadzu. Foram utilizados 25uL de

amostra e a concentragao expressa em uM/ pg de proteina.
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3.3 Eletrofisiologia in vitro

Para a avaliacdo do sistema GABAérgico cortical utilizamos uma analise
eletrofisiolégica in vitro das correntes inibitérias pés-sinapticas espontaneas (CIPS
espontaneas) e miniaturas (CIPS miniaturas) nos neurdnios piramidais corticais de
fatias cerebrais de camundongos Gcdh™* e Gedh”, nos diferentes tratamentos

descritos, utilizando a técnica de patch-clamp no modo voltage-clamp.

3.3.1 Obtengé&o e manutengéo das fatias

No periodo entre os dias pés-natais de 28 dias a 40 dias (P28-40) os animais
foram anestesiados com ketamina:xilazina (80-120 mg/kg: 10-16mg/kg ip) e
decapitados. O encéfalo foi rapidamente removido e colocado na base do recipiente
do vibratomo (VTS-1000, Leica) que continha o liquido cefalorraquidiano artificial de
corte (LCRAc) composto por (em mM) 220 sacarose, 3 KCI, 1.25 NaH;PO,4, 2
MgSO,4, 26 NaHCOgj, 2 CaCl;, 10 dextrose (295-305 mOsm), constantemente
oxigenado ( 95% O, — 5%CO;) e mantido a 4°C.Os encéfalos foram cortados em
fatias coronais medindo 280um de espessura e as fatias foram imediatamente
transferidas para um recipiente contendo a solucdo LCRA de registro (LCRAr),
constantemente oxigenada, composta de (em mM) 124 NaCl, 3 KCI, 1,25 NaH,;POyq,
2 MgQO4, 26 NaHCOg3;, 2 CaCl,, 10 dextrose (295-305 mOsm). As fatias foram
incubadas durante 45 minutos a 37°C neste recipiente contendo a solugdo LCRAr e,
posteriormente, foram mantidas a temperatura ambiente até o uso sob constante
oxigenacdo. A cada experimento uma fatia individual foi transferida para a camara

de submersédo onde os registros eletrofisiologicos foram realizados. Nesta camara as
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fatias do encéfalo foram continuamente perfundidas com a solucdo LCRAr

oxigenada, e mantidas a temperatura de 33°C-35°C (Calcagnotto et al. 2002).

3.3.2.Whole-cell patch-clamp (modo voltage-clamp)

O registro das CIPS espontédnea e CIPS miniatura foram realizados nos
neurdnios piramidais da camada V do neocoértex somatossensorial nas fatias
cerebrais dos camundongos Gedh*’* e Gedh™, nos diferentes tratamentos descritos.
As células foram visualizadas por um sistema de video microscopia que utiliza
contraste de interferéncia diferencial (IR-DIC). As micropipetas (eletrodos de
registro) utilizadas para a técnica de patch-clamp (3-7MQ) foram manufaturadas a
partir de tubos capilares de borosilicato medindo 1,5mm de diametro utilizando o
estirador de micropipetas (Sutter P-100). Apds o estiramento, as micropipetas foram
polidas através de um processo de conformagcdo mecanica utilizando microforge
para diminuir a resisténcia capilar. A solucdo intracelular utilizada dentro das
micropipetas foi composta por (em mM) 135 CsCl,, 10 NaCl, 2 MgCl,, 10 HEPES, 10
EGTA, 2 Na,ATP, 0,2 Na,GTP, 1,25 QX-314, ajustada ao pH 7,2 com CsOH (285-
290 mOsm). As CIPS espontaneas foram registradas nos neurdnios piramidais com
potencial de membrana fixado a OmV. Para isolar a resposta GABAérgica,
adicionamos ao banho de perfusdo CNQX 20uM e D-AP5 50uM, antagonistas dos
receptores de glutamato AMPA e NMDA, respectivamente. Para registro das CIPS
miniaturas TTX (tetrodotoxina) 1uM foi adicionado a perfusédo. Apds alguns registros
CIPS foram bloqueadas com bicuculina (antagonista dos receptores GABAA) (10 uM)
adicionada ao banho de perfusdo comprovando serem mediadas por receptores
GABAA. A corrente foi registrada com o amplificador Multiclamp 700B (Axon
Instruments — Molecular Devices), e monitoradas por um osciloscopio. Os dados
foram filtrados a 1 kHz (3 dB, 8-pole Bessel filter), digitalizados em amostras a 10
kHz, e monitorados por um computador utilizando o programa pClamp 10.0 (Axon

Instruments — Molecular Devices). A resisténcia de acesso celular foi
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cuidadosamente monitorada durante todo o registro, e as células com mudanca de

valores acima de 15% ou com valores maiores do que 20 MQ foram excluidas.

3.4 Imunodetecgéo da subunidade a da bomba Na*,K*-ATPase

A expressdo e o estado de fosforilagdo da subunidade a da bomba Na*,K’-
ATPase foram avaliados por western blot. Os animais no periodo pés-natal de 32
dias (P32) foram anestesiados com ketamina:xilazina (80-120 mg/kg: 10-16mg/kg ip)
e decapitados. O neocortex foi rapidamente dissecado em uma placa de Petri
invertida colocada em gelo. O tecido foi homogeneizado 1:5 (g/v) em proteina de
tecido com o reagente de extracdo de proteinas de tecido (T-PER) (Pierce) com
coquetel de inibidores de proteases e fosfatases (Pierce). Os homogeneizados
foram centrifugados a 10.000 xg, a 4°C durante 5 minutos e o sobrenadante foi
recolhido. A concentracdo de proteina foi ajustada para 2 mg/mL. As amostras (20
Hg de proteina) foram misturadas com tampdao de carga de SDS e fervida durante 10
minutos. Logo em seguida, as aliquotas (20 pg) foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS (9%) e transferidas para uma membrana de difluoreto de
polivinilideno. As membranas foram blogueadas com 5 % (g/v) de albumina de soro
bovino (BSA) em soro fisiologico tamponado com Tris (TBS) durante 1 h e durante a
noite a 4° C foram incubadas com anticorpos primarios direcionados contra a
subunidade a da bomba Na*,K*-ATPase nao-fosforilada (1:10.000) e fosforilada em
Ser943 (1:10.000) em solugcéo TBS contendo 2,5 % BSA. As membranas foram
lavadas trés vezes em solucdo salina tamponada com Tris, contendo 0,01 % (v /v)
de Tween 20 (TBS - T) e incubadas durante 1 h com o anti-anticorpo secundario de
coelho biotinilado (1:10000, Sigma - Aldrich) em TBS contendo 2,5 % de BSA. Em
seguida, as membranas foram lavadas mais trés vezes e incubadas durante 1 h com
um polimero de estreptavidina peroxidase (1:2500, Sigma Aldrich) em TBS contendo

2,5 % de BSA. As bandas foram reveladas utilizando 3,3 ', 5,5' — tetrametilbenzidina.
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As bandas foram verificadas e quantificadas com o software ImageJ (RIID: ni - 0000-
30467).

3.5 Biosseguranca e descarte de residuos

Os camundongos s&o de linhagem mista C57BI/6J x 129SvEv (KOELLER et al,
2002) e a manutencdo da colonia foi realizada na Unidade de Experimentacéo
Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre seguindo a Lei de Biosseguranca
(Lei n. 11.105, de 24 de marco de 2005). O acasalamento foi feito através de
camundongos homozigotos dominantes (selvagens) e recessivos (doentes), ja que
0os homozigotos doentes sao férteis. A genotipagem foi realizada por métodos de
biologia molecular no momento do desmame para confirmar o genétipo dos
mesmos. Os camundongos foram genotipados por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) a partir de DNA gendmico utilizando técnicas ja estabelecidas no laboratério.
Aos 24 dias de vida todos os animais em estudo foram transportados para o Biotério
do Departamento de Bioquimica da UFRGS. Apds 4 dias de adaptacédo, isto é,
guando os animais terdo 28 dias de vida, os experimentos foram iniciados. Durante
0S experimentos realizados no Departamento de Bioquimica da UFRGS, os
equipamentos de protecdo individual foram utilizados para proteger a saude e

garantir a integridade fisica do pesquisador.

Todo material biol6gico — especialmente as carcagas dos animais e as fatias de
cérebros depois do uso — foram acondicionados em sacos plasticos brancos
fornecidos pela empresa coletora licitada pela Universidade no periodo em que se
realizaram os experimentos, e ficaram armazenados em freezer horizontal
exclusivamente destinado a esse fim, localizado dentro das instalacdes do biotério
do Departamento de Bioquimica. Seu recolhimento pela empresa licitada foi feito
regularmente, de acordo com as normas vigentes de biosseguranca. Os materiais de
plastico com residuos biolégicos nao-toxicos (luvas, tubos de eppendorf, ponteiras

utilizados para manuseio dos animais e preparo de solu¢des) foram colocados no
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lixo branco ao final de cada experimento e armazenados em recipiente adequado no
Departamento de Bioquimica, para posterior recolhimento pelo servico especifico da
empresa licitada para esse fim, e destinados a um processo de autoclavagem.
Agulhas, laminas de bisturi e eletrodos de vidro foram colocadas em caixas

especificas para material perfurocortante para posterior processamento.

Os residuos quimicos foram separados de acordo com a seguinte
classificacdo: residuos organicos halogenados, organicos nao-halogenados,
solventes aquosos, solventes organicos passiveis de purificacdo e residuos sélidos.
As embalagens foram periodicamente coletadas e enviadas para o Centro de

Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos do Instituto de Quimica da UFRGS.

O gel de eletroforese utilizado na técnica de Western Blot foi separado em um
recipiente especifico rotulado com as especificagdes de residuo soélido e com a

composicao do rejeito, as membranas foram descartadas no lixo branco.

3.6 Andlise dos dados

Os dados obtidos através das técnicas de HPLC e Western Blot foram
analisados por uma analise de variancia, One-Way ANOVA, seguido de teste post-
hoc (Tukey) para comparar os diferentes grupos. O nivel de significancia foi

convencionado como P < 0,05.

As CIPS espontaneas e CIPS miniaturas foram medidas utilizando o software
Mini Analysis 6.0.7 (Synaptosoft). Cada evento de CIPS foi manualmente
selecionado baseado na amplitude, tempo de decaimento e de subida da resposta.
A andlise dos eventos por célula correspondeu entre 100 a 200 eventos ou o total de
eventos presentes em 1 minuto de registro tanto para as CIPS espontaneas quanto
para CIPS miniaturas. A amplitude, frequéncia, tempo de subida 10-90% e o tempo
de decaimento 10-90% foram analisados. Andlise de variancia, One-Way ANOVA,

seguida de teste post-hoc (Tukey) foi utilizada para comparar os resultados entre as
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células dos diferentes grupos animais. O nivel de significancia foi convencionado

como P<0,05.

Todos os dados sdo apresentados como meédia = erro padrdo e todas as
analises estatisticas e graficos foram feitos utilizando-se o software GraphPad Prism
5.

4. RESULTADOS

4.1 Atividade da enzima GAD no neocortex

A atividade da GAD foi medida através da técnica de HPLC, comparando a
razdo da amostra sem inibidor (atividade total) e a amostra com inibidor da GAD
penicilamina. A razdo entre a atividade total e a atividade da GAD inibida teve uma
diminuicdo significativa nos animais Gcdh™-Lis (1,19uM/pg + 0,04; n=7) quando
comparados aos animais Gedh™* (1,72M/ug + 0,16; n=10) (One-Way ANOVA
seguida pelo teste Tukey de mdultiplas comparag6es, p<0,05). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos Gedh”-Lis e o grupo de animais Gedh™-N (1,49uM/pg +
0,13; n=6) (Figura 6). Podemos visualizar a diferenca do pico de GABA entre as
amostras com ou sem inibidor dos diferentes grupos no cromatograma
representativo da atividade da GAD por HPLC (Figura 7). Observamos que nao
existe diferenca nos picos de GABA entre as amostras com ou sem inibidor no grupo
dos animais Gcdh™-Lis. Isto demonstra que a atividade da GAD neste grupo esta
diminuida. A diminuicdo da atividade da GAD observada nos animais Gcdh™-Lis
juntamente com os resultados obtidos de um estudo anterior do nosso grupo
(PASQUETTI, 2014) mostram uma possivel contribuicdo para a hiperexcitabilidade e

epileptogénese na AG I.
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Figura 6 — Diminui¢cdo na atividade da enzima GAD no neocdrtex, analisada por HPLC. Os
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4.2 Correntes inibitérias pds-sinapticas espontaneas (CIPS espontaneas)

Além da diminuigcdo da atividade da enzima GAD no neocortex dos animais
Gedh™-Lis, em estudos prévios do nosso grupo (PASQUETTI, 2014) foi observado
também uma diminuicdo do imunocontetdo enzima GAD e uma mudanga nos niveis
dos neurotransmissores glutamato e GABA no neocoOrtex destes animais. Para
avaliar se funcionalmente a transmissdo sinaptica GABAérgica cortical esta
comprometida realizamos registros das correntes inibitérias pés-sinapticas (CIPS)
em neurdnios corticais. Utilizando a técnica de patch-clamp. Avaliamos as
propriedades cinéticas das CIPS espontaneas registradas no modo whole-cell
voltage-clamp nas células piramidais da camada V do neocoértex dos camundongos
Gedh™™ e Gedh™, nos diferentes tratamentos descritos. Os registros foram feitos
com o potencial de membrana fixado a OmV (potencial de reversdao das correntes
mediadas por glutamato) mediante a perfusdo LCRAr contendo os antagonistas dos
receptores de glutamato (20uM CNQX e 50uM D-AP5). A adicdo de 10uM de
bicuculina aboliu as CIPS, confirmando o envolvimento dos receptores de GABAa
(dado ndo mostrado). Os tracados representativos das CIPS espontaneas séo
encontrados na figura 8A. A andlise das CIPS espontaneas mostrou uma
significativa reducéo na frequéncia nas células piramidais dos animais Gedh”-Lis
(1,57Hz + 0,1; n=17) quando comparada aos demais grupos (Gcdh™-N:3,93Hz + 0,2;
n=13; Gedh™*: 3,78Hz + 0,3; n=16; One-Way ANOVA seguida pelo teste Tukey de
multiplas comparac¢des, p<0,0003 (Figura 8B). A curva de probabilidade cumulativa
e a andlise estatistica de Kolmogorov-Smirnov confirmou a diminui¢do na frequéncia
das CIPS espontaneas nas células dos animais Gcdh 7-Lis (n=7) quando
comparado as células dos demais grupos (Gedh*’* :P<0,0001; n=5 e Gedh "-N: P <
0,0001; n=4). Nao houve diferenca na frequéncia das CIPS espontaneas entre as
células piramidais dos animais Gecdh "-N e dos animais Gedh** (P>0,06) (Figura
8C). N&o observamos diferenca significativa na analise da amplitude (Gedh™™*:
8,09pA + 0,5, n=13; Gedh”-N: 6,92pA + 0,6 , n=16; Gcdh "-Lis: 7,11pA + 0,4 |
n=13), tempo de decaimento 10-90% (Gcdh**: 3,36ms + 0,2 , n=13; Gcdh™-N:
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2,94ms + 0,1, n=16; Gcdh™-Lis: 3,16ms + 0,2 , n=13) e tempo de subida 10-90%
(Gedh™: 3,29ms + 0,1, n=13; Gedh™-N: 3,09ms + 0,1 , n=16; Gedh™™-Lis: 3,18ms +
0,2 , n=13) (One-Way ANOVA seguida pelo teste Tukey de multiplas comparacdes

p>0,05). O que podemos observar na figura 8D.
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Figura 8 — Diminuic&o na frequéncia das CIPS espontanea nas células piramidais neocorticais
dos animais Gedh™-Lis. A: Tracados representativos das CIPS espontaneas nas células piramidais
da camada V do neocértex dos animais Gedh™, Gedh™-N e Gedh™-Lis. B: Média da frequéncia das
CIPS espontaneas. C: Curva de probabilidade cumulativa das CIPS espontaneas (teste Kolmogorov-
Smirnov, P<0,001). D: Média da amplitude (pA), tempo de decaimento (ms) e tempo de subida (ms)

das CIPS espontaneas.

4.3 Correntes inibitorias pds-sinapticas miniaturas (CIPS miniaturas)

As CIPS miniaturas foram registradas mediante a adicdo de 1uM TTX ao banho
de perfusdo. O potencial de membrana continuou fixado a OmV. Os canais de sédio
voltagem-dependente bloqueados pela presenca de TTX ndo permitem a geracao de
potenciais de acdo. Desta forma, as medidas das CIPS miniaturas representam a
guantidade basal de neurotransmissores liberada na fenda sindptica através de
vesiculas sinapticas independentes de potencial de acéo.
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Os tracados representativos das CIPS miniaturas sdo mostrados na figura 9A.
Da mesma forma que as CIPS espontaneas, a frequéncia das CIPS miniaturas nas
células piramidais da camada V do neocértex dos animais Gedh™-Lis (1,28Hz +
0,07; n=11) apresentou uma significativa diminuicdo quando comparada as células
dos demais animais (Gedh™-N :3,18Hz + 0,1; n=11; Gedh™ :3,12Hz + 0,09; n=7;
One-Way ANOVA seguida pelo teste Tukey de mdltiplas comparacdes, p<0,0001)
(Figura 9B). A curva de probabilidade cumulativa e a analise estatistica de
Kolmogorov-Smirnov confirmou a diminuicdo na frequéncia das CIPS miniatura nas
células dos animais Gedh "-Lis (n=5) quando comparado as células piramidais dos
demais grupos (Gedh**: P<0,0001; n=5; Gedh”-N; P<0,0001; n=5). N&o houve
diferenca na frequéncia das CIPS miniaturas entre as células piramidais dos animais
Gedh”™-N e dos animais Gedh*™* (P > 0,1) (Figura 9C). N&o foi observada uma
diferenca significativa na andlise da amplitude (Gcdh**: 4,85pA + 0,3, n=7; Gedh -
N: 4,62pA + 0,2 , n=11; Gedh "-Lis: 4,26pA + 0,2 , n=11), tempo de decaimento 10-
90% (Gedh™™ : 3,29ms + 0,1, n=7; Gedh -N: 3,06ms + 0,2 , n=11; Gedh -Lis:
2,98ms + 0,1, n=11) e tempo de subida 10-90% (Gcdh™*: 3,48ms + 0,1 , n=7; Gedh
FN: 3,93ms + 0,1, n=11; Gedh™-Lis: 3,84ms + 0,2, n=11) (One-Way ANOVA seguida

pelo teste Tukey de multiplas comparacbes, p>0,05). O que podemos observar na
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Figura 9 - Diminui¢do na frequéncia CIPS miniaturas nas células piramidais neocorticais dos
animais Gedh "-Lis. A: Tracados representativos das CIPS miniaturas nas células piramidais da
camada V do neocértex dos animais Gedh™*, Gedh”-N e Gedh™-Lis. B: Média da frequéncia das
CIPS miniaturas. C: Curva de probabilidade cumulativa das CIPS miniaturas (teste Kolmogorov-
Smirnov, P<0,001). D: Média da amplitude (pA), tempo de decaimento (ms) e tempo de subida (ms)

das CIPS miniaturas

4.4 Expressdo e estado de fosforilagido da subunidade a da bomba Na*,K*-
ATPase

Segundo AMARAL et al, 2012 a atividade da bomba Na*,K*-ATPase apresenta-
se diminuida no neocértex dos animais Gecdh”-Lis. A fim de investigar se a
diminuicdo da atividade da Na’,K'-ATPase é causada por uma diminuicdo na
guantidade de enzima disponivel, resolvemos analisar expressdo da subunidade
catalica o da bomba Na'K'-ATPase através da determinacdo de sua
imunorreatividade por western blot. De fato, a analise estatistica revelou que a
expressdo da subunidade a da bomba Na*,K*-ATPase esta diminuida no neocoértex
dos animais Gcdh”-Lis (0,43 + 0,09; n = 6) quando comparada com os demais
grupos (Gedh™-N: 0,77 + 0,1; n = 7; Gedh™: 0,99 + 0,04; n = 7; One-Way ANOVA
seguida pelo teste Tukey de multiplas comparacfes, p<0,001) (Figura 10A).
Entretanto ao analisar a fosforilagdo da enzima no residuo Ser943 da subunidade q,
0 qual é critico para regulacdo da atividade da enzima, ndo observamos diferenca
estatistica entre os grupos (Gcdh™-Lis: 0,93 + 0,1, n=6; Gedh™-N: 0,75 + 0,09, n= 7;
Gedh**: 1,06 + 0,06, n=7; One-Way ANOVA seguida pelo teste Tukey de mdaltiplas
comparagodes, p>0,1) (Figura 10B). Para corrigir a real expressao da fosforilagdo do
residuo943 pela quantidade da subunidade a total que cada grupo realizamos a
razdo entre o residuo fosforilado Ser943 e a subunidade a da bomba Na™K*-
ATPase. A andlise estatistica revelou que os animais Gedh™-Lis (2,1 + 0,3, n=6)
apresentam um aumento significativo da expressao do residuo943 no neocortex

quando comparada aos demais grupos Gedh”-N: 1,1 + 0,2, n=7; Gedh**: 1,07 +
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0,06, n=7; One-Way ANOVA seguida pelo teste Tukey de multiplas comparacdes,
p<0,001) (Figura 10C). Desta forma, podemos sugerir que a diminui¢cdo da atividade
da bomba Na"K'-ATPase possivelmente pode ser causada pela quantidade de
enzima disponivel e pelo envolvimento da fosforilagdo do residuo Ser943 da

subunidade a.
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Figura 10 - Diminuigdo da expressdo da subunidade a e aumento da fosforilagao do residuo
Ser943 da bomba Na',K'-ATPase no neocértex dos animais Gcdh "-Lis. A: Expressao da
subunidade a da bomba Na"K'-ATPase no neocértex. B: Expressdo da fosforilagdo do residuo
Ser943 da subunidade a da bomba Na"K*-ATPase no neocértex. C: Razdo do residuo fosforilado
Ser943 pela subunidade a da bomba Na"K*-ATPase no neocortex.

5. DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos a transmisséao sinaptica GABAérgica cortical através
da andlise da atividade da enzima GAD e das CIPS espontaneas e miniaturas. Além
disto, avaliamos a expressao e estado de fosforilagdo do residuo Ser 943 da

subunidade a da Na*,K*-ATPase.
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5.1 Transmissdo GABAérgica neocortical

Tem-se sido sugerido na literatura que o acumulo destes acidos,
principalmente o AG e 3-OHAG, estédo envolvidos em processos de patogénese da
neurodegeneracdo da AG | (KOLKER et al, 2004), como por exemplo, influenciando
na recaptacdo de glutamato (PORCIUNCULA et al, 2000; BUSANELLO et al, 2014),
producdo de GABA (STOKEE et al,1976) e na atividade da Na'K'-ATPase
(KOLKER et al, 2002). Estudos mostram que AG e 3-OHAG sé&o inibidores
competitivos da GAD, enzima que converte glutamato em GABA (STOKKE et al,
1976). Interessante que pacientes com AG | acumulam &cidos organicos em tecidos
e fluidos corporais (GOODMAN et al, 1977; HOFFMANN et al, 1999; KOLKER et al,
2006). O acumulo de AG e 3-OHAG, em tecido como cérebro, figado e musculo, séo
similares aos encontrados nos animais Gedh™-Lis (KOELLER et al, 2002). Além
disto, estudo post-mortem com pacientes com AG | mostrou uma diminuicdo dos
niveis de GABA nos nucleos da base (GOODMAN, 1995). Um estudo anterior do
nosso laboratério demonstrou uma diminuicdo nos niveis de liberagdo de GABA
basal e um aumento de glutamato induzido por despolarizagdo nas preparagdes de
sinaptossomas, além da diminuicdo do imunocontetdo da GAD no neocértex dos
animais Gedh”-Lis (PASQUETTI, 2014). Seria de se esperar que a atividade da
GAD estivesse diminuida nestas condicdes. Mediante a analise dos sinaptossomas
do neocértex dos animais Gedh™-Lis podemos comprovar que a atividade desta
enzima esta realmente diminuida. Portanto, os AG e 3-OHAG parecem estar
modulando indiretamente a neurotransmissdo glutamatérgica e GABAérgica,
resultando no desequilibrio entre a neurotransmisséo excitatéria e inibitoria (LIMA et
al,1998) a qual leva a uma hiperexcitabilidade neuronal, contribuindo para a
epileptogénese (WANG et al, 2011).

A andlise das correntes inibitérias pos-sinapticas (CIPS) mediadas pelo
receptor GABAA € uma ferramenta importante para se avaliar a transmissao
sinaptica GABAérgica (JONES e HARRISON et al, 1994; BORST et al, 1994). A

cinética das CIPS é determinada pelas propriedades biofisicas dos receptores pos-
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sinapticos (SCHOFIELD e HUGUENARD, 2007; EYRE et al, 2012). Além disto,
através da andlise da frequéncia das CIPS podemos mensurar a liberacdo de GABA
na fenda sinaptica (KRAUSHAAR e JONAS et al, 2000).

Com o intuito de confirmar que os animais Gedh™-Lis possuem uma diminuicéo
na sintese de GABA, causada pela diminuicdo da atividade da enzima GAD,
realizamos a analise funcional das sinapses GABAérgicas no neocortex destes
animais. Para tanto utilizamos a técnica de patch-clamp registrando as CIPS
espontaneas e miniaturas nas células piramidais corticais. Se a sintese de GABA e a
liberacdo avaliada pelas andlises dos sinaptossomas estdo diminuidas,
esperariamos que a frequéncia das respostas mediadas pelo GABA estivesse
igualmente diminuida, ja que este parametro reflete na liberacdo de
neurotransmissor pelos neurdnios pré-sinapticos (EL-HUSSEINI et al, 2000; COBOS
et al, 2005; CALCAGNOTTO et al, 2010) Corroborando com esta hipétese,
observamos que nas células piramidais no neocértex dos animais Gcdh "-Lis
existem uma diminuicdo na frequéncia ndo somente das CIPS espontaneas como
também das CIPS miniaturas que indicam a quantidade de GABA sendo liberado na
fenda sinaptica através da ligacdo do GABA com seu receptor (GABAA) no neurdnio
pos-sindptico. Na verdade, os animais Gcdh™-Lis apresentaram uma redugdo
significante na frequéncia das CIPS espontaneas quando comparado aos animais do

+/+

grupo Gedh*™* e Gedh™-N. Essa diferenca pode ser explicada pelo préprio modelo no
gual a dieta de lisina leva a um maior acumulo de &cidos organicos e,
consequentemente inibicdo da sintese de GABA (KOELLER et al, 2002; ZINNATI et
al, 2006). Uma possibilidade que poderia explicar adicionalmente esta diminui¢c&o
das CIPS seria alteracdo no transporte vesicular de GABA nos interneurénios. No
entanto dados anteriores do nosso laboratério mostram que o imunocontetddo de
VGAT (transportador vesicular de GABA) no neocértex dos animais Gcdh™-Lis
apresenta-se igual aos controles, descartando esta hipotese (PASQUETTI, 2014).
Esta diminuicdo de GABA encontrada no neocortex, possivelmente pode ser
encontrada no estriado, ja& que em investigacbes post-mortem no putamen e
causado de pacientes com AG I, as concentracdes de GABA estdo extremamente

baixas (LEIBEL et al, 1980) e resultados preliminares do nosso grupo encaminham-
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se para a mesma direcdo (dados ndo publicados). Outra hipétese que poderia
explicar estas alteracfes no sistema GABAErgico seria a alteracdo nos receptores
de GABA. Para que isso seja corroborado, deveriamos ter observado alteragdes na
amplitude e na cinética das CIPS espontaneas e/ou miniaturas (WU et al, 2012;
DIXON et al, 2014, 2015). Uma anélise minuciosa da amplitude, tempo de subida e
tempo de decaimento destas respostas inibitérias nas células piramidais do
neocortex dos animais Gcdh™-Lis mostrou auséncia de alteracdes em relacdo aos
controles, deixando esta hipotese pouco provavel. A diminuicdo de GABA favorece a
hiperexcitabilidade da rede neuronal e isso associado ao aumento da liberagcéo de
glutamato j& descrita, pode explicar em parte a presenca de crises epilépticas
espontaneas nos animais Gedh™-Lis (PASQUETTI, 2014). Os prejuizos no SNC na
AG | comecam no periodo pré-natal, resultando em alguns casos em malformacéao
cortical frontal e temporal (HOFFMAN e ZSCHOCKE, 1999). Sabemos que o GABA
€ crucial nos processos de migracdo, proliferacdo e maturacdo das sinapses
participando ativamente no desenvolvimento de circuitos neuronais funcionais
(WANG e KRIEGSTEIN, 2011; OWENS e KRIEGSTEIN, 2002). Portanto, uma
diminuicdo funcdo GABAérgica observada nos animais Gedh "-Lis poderia estar
envolvida nos mecanismos alteragdes da circuitaria neuronal e neurodegeneracao

cerebral além de epileptogénese em pacientes com AG |.

O GABA ¢ liberado nos estagios iniciais do desenvolvimento, pois ja foi
constatado que marcadores de GABA sédo expressos antes do periodo da formacao
de sinapses. Este GABA atua como um fator tréfico para modular diversos
processos envolvidos no desenvolvimento de circuitos neurais. Um destes
processos € a formacdo de sinapses excitatorias (BEN-ARI et al, 2007). A
sinalizacdo GABAérgica precede a sinalizacdo glutamatérgica no desenvolvimento
do neocortex, sendo que os neurbnios em desenvolvimento expressam receptores
GABAA (OWENS et al, 1999; HENNOU et al, 2002). Além disto, a acdo do GABA no
seu receptor pode despolarizar ou hiperpolarizar os neurénios dependendo da fase
do desenvolvimento devido a expressdo dos transportadores e co-transportadores
de CI' (OWENS e KRIEGSTEIN, 2002). O principal transportador do ion ClI" em

neurbnios maduros €& o transportador KCC2, sendo o mais expresso. Este
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transportador promove o efluxo dos ions K* e CI, contribuindo para a baixa
concentracéo intracelular do ion CI'. Desta forma, a ativacado do receptor GABAx leva
a uma hiperpolarizagdo. Enquanto que em neurdnios imaturos, a maior expresséo e
do co-transportador Na*,K*,2CI" NKCC1, que tem um importante papel na alta
concentracao intracelular de CI'. Desta forma, a ativacdo do receptor GABAA leva a
uma despolarizacdo. Portanto, o GABA no inicio do desenvolvimento pode excitar
neurbnios (DELPIRE, 2000). Um estudo com animais nocautes para 0O CcoO-
transportador NKCC1 mostrou que a despolarizagdo mediada pelo GABA é
necesséria para a formacdo de sinapses excitatorias via ativacdo dos receptores
NMDA e no crescimento de dendritos no desenvolvimento do neocoértex (WANG e
KRIEGSTEIN et al, 2008). Este mesmo estudo mostrou que o blogueio do NKCC1
provoca alteracdes persistentes nos circuitos neuronais corticais em adultos (WANG
e KRIEGSTEIN et al, 2008). Isto nos leva a pensar que diminuicdo de GABA nos
animais Gcdh™-Lis pode estar comprometendo a sinalizacdo e transmisséo
glutamatérgica. Alguns indicios da disfuncdo glutamatérgica ja tém sido relatados
nos animais Gedh”-Lis. Foi verificada uma diminuicao significativa na recaptacéo de
glutamato no neocértex cerebral dos animais Gcdh™-Lis induzida pela aplicacéo
exdgena local de AG. Além disto, a utilizacdo de um inibidor competitivo do
transportador astrocitario de glutamato indicou que a diminuicdo na recaptacado de
glutamato causada pelo AG pode ser devida a competicdo entre o AG e o glutamato
pelo mesmo sitio no transportador (BUSANELLO et al, 2014). Outro estudo com 0s
animais Gedh™-Lis demostrou um significativo aumento na expressdo de mRNA da
subunidade NR2B do receptor de glutamato NMDA no neocOrtex destes animais
(RODRIGUES et al, 2015), o qual parece ser critico na excitotoxicidade
Ineurotoxicidade em modelos AG | (KOLKER et al, 1999, 2000). Contudo, mais
estudos focando na analise funcional da transmissdo sindptica glutamatérgica

ajudariam a reforgar estes achados.

Um aspecto importante € o circuito neocortical-hipocampal, crucial para a
memoaria associativa, que envia projecfes inibitérias de longo alcance do cortex
entorrinal, sendo que estd estrutura recebe aferéncias de varias regides do

neocortex, ao hipocampo. Estas projecOes inibitérias fazem sinapses com o0s
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interneurdénios GABAérgicos na regido de CAl no hipocampo. Estas projecdes
provocam a desinibicao dos interneurénios GABAérgicos, estes fazem sinapses com
as células piramidais da regido de CAl. Assim, a desinibicdo dos interneurénios
promove a excitacdo dos neurdnios piramidais por suprimir a inibicdo por ativacao.
Isso aumenta a capacidade dos neurdnios piramidais de disparo de potenciais de
acao nos dendritos através de sinapses evocadas e promovem um ritmo na geracao
de plasticidade heterossinaptica aumentando assim a precisdo de memorias
associativas de longo prazo (BASU et al, 2016). Em outro estudo, foi demonstrado
que a ativacdo dos axbnios GABAérgicos de longo alcance a partir do neocortex
melhorou a atividade ritmica teta nos neurbnios pos-sindpticos no hipocampo
(MELZER et al, 2012). Desta forma, a diminuicdo na liberacdo de GABA no
neocértex nos animais Gedh™-Lis confirmada através da diminuicéo da frequéncia
tanto das CIPS espontaneas quanto miniaturas podem estar influenciando no
circuito neuronal neocortical-hipocampal e assim prejudicando a memoria destes
animais. Um indicio desse prejuizo na meméria foi relatado nos animais Gedh™-Lis
através do teste da esquiva inibitdria, no qual os animais apresentaram um déficit na
memoaria de curto e longo prazo (BUSANELLO et al, 2013).

A degeneracdo estriatal, principalmente no putamen e caudado, é a
consequéncia mais grave em pacientes com AG [, deixando muitas vezes sequelas
neurologicas (STRAUSS et al, 2003). Distarbios do movimento como discinesia e
distonia sdo as manifestacbes clinicas associadas a degeneracdo estriatal
demostradas através de estudos de neuroimagens (HOFFMANN et al 1996;
STRAUSS et al, 2003, 2007). O complexo estriatal recebe inputs excitatorios
glutamatérgicos do neocortex e estruturas talamicas, os quais estabelecem sinapses
com distintas populacdes de neurdnios de espinhos médios (NEM). Toda a aferéncia
para nucleos da base chega ao estriado (putamen e caudado) e depois seguem para
o globo palido (interno e externo) ou substantia nigra. A ativacdo ou inibicdo da
atividade locomotora ou do movimento é dependente da via que esta sendo ativada,
podendo ser a via direta ou indireta. A ativagao cortical produz a liberacdo de
glutamato que age nas projecdes dos NEM para a substantia nigra pars reticulata

(SNPr) e para o globo pélido interno (GPi). Os NEM s&o neurénios GABAZérgicos e
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eles exercem uma acdo inibitéria nos neurbnios da SNPr que também sao
GABAérgicos. Desta forma, a inibicdo dos neurbnios da SNPr conduz uma
desinibicdo dos neurdnios glutamatérgicos do talamo, que recebe o input e
projecbes da SNPr. Assim, o resultado da ativacédo desta via direta sdo eventos de
ativacdo locomotora/movimentos. A via indireta por sua vez ocorre através da
ativacdo dos NEM, que se projetam indiretamente a SNPr através do globo palido
externo (GPe) e ao nucleo subtalamico (NST). A ativacdo desta via inibe os
neurbnios GABAérgicos do GPe que conduz uma desinibicdo dos neurbnios
glutamatérgicos do NST. O aumento da liberacdo dos neurénios excitatérios do NST
ativa os neurdnios GABAérgicos da SNPr que se projeta ao tdlamo. Assim, o
resultado desta via € a reducdo da atividade locomotora e do movimento
(CALABRESI et al, 2014). O déficit na transmissdo GABAérgica no neocortex dos
animais Gedh™-Lis foi confirmado por estudos do nosso grupo de pesquisa. Dados
deste trabalho e de estudos anteriores do nosso laboratorio mostram diminuigdo do
imunocontetudo da GAD cortical (PASQUETTI, 2014), assim como da atividade da
GAD no neocértex dos animais Gedh™-Lis (dados desta dissertagdo). Em funcédo da
diminuicdo da atividade da GAD, eles provavelmente apresentam diminuicdo da
sintese de GABA, o que foi confirmada através da analise das CIPS espontaneas e
miniaturas mostradas aqui. Por fim, a diminuicdo da atividade da GAD pode
promover o aumento na quantidade de glutamato que foi observado no neocoértex
dos animais Gedh™-Lis (PASQUETTI,2014). Portanto, estes dados apontam para um
desbalanco entre a transmissdo GABAérgica e glutamatérgica no neocortex nos
animais Gedh™-Lis. Assim, a disfuncédo nos sistemas GABAérgico e glutamatérgico
no neocértex podem influenciar o circuito neuronal nos nucleos da base que
recebem inputs neocorticais, promovendo distirbios dos movimentos observados

em pacientes com AG I.
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5.2 Bomba Na",K*-ATPase

Estudos experimentais mostraram que os &cidos glutarico e 3-OHAG inibem a
atividade da enzima Na',K'-ATPase (KOLKER et al, 2002). Além disso, dados
mostram que a atividade da Na*,K*-ATPase est4 inibida em Gedh™-Lis (AMARAL et
al, 2012). A diminuicdo da atividade desta enzima poderia ser explicada pelo menos
em parte, pelo decréscimo dos niveis de moléculas disponiveis da subunidade
catalitica a da enzima e por alteragdes no estado de fosforilagdo dos residuos de
Ser943 da subunidade a que regula atividade da enzima. De acordo com esta
proposta nossos dados mostraram que os animais Gecdh’-Lis apresentam uma
significativa redugcdo no imunoconteudo da subunidade a no neocortex. Por outro
lado, n&o observamos que diferencga significativa no imunoconteudo da fosforilagao
do residuo de Ser943. Porém, como os animais Gcdh”-Lis possuem um
imunoconteudo da subunidade a menor, a correcao feita através da razao entre o
imunocontetido de Ser943 pelo da subunidade a, mostrou que estes animais Gedh™-
Lis realmente apresentam um aumento significativo no imunoconteudo da
fosforilagdo da enzima. Assim, desde que a fosforilagdo da Ser943 esta associada
com diminuicdo da atividade da enzima, podemos propor que a fosforilagdo da
Na',K'-ATPase neste residuo pode ser mais um dos fatores que levam a diminui¢&o
da atividade da Na',K*-ATPase no neocértex dos animais Gcdh’-Lis. Os
mecanismos pelos quais a fosforilacdo do residuo Ser943 afeta a atividade Na*,K*-
ATPase s&o variados, e incluem mudancas de afinidade pelos substratos Na*, K" e
ATP (FISONE et al., 1994; LOGVINENKO et al., 1996) e/ou aumento ou diminui¢ao
da quantidade de moléculas da enzima na membrana plasmatica através de
endocitose (FISONE et al., 1994; LOGVINENKO et al., 1996). De fato, em muitos
tecidos, a fosforilagdo da Na',K'-ATPase no residuo de Ser943 resulta em
endocitose da enzima, diminuindo seus niveis na membrana plasmatica e
consequentemente sua atividade (TEIXEIRA et al, 2003). Por outro lado, a

fosforilagdo da Na',K'-ATPase no residuo de Ser943 também pode alterar a
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atividade da enzima por alterar sua eficiéncia catalitica (FISONE et al., 1994,
LOGVINENKO et al., 1996).

Também é importante mencionar que a atividade da Na*,K'-ATPase esta
diminuida no cérebro post-mortem de pacientes com epilepsia (GRISAR et al.,
1992). Um estudo em modelo animal experimental de epilepsia, a diminuicdo da
atividade da enzima foi sugerida pelo aumento significativo da fosforilagdo dos
residuos de Ser943 (MARQUEZAN et a.,2013).

A atividade da Na*,K*-ATPase contribui de maneira crucial para a manutengao
do gradiente eletroquimico pelos potencias de repouso e acdo e captacdo e
liberac&o de neurotransmissores no SNC (STAHL & HARRIS,1986). Em registros de
whole-cell patch-clamp em neurdnios piramidais da camada V do neocortex, a
aplicagcdo de ouabaina, inibidor da Na*,K*-ATPase, promove uma despolarizagio no
potencial de membrana (ANDERSON et al, 2010), aumentando a frequéncia das
CIPS, influenciando a transmissdo GABAérgica (RICHARDS et al, 2007). Isto leva a
hiperexcitabilidade, alteracdo na liberacdo de neurotransmissores e consequente
geracdo de crises epilépticas (JAMME et al, 1995). Portanto, a diminuicdo da
atividade da Na*,K*-ATPase somada a diminui¢do do imunocontetido da subunidade
a e ao aumento da fosforilagdo do residuo Ser943, pode ser alguns dos mecanismos
que alteram a excitabilidade neuronal e liberacdo de neurotransmissores

contribuindo para a epileptogénese nos animais Gedh™-Lis.

A atividade da Na',K'-ATPase pode ser regulada por uma variedade de
hormoénios e neurotransmissores, e a agdo da regulacéo parece ser mediada, direta
ou indiretamente, pela fosforilagcao de proteinas (BERTORELLO et al, 1991; APERIA
et al, 1994; EWART et al, 1995). As principais proteinas cinases que atuam no
cérebro sdo: proteinas cinases dependentes de AMPc (PKA), proteinas cinases
dependentes de calcio e fosfolipidios (PKC) e proteinas tirosina-cinases (NESTLER
e GREENGARD, 1994). Estudos tem demostrado que as proteinas PKA e PKC
fosforilam residuos na subunidade a da Na*,K*-ATPase regulando sua atividade. Na
subunidade a1, a PKA fosforila o residuo Ser943 enquanto que a PKC fosforila o

residuo Ser23 (BEGUIN et al, 1994; FESCHENKO et al, 1994; FISONE et al, 1994).
48



A fosforilag&o destes residuos na bomba Na*,K*-ATPase tem sido demonstrado pela
alterac&o da afinidade da bomba pelo Na* , K* e por alterar o equilibrio da ligag&o do
Na" na forma conformacional E1 e da ligagdo do K™ na forma E2 da bomba, desta
forma inibindo-a e diminuindo a atividade (FISONE et al, 1994; LOGVINENKO et al,
1996). Wang e colaboradores em 1995 demostraram que a fosforilacdo do residuo
Ser23 é essencial para a inibicdo da bomba Na',K'-ATPase na subunidade a1
induzida por PKC, pois a mutacéo do residuo Ser23 por alanina aboliu a inibicéo por
PKC. Outro estudo demostrou que a inibicdo da bomba Na*,K*-ATPase por PDBu,
ativador de PKC, é influenciado pelo estado de fosforilagdo no sitio de PKA, Ser943.
Pois a mutacdo no residuo Ser943 por Alanina943 (aminoacido nao fosforilavel)
atenuou a inibicdo da atividade da Na*,K*-ATPase dependente de PDBu. Além disto,
guando a PKA foi atividade e a fosforilagdo no residuo Ser943 aumentou, a inibicao
dependente de PDBu foi potenciada (CHENG et al, 1997). Assim, 0 aumento na
fosforilagdo no residuo Ser943 observada nos animais Gedh™-Lis pode indicar um
aumento na PKA, estéa ativada por AMPc, e também pode influenciar na fosforilacao
do residuo Ser23 fosforilado pela PCK. Desta forma, este resultado possibilita
estudar outros mecanismos e vias pelos quais podem estar diminuindo a atividade
da bomba e influenciando na excitabilidade neuronal observada nos animais Gedh™ -
Lis.

6. CONCLUSAO

Nossos dados mostram que os animais Gedh”-Lis apresentam uma reducéo
significativa na transmissdo sinaptica GABAérgica cortical evidenciada pela
diminuicdo da frequéncia das CIPS espontaneas e miniaturas nas células piramidais
neocorticais. Isto pode estar relacionado a uma diminuicdo na atividade da GAD.
Observamos também que o neocértex dos animais Gcdh”-Lis apresenta uma
diminuig&o no imunocontetido da subunidade a da Na*,K*-ATPase e um aumento da

fosforilagdo do seu residuo Ser943. Podendo ser um dos mecanismos da diminui¢&o
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da atividade da Na*,K*-ATPase, além de influenciar a transmissdo GABAérgica. Em

conjunto estas alteracdes podem estar contribuindo para a epileptogénese em AG |I.

7. PERSPECTIVAS

- Avaliar a atividade funcional da Na®,K'-ATPase nas células piramidais e

interneurénios neocorticais nos animais Gedh™-Lis (por registros de patch-clamp);

- Avaliar a transmissdo sindptica excitatéria nas células piramidais neocorticais e

estriatais nos animais Gedh™-Lis (por registros de patch-clamp);

- Completar as analises das CIPS espontaneas e miniaturas no estriado.
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