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RESUMO

As acidemias organicas sado desordens metabdlicas caracterizadas,
bioquimicamente, pelo acumulo de um ou mais acidos organicos e, clinicamente, por
disfungdes neuroldgicas graves. Os acidos propidnico (PA) e metilmalénico (MMA)
sdo metabdlitos presentes, em altas concentragdes, nos tecidos e fluidos biolégicos
de pacientes afetados pelas acidemias propidnica e metilmalbnica, respectivamente.
Os neurofilamentos (NFs) sdo proteinas do citoesqueleto neuronal formados pela
polimerizagdo de trés subunidades, denominadas: NF de alto peso molecular (NF-
H), NF de médio peso molecular (NF-M) e NF de baixo peso molecular (NF-L), com
pesos moleculares aparentes de 200, 150 e 68 kDa, respectivamente. Essas
proteinas sao amplamente fosforiladas, sendo que seu nivel de fosforilagdo esta
relacionado com a polimerizagado dos NFs e com a regulagéo das interagdes entre os
constituintes do citoesqueleto. Neste trabalho fizemos um estudo ontogenético dos
efeitos in vitro do PA e do MMA 2,5 mM sobre a imunorreatividade da subunidade
NF-H em fatias de cortex cerebral de ratos de 9, 12, 17, 21 e 60 dias de idade. Para
tanto utilizamos uma abordagem metodolégica baseada na imunodetec¢do da NF-H
com dois anticorpos diferentes: o anticorpo monoclonal anti NF-200 clone NE14 que
se liga somente a epitopos fosforilados da NF-H e, portanto, reconhece a NF-H
fosforilada; e o anticorpo monoclonal anti NF-200 clone N52 que reconhece a NF-H
total, independentemente do nivel de fosforilagcdo. Nossos resultados mostraram que
os metabdlitos induzem alteragdes na imunorreatividade da NF-H presente na fragao
citoesquelética de maneira dependente do estagio de desenvolvimento do animal.
Considerando o conjunto de dados obtidos com os anticorpos NE14 e N52 na fragao
citoesquelética, podemos dizer que o tratamento das fatias de cortex cerebral de
ratos de 9 dias aumentou o nivel de fosforilagdo sem alterar o imunoconteudo total;
em ratos de 12 e 17 dias de vida levou a um acumulo da subunidade NF-H na fragao
citoesquelética e que esta proteina esta na forma fosforilada; e finalmente, em ratos
de 21 e 60 dias de vida os metabdlitos ndo alteraram os parametros estudados.
Mostramos, também, que o acumulo da NF-H provocado pelos metabdlitos em ratos
de 12 e 17 dias de vida ndo decorreu de um aumento na sintese da proteina, mas,

provalvelmente devido a um desequilibrio na relacdo NF-H soluvel/NF-H

Xi



polimerizada, que favoreceu a forma polimerizada. Finalmente, mostramos um
possivel envolvimento de mecanismos de neurotransmissdao GABAérgica e
glutamatérgica para os efeitos observados em ratos de 12 e 17 dias de idade,
respectivamente. Considerando que a fosforilagcdo € um mecanismo importante para
a regulagao da dinamica de polimerizagdo dos NFs e das interagdes com outros
componentes do citoesqueleto, sugerimos que uma desorganizagcdo na sua
homeostase possa causar uma neurodegeneragdo, que € caracteristica dos

pacientes portadores das acidemias propiénica e metilmalénica.
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| - INTRODUCAO

1. ACIDEMIAS PROPIONICA E METILMALONICA

A acidemia propibnica e a acidemia metilmalénica sdo doengas de heranga
autossbmica recessiva, classificadas como as acidemias organicas de mais alta
frequéncia (1:40.000 a 1:50.000 cada) (Wajner et al, 2001). Ambas desordens foram
conhecidas durante a década de 60 através de estudos com neonatos e criancas
que apresentavam acidose metabdlica severa ou letal, sem causa definida. Em
1964, Kaziro e Ochoa definiram os passos para o catabolismo do propionato em
tecidos animais e caracterizaram as enzimas envolvidas (Kaziro e Ochoa apud
Fenton e Rosenberg, 2001). A partir do conhecimento das rotas metabdlicas a
sintomatologia bioquimica caracteristica foi definida, ou seja, o acumulo de
propionato e metilmalonato nos fluidos biolégicos. A figura 1 mostra parte destas

vias:

COoH . . COOH
| Adenosilcobalamina I
HZF_ CHE — HF'CHS — H30-?H —_—) HZC'Cl‘b

+ HCO; —— PE—

CO-S-CoA Propionil-Coa CO-S-Coa Metilmalonil-Coa CO-S-CoA Metilmalonill-Coa ICO-S—CO A
carboxilase racemase mutase

PROPIONIL-CoA D-METILMALONIL-CoA L-METILMALONIL-CoA SUCCINIL-CoA

Figura 1. Detalhes enzimaticos da principal rota catabdlica para propionil-CoA e

metilmalonil-CoA. Adaptado de Fenton e Rosenberg, 2001.

De acordo com a figura anterior o intermediario metabdlico propionil-CoA —
produto do catabolismo de varios aminoacidos essenciais (isoleucina, valina,
metionina, treonina), de acidos graxos de cadeia impar e colesterol — é
principalmente metabolizado a metilmalonil-CoA, que é isomerisado a succinil-CoA
(Fenton e Rosenberg, 2001). Na acidemia propidnica ocorre uma deficiéncia na
atividade da propionil-CoA carboxilase, provocando um acumulo de propionil-CoA

que é hidrolisado a acido propidnico (PA). Na acidemia metilmaldnica ocorre uma



deficiéncia na atividade da L-metilmalonil-CoA mutase, o que leva ao acumulo do
acido metilmalénico (MMA) e, secundariamente, do PA.

Propionil-CoA carboxilase e L-metilmalonil-CoA mutase sao enzimas
oligoméricas. A holoenzima propionil-CoA carboxilase é composta por seis
subunidades a, ligadas, cada uma, a uma molécula de biotina e seis subunidades 3
(asPs). As subunidades a sdo codificas por um gene no cromossomo 13 humano e
as subunidades 3 por um gene no cromossomo 3. A L-metilmalonil-CoA mutase é
um dimero de subunidades idénticas (o) codificadas por um gene no cromossomo 6
e esta associada a coenzima adenosilcobalamina (AdoCbl) (Fenton e Rosenberg,
2001). Como observado, para que as atividades enzimaticas sejam totalmente
asseguradas é exigido uma coordenagédo de grande complexidade estrutural, por
isso, é facil perceber que os defeitos genéticos podem acarretar diferentes graus de
deficiéncia enzimatica. Portanto, as acidemias propidnica e metilmalénica
apresentam sintomatologia variada, porém esta, em geral, € grave e pode levar a
morte ou deixar sequelas irreversiveis. Entre os danos mais comuns estdo
complicagdes neuroldgicas como: retardo no desenvolvimento, lesbes focais ou
gerais, atrofia cerebral e anormalidades no EEG (Fenton e Rosenberg, 2001). Outros
sintomas muito frequentes incluem: acidose metabdlica, vomitos, letargia e
hipotonia.

Apesar do quadro clinico comum a varias desordens, o quadro laboratorial é
conclusivo, mostrando altas concentragcbes dos metabdlitos acumulados nos fluidos
corporais e tecidos, especialmente durante os episédios agudos. Os niveis séricos
de PA em criangas com acidose neonatal letal apresentam uma grandeza de
400mg/dL (5,4 mM), um valor maior que cem vezes aqueles reportados para
criangas normais (Hommes et al apud Fenton e Rosenberg, 2001). Outras analises
de fluidos corporais em pacientes graves mostraram que o acumulo de propionato
no sangue e na urina ocorre regularmente e sua magnitude estad diretamente
relacionada a severidade do curso clinico (Fenton e Rosenberg, 2001). Em relagao
aos niveis do MMA sabe-se que criangas normais e adultos excretam menos que
0,04 mmol (5 mg) de metilmalonato diariamente, enquanto que criangas com
acidemia metilmaldnica excretam de 2,1 a 49,0 mmol (240 a 5700 mg) num periodo

de 24 horas (Fenton e Rosenberg, 2001). As concentragdes plasmaticas de



metilmalonato, quase indetectaveis em individuos normais, alcangam de 0,22 a
2,9mM (2,6 a 34,0 mg/dL). Sendo que em um numero pequeno de pacientes em que
foi medido, a concentragdo de metilmalonato no fluido cerebroespinhal equivaleu a
do plasma (Fenton e Rosenberg, 2001).

Apesar da caracterizacao do defeito metabdlico, ainda na década de 60, a
patofisiologia destes erros inatos € especulativa e merece estudos sérios, visto que
os pacientes ainda sofrem muito com as sequelas da doenca. O tratamento mais
eficaz ainda é a restricao alimentar, que diminui os ataques de acidose, mas nao
necessariamente os previne ou permite o desenvolvimento normal em todos

pacientes.

2. CITOESQUELETO

A capacidade que as células eucaridticas possuem de adotar uma variedade de
formas e de executar movimentos coordenados e direcionados depende de uma
rede complexa de filamentos de proteinas filamentosas que se estendem por todo o
citoplasma. Esta rede é chamada de citoesqueleto embora seja, ao contrario, de um
esqueleto d6sseo, uma estrutura altamente dindmica que se reorganiza
continuamente sempre que a célula altera a forma, se divide ou responde ao seu
ambiente. De fato, o citoesqueleto poderia ser denominado “citomusculatura”, pois
ele é o responsavel direto por movimentos tais como o deslocamento das células
sobre um substrato, a contracdo muscular e muitas das alteragdes na forma de um
embrido de vertebrado em desenvolvimento; ele também fornece a maquinaria
necessaria para movimentos intracelulares tais como o transporte de organelas de
um lugar a outro no citoplasma e a segregagao dos cromossomos na mitose (Alberts
et al, 2002). Além disso, as mudancgas citoesqueléticas sao essenciais para a
transmissao de sinais que levam a uma resposta celular apropriada. As interagbes
entre as proteinas de membrana e as proteinas do citoesqueleto sdo a chave para o
desencadear dessa sinalizagdo. O citoesqueleto também esta envolvido na
organizagao e reorganizagao dos receptores da membrana plasmatica (Carraway,
2000).

Essas e outras inumeras fungdes do citoesqueleto dependem de trés diferentes

tipos de filamentos protéicos — filamentos de actina, microtubulos e filamentos



intermediarios. Cada tipo é formado a partir de uma subunidade protéica diferente:
actina nos filamentos de actina, tubulina nos microtubulos e uma familia de proteinas
fibrosas nos filamentos intermediarios (Alberts et al, 2002).

Cada um dos trés tipos principais de filamentos protéicos que formam o
citoesqueleto consiste de um polimero helicoidal que apresenta um arranjo diferente

na célula (Figura 2) e funcdes distintas (Alberts et al, 2002).

Figura 2. Representagcdo esquematica dos constituintes do citoesqueleto. Adaptado
de Bear et al, 2002.

2.1.FILAMENTOS DE ACTINA

Os filamentos de actina (também chamados de microfilamentos) sao polimeros
helicoidais de duas cadeias. Sdo estruturas flexiveis, com diametro de 5 a 9 nm,
organizados na forma de feixes lineares, redes bidimensionais e géis
tridimensionais. Embora os filamentos de actina estejam distribuidos por toda a
célula, eles estdo mais concentrados no coértex celular, logo abaixo da membrana
plasmatica (Alberts et al, 2002). Portanto, os sinais extracelulares que chegam a

uma determinada regido da superficie celular podem induzir uma reorganizagéao local



do cortex de actina sob a regido correspondente na membrana plasmatica.
Reciprocariamente, a organizagdao do cortex de actina pode ter uma grande
influéncia no comportamento da membrana plasmatica acima dele.

Os mecanismos baseados nos filamentos corticais de actina, por exemplo,
podem empurrar a membrana para fora, formando finas e longas microespiculas, ou
formagdes semelhantes a folhas, chamados lamelipddios, ou eles podem ainda
puxar a membrana plasmatica para dentro da célula como, por exemplo, no
processo de divisdo celular (Alberts et al, 2002). Nas células nervosas, os filamentos
de actina tém importante papel no crescimento de neuritos (Lin e Forscher, 1995) e

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

2.2.MICROTUBULOS

Os microtubulos (MTs) sao filamentos longos e ocos formados pela
polimerizagao de dimeros de a e B tubulina. Possuem um didmetro externo de 25nm
e sdao muito mais rigidos do que os filamentos de actina (Alberts et al, 2002). Suas
subunidades estruturais, as tubulinas o e B, sdo proteinas globulares que formam
uma estrutura linear chamada protofilamento. Treze protofilamentos se dispéem lado
a lado formando um MT (Figura 3A). Este tem uma estrutura polar, uma vez que os
protofilamentos estdo paralelamente alinhados com a mesma polaridade (Diaz et al,
1998; Dowing, 2000). Os MTs tém uma extremidade ligada a um unico centro
organizador de microtubulo (COMT) chamado centrossomo. A partir desta estrutura
os MTs emanam por toda a célula. Periodicamente, varias centenas de MTs
crescem a partir do centrossomo, alguns se estendendo por muitos micrémetros, de
tal forma que sua extremidade “mais” esta na borda da célula. Cada um desses MTs
consiste de uma estrutura altamente dinamica que pode diminuir ou aumentar de
comprimento: depois de crescer por muitos minutos por adicdo de subunidades, a
extremidade “mais” pode sofrer uma transicdo subita causando a perda de
subunidades e, como consequéncia, o MT encolhe rapidamente podendo
desaparecer. A rede de MTs que amana do centrossomo em forma de estrela, esta
formando constantemente novos MTs para substituir os velhos que sofreram

despolimerizagéo (Alberts et al, 2002) (Figura 3B).



a-tubulina -/
B-tubulina

Figura 3. (A) Micrografias eletrbnicas e as representagcbes esquematicas
correspondentes de um filamento de MT. Os quadros esquematicos mostram a
organizagao das moléculas de tubulinas (a e ) formando a parede cilindrica do MT.
(B) Crescimento e retragao de um conjunto de MTs. O conjunto de MTs ancorado no
centrossomo esta sendo alterado continuamente, pelo crescimento de novos MTs
(flechas vermelhas) e retracédo dos velhos (flechas azuis). Adaptado de Alberts et al,
2002.



Os MTs possuem uma variedade de fungdes em diferentes células. Eles tém
papel fundamental nos movimentos celulares, transporte intracelular de organelas e
formagao do fuso mitético durante a divisdo celular (Schulze et al, 1987; Nogales,
2000; Sanchez et al, 2000). No cérebro, estdo envolvidos em varias fungdes
celulares, incluindo transporte axonal, sinaptogénese (Vale et al, 1985), crescimento

e elongacao de neuritos (Rieder et al, 1997).

2.3.FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

Os filamentos intermediarios (Fls) sao fibras protéicas e tém esta denominagéao
porque, em micrografia eletrénica, seu diametro aparente (8-10 nm) esta entre o dos
filamentos de actina e o dos MTs (Alberts et al, 2002).

A formagédo de um FI ocorre a partir de monémeros que se organizam para
formar uma estrutura polimerizada. Esta organizagao pode ser melhor compreendida

observando-se a Figura 4.
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Figura 4. Modelo atual da formacédo de um FI. O monémero em (A) pareia com um
mondmero idéntico para formar um dimero (B), no qual os dominios centrais em
forma de bastao se alinham paralelamente e se enrolam em uma estrutura torcida.
Dois dimeros se alinham lado a lado para formar um tetrdmero antiparalelo com
quatro cadeias polipeptidicas (C). Os dimeros se dispéem de modo desencontrado
dentro de cada tetramero, permitindo assim a associagao com outro tetrdmero, como
esta mostrado em (D). Oito tetrd@meros enrolam-se para formar a estrutura do FI com
10nm de diametro (E). No canto superior, a esquerda, uma micrografia eletrénica

mostra a estrutura final do Fl. Adaptado de Alberts et al, 2002.



O padrao estrutural dos Fls deve-se ao fato de suas proteinas constituintes
apresentarem um dominio central, em forma de a-hélice, altamente conservado.
Entretanto, as regides amino-terminal e carboxiterminal sdo muito variaveis, o que
permite uma classificacdo dos FI em seis subtipos diferentes: subtipo | — queratinas
acidas; subtipo Il — queratinas basicas e neutras; subtipo Ill — desmina, vimentina,
periferina e proteina glial fibrilar acida (GFAP); subtipo IV — neurofilamentos; subtipo
V — lamininas nucleares e subtipo VI — nestina (Fuchs e Weber, 1994; Elder et al,
1999; Inada et al, 2000; Herrmann e Aebi, 2000; Lariviere e Julien, 2004).

Os diferentes subtipos de Fl sdo caracteristicos de tipos celulares distintos.
Assim, destacamos um tipo celular, o qual é objeto do nosso estudo, os neurénios.
Nosso sistema nervoso possui uma variedade de Fl exclusivos que s&o expressos
nas diferentes regides ou em estagios especificos do desenvolvimento. Os
neurofilamentos sdo os mais abundantes, especialmente nas células nervosas
maduras (Alberts et al, 2002).

2.3.1. NEUROFILAMENTOS

Os neurofilamentos (NFs) constituem o principal tipo de FI em neurdnios adultos
(Lee e Cleveland, 1996). Eles sao formados pela polimerizagédo de trés subunidades
denominadas: NF de alto pelo molecular (NF-H), NF de médio peso molecular (NF-
M) e NF 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 sdo homdlogas nos 310 aminoacidos do dominio
central e diferem entre si pelos seus dominios carboxi e amino-terminais (Betts et al,
1997; Li et al, 1999%; Ackerley et al, 2000; Al-Chalabi e Miller, 2003).

Para formar um NF as trés subunidades copolimerizam, entretanto a NF-L € a
mais abundante delas e foi descrita como sendo a responsavel, juntamente com sua
extremidade amino-terminal, pela formacgao do filamento propriamente dito (Geisler e
Weber, 1981). As subunidades NF-M e NF-H possuem dominos carboxi-terminais
maiores que formam projecdes laterais a partir do eixo do NF e contribuem para sua

disposicao regular no axénio (Figura 5).
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Figura 5. Micrografias eletrbnicas de FI em neurbnios e uma representagao
esquematica de um NF. (A) Imagem por criafratura de NFs de um axdnio mostrando
as extensas ligagbes cruzadas formadas pelas extremidades carbdxi das
subunidades NF-M e NF-H. (B) Micrografia eletrbnica convencional de um corte
transversal de uma axénio mostrando a disposigcao regular dos NFs, que sao mais
numerosos do que os MTs. (C) Representacdo esquematica de um NF. Adaptado de
Alberts et al, 2002 e Nixon e Sihag, 1991.
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Com o intuito de compreender os fatores que regulam a dindmica de
polimerizagdo dos NFs, muitas técnicas diferentes foram utilizadas. Experimentos
com camundongos trangénicos mostraram uma expressdo coordenada das
subunidades NF-L e NF-M e sugerem que elas respondem aos mesmos sinais de
transcricdo, enquanto que a NF-H pode ser regulada separadamente. Entretanto a
auséncia de uma subunidade pode afetar tanto a transcricdo quanto a traducao de
outras proteinas dos NFs, assim como as interagcdes de feedback dos niveis pds-
trancripcional e pés-traducional também s&o reguladas pela expressao de genes dos
NFs (Grant e Pant, 2000). Entre os fatores que regulam a polimerizagcdo dos NFs
tem-se descatado sua fosforilagdo pos-traducional, que sera discutida em maiores
detalhes no item 3.1.

Apesar de haverem muitas controvérsias a respeito dos fatores que determinam
a dindmica de polimerizacdo dos NFs, muitas fungdes importantes sao aceitas e
conferidas aos NFs. Entre elas destacam-se: a manutencéo do calibre axonal e da
morfologia neuronal e o transporte axonal de metabdlitos do corpo celular até a
sinapse (Kirkpatrick e Brady, 1999; Elder et al, 1999). Juntamente com os MTs e as
proteinas associadas, os NFs mantém o padrdo da arborizacdo dendritica e do
axbénio e promovem o espessamento e o crescimento axonal (Hoffman et al, 1987;
Leterrier et al, 1996). Os NFs também participam da dinamica do citoesqueleto
axonal durante a diferenciacdo neuronal, crescimento e orientacdo do axénio (Nixon
e Shea, 1992).

3. FOSFORILACAO DE PROTEINAS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A fosforilacdo de proteinas € um processo molecular reversivel que desempenha
um papel fundamental na regulagao de diversas funcdes celulares, sendo o principal
mecanismo utilizado no processo de transducéo de sinal (Hunter, 1995). Comum a
todos os organismos eucariontes, o mecanismo de fosforilagdo protéica envolve pelo
menos trés elementos: (1) proteina quinase; (2) proteina fosfatase; (3) substrato
protéico, o qual tem suas propriedades conformacionais e funcionais alteradas em
decorréncia de seu estado fosforilado/desfosforilado (Walaas e Greengard, 1991;
Rodnight et al, 1997). As proteinas quinases s&o fosforiltransferases que catalisam a

transferéncia do fosfato y do ATP ou GTP para o grupo hidroxila de residuos serina,
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treonina ou tirosina do substrato protéico. As proteinas fosfatases séao
fosforiltransferases que catalisam a reacao inversa, ou seja, a hidrolise do grupo
fosfato ligado ao substrato protéico (Nestler e Greengard, 1999) (Figura 6). Entao, a
fosforilagdo de uma determinada proteina ocorre em sitios especificos, pela acédo de
uma ou mais quinases e a desfosforilacdo pela atividade especifica de fosfatases.
Deste modo, o processo de fosforilagdo depende de uma agdo coordenada de
atividades quinasicas e fosfatasicas, ambas sujeitas a regulacdo por diversos
mensageiros celulares (Hubbard e Cohen, 1993; MacKintosh e MacKintosh, 1994;
Hunter, 1995).

r ™y
|

SUBSTRATO
PROTEICO

cadeia lateral da
serinag, treonina

PROTERLA FOSFATASE
ou brosina /f
Pi

Figura 6. Representacdo esquematica de um sistema fosforilante. A reagédo de
fosforilagdo é catalisada por uma quinase que transfere o grupo fosfato de uma
molécula de ATP para o grupo hidroxila da cadeia lateral de um residuo de serina,
treonina ou tirosina do substrato protéico. A remog¢ao do grupo fosfato é catalisada
por uma fosfatase. Adaptado de Alberts et al, 2002.
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3.1.FOSFORILACAO DOS NEUROFILAMENTOS

A atividade do citoesqueleto neuronal é regulada por reacdes de fosforilagao e
de desfosforilagdo mediadas pela associagao de varias quinases, fosfatases e seus
reguladores (Grant e Pant, 2000). Especificamente, o nivel de fosforilacdo esta
relacionado com a polimerizagdo dos NFs (Kirkpatrick e Brady, 1999) e define a
natureza das interagdes dos NFs com outros NFs e com os demais componentes do
citoesqueleto (Grant e Pant, 2000).

Nesse contexto, € importante salientar a organizagdo dos subdominios das
proteinas dos NFs, destacando seus sitios de fosforilagdo (Figura 7). Podemos
observar que a principal caracteristica que diferencia as subunidades dos NFs é a
composicdo do seus dominios carboxi-terminais, onde temos a presenca de
numerosas repeticdes KSP (seqUéncias dos aminoacidos lisina-serina-prolina)
(regides bastante fosforiladas) na NF-H (52 repeticbes) enquanto que a NF-M
apresenta algumas destas repeti¢coes intercaladas por regides ricas em residuos de
acido glutdmico (regides de pouco potencial aceptor de grupos fosfato) (Grant e
Pant, 2000).

I dominio central

I regizo rica em residuos de acido glutamico
I repeticdes KSP

PKA, PKC, CaMKII

PKA, PKC, CaMKII

NF-M N

PKA, PKC, CaMKII

Y [ ansice 1 — achsice 2 - SN W
NF-H N C

Figura 7: Sub-dominios das proteinas dos NF e seus sitios de fosforilagdo. Adaptado
de Grant e Pant, 2000.
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Sabe-se que os dominios amino e carboxi-terminais das subunidades dos NFs
sao sitios em potencial de fosforilacdo (Grant e Pant, 2000), entretanto quinases
distintas sdo capazes de fosforilar um ou outro dominio. O dominio aminoterminal
das trés subunidades € fosforilado por quinases dependentes de segundos
mensageiros como a proteina quinase dependente de AMP ciclico (PKA), a proteina
quinase C (PKC) e a proteina quinase Il dependente de Ca**/calmodulina (PKCaMIl)
(Sihag e Nixon, 1999; Grant e Pant, 2000). O dominio carbodxi-terminal das
subunidades NF-M e NF-H sao fosforilados por diferentes quinases, como as
quinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (Erk1/2) (Li et al, 1999° e 2001), a
proteina quinase ativada por estresse (SAPK) (O’Ferrall et al, 2000), a proteina
quinase 5 dependente de ciclina (cdk5), a quinase glicogénio sintase 3 (GSK3)
(Guidato et al, 1996), a caseina quinase | (CKI) (Fu et al, 1999), entre muitas outras
que ainda merecem mais estudos. E importante lembrar que os dominios carboxi-
terminais das subunidades NF-M e NF-H sdo considerados os sitios de interagao
entre NFs, microtibulos e outras organelas (Nixon e Sihag, 1991; Jung et al, 2000%).

Em relagao as fosfatases especificas que agem nos NFs pouco tem-se estudado
ou comprovado, mas sabe-se que sao tdo importantes quanto as quinases no
processo da dinamica de polimerizagcéo do citoesqueleto neuronal.

Compreendento, entdo, que a fosforilacdo de proteinas € um processo altamente
dindmico e organizado, cabe citar algumas evidéncias para o entendimento
especifico do processo de polimerizacdo/despolimerizacdo dos NFs. E descrito que
a fosforilagdo do dominio aminoterminal da NF-L inibe a polimerizagcado do filamento
ou induz a sua despolimerizagcdo (Hisanaga e Hirokawa, 1990; Hisanaga et al,
1994). Também, é conhecido que a maioria das repeticbes KSP ¢é fosforilada no
dominio carbéxi-terminal da NF-H (Lee et al, 1988; Jaffe et al, 19982 1998°). Por
essa razao, tem-se sugerido que a fosforilagdo regulada das repeticoes KSP do
dominio carboxi-terminal pode alterar a densidade das projec¢des laterais e entédo
modular o espacamento dos filamentos mais préximos por interacdes repulsivas de
sitios carregados negativamente (Grant e Pant, 2000). Por exemplo, a fosforilagdo
dos NF (como determinado por anticorpos fosfo-especificos) € mais intensa na
regido internodal dos axénios mielinizados e minima nos nodos de Ranvier onde o

calibre axonal € muito reduzido (Mata et al, 1992). Finalmente, a fosforilagdo das
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repeticoes KSP nas subunidades NF-M e NF-H protege os NFs e, presumivelmente
o citoesqueleto, da degradacado de proteases; NFs desfosforilados sdo facilmente
degradados por calpaina, uma protease ativada por calcio encontrada em axénios
(Goldstein et al, 1987; Pant et al, 1988).

4. GLUTAMATO

L-glutamato € descrito como o principal neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso central, estando presente na maioria das sinapses (Ozawa et al, 1998) de
diferentes regides cerebrais. O glutamato apresenta uma grande diversidade
funcional como neurotransmissor devido a existéncia de uma variedade de
receptores glutamatérgicos (GIuR) que coexistem em uma unica sinapse. Estes
receptores podem ser classificados de acordo com suas propriedades
farmacoldgicas e funcionais em receptores glutamatérgicos ionotrépicos (iGluRs) e
metabotropicos (MGIuR) (Monaghan et al, 1988; Nakanishi, 1994; Pin e Duvoisin,
1995; Ozawa et al, 1998).

Os iGIuR sao canais ibnicos que, quando ativos, tornam-se permeaveis a cations
como soédio, calcio e potassio; podendo, ainda, ser subdivididos em receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA), acido (R,S)-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiénico (AMPA) e cainato, sendo os dois ultimos freqlientemente

chamados receptores ndo-NMDA (Ozawa et al, 1998) (Figura 8).
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FIGURA 8. Representagdo esquematica dos iGIuUR ndo-NMDA e NMDA. Adaptado
de Waxham, 1999.

Os receptores ndo-NMDA medeiam a transmissao sinaptica excitatéria rapida e
estdo associados primariamente a canais independentes de voltagem, sendo
permeaveis principalmente aos ions sédio (Na’) e potassio (K'), com baixa
permeabilidade ao ion calcio (Ca*®) (Cotman et al, 1981). A ativagdo dos receptores
nao-NMDA produz despolarizagdo da membrana, ativando assim, indiretamente os
canais de Ca*? dependentes de voltagem (Cotman et al, 1981, Ozawa et al, 1998).

Os receptores NMDA medeiam a transmissdo sinaptica lenta, sdo altamente
permeaveis a sodio, potassio e calcio (Lipton e Rosenberg, 1994; Ozawa et al,1998),

dependentes de voltagem e possuem glicina como co-agonista (Johnson e Ascher,
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1992). Estes receptores estao normalmente bloqueados por magnésio em potenciais
de repouso, sendo que a liberacdo do canal NMDA depende da despolarizacéo da
membrana (Edmonds et al, 1995). Ha evidéncias de que a ativagao excessiva destes
receptores desfaz a homeostase dos ions calcio, levando a neurotoxicidade e ao
dano neuronal causado pelo aumento do seu influxo. Existem mecanismos de lesao
celular e subseqlente morte por apoptose e/ou necrose que ocorrem como
resultado do actimulo intracelular de Ca*? (Arundine e Tymianski, 2003).

Os mGIuR pertencem a familia dos receptores acoplados as proteinas ligantes
de nucleotideos da guanina (proteinas G) e, portanto, promovem a modulagdo de
efetores intracelulares (segundos mensageiros), os quais ativam e/ou inibem
diversos eventos de transduc¢do do sinal celular (Pin e Duvoisin, 1995; Ozawa et al,
1998) (Figura 9).

Receptor Glutamatérgico Metabotrépico

Aberto: Fechado:

Transmitter

AC)

e f

K

ATP  cAMP—— PKﬁk
Pi

Q00000

FIGURA 9. Representagao esquematica dos mGluR. Adaptado de Waxham, 1999.

A extensao da estimulagao dos receptores glutamatérgicos € determinada pela
concentragdo de glutamato no espaco extracelular. E de grande importancia para as
células que o glutamato seja mantido em baixas concentragbes, pois a excessiva
liberagdo e o consequente aumento dos seus niveis extracelulares o torna toxico em
decorréncia da excessiva estimulacdo de seus receptores ionotropicos ou mGIluR1
(Lipton e Rosenberg, 1994; Nicoletti et al, 1999; Meldrum, 2000). Esta
excitotoxicidade tem sido relacionada a diversas doengas agudas e crdnicas do
SNC, como isquemia, hipoglicemia, hipdxia, trauma (Choi, 1988; Ikonomidou et al,

1989), doenga de Huntingtom, doenga de Alzheimer e status epilepticus (Brewer,
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2000; Danbolt, 2001; Ingram et al, 2001). Desde que nao ha evidéncias da presenca
de uma enzima que degrade o glutamato extracelular, o sistema de transporte de
glutamato é a via mais rapida para a remog¢ao deste neurotransmissor do meio
externo, possibilitando que seja armazenado em vesiculas citoplasmaticas no
neurdnio e, consequentemente, interrompendo a sua agado nos receptores
(Rosenberg et al, 1992). Os transportadores de glutamato estdo presentes na
membrana celular de neurbnios e em astrocitos, sendo os transportadores gliais
considerados os mais importantes (Schousboe, 1981).

O envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica, mediando respostas no
sistema de fosforilagcdo de proteinas do citoesqueleto neural, € demonstrado em
muitas pesquisas. Por exemplo, estudos mostram que a fosforilacgdo da GFAP em
fatias de hipocampo é estimulada via mGIuR (Wofchuck e Rodnight, 1994). Em
modelos animais da Doenga do Xarope do Bordo (DXB), uma desordem
neurometabdlica inata como as acidemias orgénicas, um dos seus metabdlitos
acumulados aumenta a fosforilagdo de proteinas dos Fls (NF-L, NF-M, vimetina e
GFAP) em cortex cerebral através de iGIuR (Funchal et al, 2002). Relacionado as
acidemias propiénica e metilmalbnica, Mattos-Dutra et al (2000), mostram que os
acidos acumulados aumentam a incorporagdo de **P nas proteinas NF-L, NF-M e
tubulinas de cortex cerebral de ratos através de iGIuR do tipo NMDA. Portanto,
parece que a ativagao de receptores diferentes possa provocar respostas distintas

na fosforilacdo de proteinas do citoesqueleto.

5. GABA

O acido y-aminobutirico (GABA) & considerado um aminoacido transmissor,
classificado dentro do mesmo grupo que contém glicina e glutamato. Como o GABA
nao € um dos vinte aminoacidos usados na construcido de proteinas, ele é
sintetizado somente por aqueles neurbénios que o utilizam como neurotransmissor. O
precursor do GABA é o glutamato, e a enzima-chave na sua sintese é a acido
glutédmico descarboxilase (GAD). A GAD, portanto, € um bom marcador de neurénios
GABAérgicos. Estudos imunocitoquimicos tém mostrado que neurdnios
GABAérgicos estdo amplamente distribuidos no encéfalo e que eles sdo as

principais fontes de inibigdo sinaptica no sistem nervoso (Bear et al, 2002).
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O GABA liberado na fenda sinaptica pode ativar dois tipos de receptores
inibitorios: o receptor ionotropico GABAa, o qual forma um canal permeavel a ions
cloreto (CI') e o receptor metabotropico GABAg, o qual esta acoplado a proteina G e
que aumenta a permeabilidade ao K* e inibe a abertura de canais de Ca*? voltagem
dependentes (Kandel e Siegelbaum, 2000).

A acao sinaptica do GABA é cessada pela captacao seletiva até o interior do
terminal pré-sinaptico e de células gliais, através de transportadores especificos.
Também, o neurotransmisssor pode ser inativado no terminal ou na célula glial, pela
enzima GABA transaminase (Bear et al, 2002).

A inibicao sinaptica deve se muito bem regulada no encéfalo. Muita inibicao
causa perda da consciéncia; pouca inibigdo, ao contrario, leva a convulsao (Bear et
al, 2002). Pensando como controlar o grau de inibicdo surge uma hipdtese
relacionada a estrutura dos receptores GABAA. Nesse ponto, lembramos que o
receptor GABAA € um canal de estrutura pentamérica composta por duas
subunidades o, duas subunidades 3 e uma subunidade y. A ativagdo deste canal se
da pela ligagéo de duas moléculas de GABA, cada uma ligando a uma subunidade o
(Kandel e Siegelbaum, 2000). Assim, as demais subunidades que nao ligam GABA
podem ligar outras moléculas que por sua vez modulam a ligagdo GABA-receptor.
Por exemplo, farmacos das classes dos benzodiazepinicos (tais como os
tranquilizantes Diazepam ou Valium) e dos barbituricos (incluindo o fenobarbital e
outros sedativos e anticonvulsivantes) ligam-se a tais sitios gerando uma corrente de
CI' inibitéria aumentada. Outra droga comum que causa grande aumento a fungao
do receptor GABAA é o etanol. Ainda, atualmente, surgiram evidéncias substancias
que ligantes enddégenos possam agir como moduladores naturais da agdo do GABA
sobre seu receptor GABAa. Esses ligantes tem sido chamados neuroesteroides, pois
sdo metabalitos naturais dos hormdnios esterdides sintetizados a partir do colesterol,
principalmente nas génodas e nas glandulas adrenais, mas também em células
gliais no encéfalo. Embora alguns neuroesterdides suprimam a fungao inibitoria,
outros a aumentam e parecem fazé-lo por meio da ligacdo a sitios proprios no
receptor GABA,, distintos dos sitios das outras drogas mencionadas (Bear et al,
2002) (Figura 10).
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Nouroestondedoes

Figura 10. A ligacdo de drogas ao receptor GABAA que modulam a acgéo do

neurotransmissor GABA. Adaptado de Bear et al, 2002.

Portanto, o receptor GABAA tem comprovada importancia na agdo de drogas
utilizadas em doencgas neuroldgicas. Estudos em nosso laboratério mostraram que
determinado metabdlito, acumulado em uma doenga neurodegenerativa grave, tem
seus efeitos mediados por receptores GABAA e GABAg. Neste caso especifico, o
metabdlito KMV (acido a-ceto-p-metilvalérico) aumentou a fosforilagdo in vitro de
proteinas dos Fls (NF-L, NF-M, vimetina e GFAP) de cortex cerebral de ratos através
do sistema GABAérgico (Funchal et al, 2004).
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Il - OBJETIVOS

1. Fazer um estudo ontogenético dos efeitos dos acidos propiénico (PA) 2,5 mM e
metilmalénico (MMA) 2,5 mM sobre a imunoconteudo da NF-H total (fosforilada e

néo fosforilada) e fosforilada em cortex cerebral de ratos.

2. Estudar os efeitos do PA 2,5 mM e do MMA 2,5 mM sobre o imunocontetudo da
NF-H total e fosforilada, na sua forma solluvel, na sua forma associada ao

citoesqueleto e no homogeneizado de fatias de cortex cerebral de ratos.
3. Verificar o envolvimento da neurotransmissdo GABAérgica e glutamatérgica

sobre a imunoconteudo da NF-H total e fosforilada em fatias de coértex cerebral de
ratos, tratadas com PA 2,5 mM e com MMA 2,5 mM.
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Il - METODO EXPERIMENTAL

Animais. Ratos da linhagem wistar de diferentes idades (9, 12, 17, 21 e 60 dias)
foram retirados do ratario do Departamento de Bioquimica da UFRGS. Todos
animais incluidos nos experimentos provinham de ninhadas de 8 filhotes que foram
mantidas em condi¢cdes de temperatura constante (22°C) e de um ciclo artificial de
iluminagao (12 horas de claridade e 12 horas de escuridade). Apés 0 desmame, no

21° dia, os filhotes receberam ad libitum agua e ragéo de 20% (p/p) de proteina.

Reagentes. Os reagentes foram comprados da Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, USA, salvo se especificado de outra forma. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica para pesquisa com animais da UFRGS que atende

aos Principles of Laboratory Animal Care (NIH n° 85-23, revisado em 1985).

Solucbdes e tampodes:
Solucao de Krebs: NaCl 124 mM; KCI 4 mM; MgSO4 1,2 mM; Na-HEPES 25 mM
(pH 7,4); glicose 12 mM; CaCl, 1 mM; pH 7,2 a 7,4; inibidores de proteases:

benzamidina 1 mM; leupeptina 0,1 uM; pespstatina 0,1 uM; quimostatina 0,7 uM e
antipaina 0,7 uM.

Solugao de NaF: NaF 150 mM; EDTA 5 mM; EGTA 5 mM; Tris-HCI 50 mM (pH
6,8); inibidores de proteases: benzamidina 1 mM; leupeptina 0,1 uM; pespstatina
0,1uM; quimostatina 0,7 uM e antipaina 0,7 uM.

Solugao de stripping: tris 62,5 mM; EDTA 2 mM; B-mercaptoetanol 0,7%; pH 6,8.
Solugéo fixadora: alcool metilico 40% e acido acético 10%.

Tampé&o bjerrum: tris 48 mM; glicina 39 mM; alcool metilico 20% e SDS 0,25%.

Tampdo de amostra concentrado (TAC): 2 mL de glicerol, 1 mL de pB-
mercaptoetanol, 3 mL de SDS 10%, 20 uL de NaOH 10N.

Tampéao de extragao: KH,PO4 5 mM; KCI 600 mM; MgSO4 10 mM; EGTA 2 mM;
EDTA 1 mM; Triton X-100 1%; pH 7,1; inibidores de proteases: benzamidina 1 mM;
leupeptina 0,1 uM; pepsstatina 0,1 uM; quimostatina 0,7 uM e antipaina 0,7 uM.

TBS (tris-buffered saline): NaCl 0,5 M; tris 20 mM; pH 7,5.
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Preparacao das fatias de tecido e tratamento in vitro. Os ratos foram decapitados

e, rapidamente, seus cérebros foram retirados. O coértex cerebral foi dissecado sobre
placa de Petri, esta colocada sobre o gelo, e mantido em solugéo de Krebs gelada
até ser fatiado. Utilizou-se fatiador Mcllwain para obter-se fatias de cortex cerebral
de 400 um. Dependendo da idade do animal foram selecionadas de 1 a 5 fatias que
foram, inicialmente, pré-incubadas em solugao de Krebs por 10 minutos a 30°C. Ao
meio de incubagao foi adicionada solugcdo de Krebs, no caso do controle (C), ou
solugbes do PA 2,5 mM (concentragdo final de incubagdo) ou MMA 2,5 mM
(concentragao final de incubagéo), diluidos em solugdo de Krebs. Essa incubagao
procedeu-se por mais 30 minutos, observando-se a manutencao da temperatura em
30°C. No caso dos animais de 12 e 17 dias também foram preparadas fatias de
cortex cerebral para a incubagdo com GABA (GB) 1 mM ou glutamato (Glu) 1 mM na
presenga ou auséncia de PA ou MMA. Abaixo segue o esquema que compds a
incubacao para um experimento de rotina:

Tubo 1: C

Tubo 2: PA

Tubo 3: MMA

Tubo 4: GB

Tubo 5: Glu

Tubo 6: PA+GB

Tubo 7: PA+Glu

Tubo 8: MMA+GB

Tubo 9: MMA+Glu

Obtencdo da fracdo citoesquelética enriquecida em Fls a partir de fatias de

cortex cerebral. A extragcao da fragao citoesquelética foi baseada na descricdo de

Funchal el al. (2003), considerando algumas modificagdes. Apoés a obtencao das
fatias de tecido, como descrito acima, as fatias contidas em cada tubo foram
homogeneizadas em 400 uL de tampé&o de extracdo gelado, durante 2 minutos. O
homogeneizado foi centrifugado a uma velocidade de 14000 rpm durante 10 minutos
a 4°C. Em alguns experimentos o sobrenadante foi descartado (no caso dos ratos de

12 e 17 dias de idade também aplicou-se o procedimento descrito no proximo item) e
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o material insoluvel foi ressuspendido em 400 uL do mesmo tampéao de extracéo e
submetido, novamente, ao processo recém descrito. A fragdo assim obtida constitui
a fragao citoesquelética enriquecida em Fis ou fragao insoluvel em Triton X-100 1%
e alta forga idnica. A concentracdo protéica dos sedimentos foi determinada pelo
método de Lowry et al (1951), apos serem dissolvidos em 30 uL de dodecil sulfato
de sddio (SDS) 1%.

Obtencao das fracbes homogeneizado e sobrenadante. Essas fragoes foram

separadas somente para os ratos de 12 e 17 dias de idade.

Obtencdo do homogeneizado: logo apdés a homogeneizagdo das fatias em
tampéao de extragdo, uma aliquota de 50 uL foi separada e adicionada de 500 pL de
acetona P.A. gelada. Decorridos 10 minutos, no minimo, do processo de
desnaturagdo no gelo, seguiu-se a centrifugagcao a uma velocidade de 10000 rpm
durante 2 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado, contendo
as proteinas totais da fatia de tecido, foi mantido em local arejado e seco durante 12
horas. Apds a completa evaporacao do solvente, o precipitado foi dissolvido em
50uL de SDS 1% para posterior dosagem de proteinas pelo método de Lowry et al
(1951).

Obtengao do sobrenadante: Todo material soluvel no tampéao de extragao (800
uL) foi adicionado de 8 mL de acetona P.A. gelada. E importante ressaltar que o
material soluvel inclui os sobrenadantes obtidos apds a primeira e a segunda
centrifugagdes para a extragdo da fragao citoesquelética. Decorridos 10 minutos, no
minimo, seguiu-se a centrifugagdo a uma velocidade de 3000 rpm durante 10
minutos em centrifuga (RC 5B Plus, Sorvall) refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi mantido em local arejado e seco durante 12 horas.
Apods a completa evaporagao do solvente, o residuo, o qual é constituido da fragéao
soluvel em Triton X-100 e alta forga idnica, foi dissolvido em 400 uL de SDS 1% para

posterior dosagem de proteinas pelo método de Lowry et al (1951).

Conservacado das amostras. Apés a dosagem de proteinas das fragbes, as

amostras foram adicionadas de 20% (v/v) de TAC e homogeneizadas em agitador de
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tubos (AP 56, Phoenix). Apés, foram incubadas durante 3 minutos em banho de

agua fervente e conservadas em refrigerador a 10°C negativos.

Analise das proteinas em gel de poliacrilamida. As fracdes obtidas como descrito

acima foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% em presenca
de SDS (SDS-PAGE 10%). As quantidades aplicadas de proteinas totais, dosadas
pelo método de Lowry et al (1951), foram diferentes para cada fracdo, como segue:
fracdo insoluvel em alta forga iGnica, 25 ug, sobrenadante em alta forga idnica, 60 ug
e homogeneizado total, 35 pug de proteinas. Decorrida a migragao eletroforética, as
proteinas do gel foram transferidas (Trans-blot SD, Bio-Rad) em tampao bjerrum
para membranas de nitrocelulose (GibcoBRL, Life Technologies) durante 1 hora a
15V. Apébs a transferéncia, as membranas foram incubadas durante 5 minutos em

solucéao fixadora e lavadas com agua destilada.

Imunodeteccio: analise por immunoblotting. As membranas de nitrocelulose

foram incubadas sob agitagdo constante (P-60, Presvac) nas seguintes condi¢oes
(quando nao especificado, considerar temperatura ambiente em torno de 25°C):
durante 10 minutos com TBS; 2 horas com solugdo de bloqueio MTBS (TBS
adicionado de 5% de leite em pd desnatado); por 2 vezes de 5 minutos cada com
TTBS (TBS adicionado de 5% de Tween-20); 15 horas a 4°C com solugdo de
bloqueio MTBS adicionada de um primeiro anticorpo monoclonal (1:2000) — anti NF-
200 clone NE14 (o anticorpo NE14 liga-se a epitopos fosforilados da NF-H,
reconhecendo, portanto, a fragdo de NF-H fosforilada) ou anti NF-200 clone N52 (o
anticorpo N52 liga-se a epitopos da NF-H independente se fosforilada ou nao,
reconhecendo, portanto, a NF-H total); novamente, por 2 vezes durante 5 minutos
cada com TTBS; 2 horas com solu¢ao de bloqueio adicionada do segundo anticorpo
(IgG anti-mouse conjugado a peroxidase tipo VI, Sigma) (1:4000) por 2 vezes
durante 5 minutos cada com TTBS e, finalmente, por 2 vezes durante 5 minutos
cada com TBS. As membranas de nitrocelulose foram, entdo, incubadas durante 5
minutos com os reagentes do kit ECL (Amersham Biosciences UK Limited, England)
para produzir a reagao de quimioluminescéncia e, assim, impressionar os filmes de

raio-X (XK-1, Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda.). O tempo de exposi¢cdo das

25



membranas contra os filmes foi variavel, dependendo da quantidade de NF-H que
imunorreagiu em cada fracao extraida. Os filmes marcados foram revelados em sala

fotografica.

Reaproveitamento das membranas de nitrotrocelulose. A fim de reutilizar as

membranas de nitrocelulose para uma analise com diferentes anticorpos, elas foram
submetidas a uma incubacéo de 30 minutos a 50°C com solucéo de stripping. Apos,
foram incubadas durante 10 minutos com TBS e o protocolo do immunoblotting foi

reiniciado.

Quantificacio e analise estatistica. Os immunoblots revelados nos filmes foram

escaniados (ColorPage Vivid lll, Genius, KYE Systems Corp.) e a densidade éptica
das bandas determinada através do software OptiQuant versdo 02.00 (Packard
Instrument Co.). Para cada amostra, o valor obtido do controle foi normalizado como
100% e as alteragdes percentuais para os diferentes tratamentos foram calculadas.
Os dados foram analisados pelo programa de estatistica ANOVA que utilizou o pos-
teste de Tukey quando as diferengas entre os diferentes tratamentos e o controle
apresentava P<0,05. As diferencas estatisticamente significativas estdo assim

representadas: * quando p<0,05; ** quando p<0,01 e *** quando p<0,001.

26



IV - RESULTADOS

Neste estudo, foi analisado o efeito do tratamento in vitro de fatias de cortex
cerebral de ratos de diferentes idades com PA ou MMA 2,5 mM sobre o
imunoconteudo da subunidade NF-H dos neurofilamentos. Para tanto utilizamos o
anticorpo monoclonal N52, que reconhece a NF-H total, independentemente do nivel
de fosforilagdo, o qual gerou nas nossas amostras duas bandas de pesos
moleculares distintos (Figura 11). A banda superior (de maior peso molecular)
corresponde aos epitopos fosforilados da NF-H e a banda inferior, correspondente
aos epitopos da NF-H ndo fosforilados. Para a analise dos efeitos dos tratamentos
utilizados sobre o nivel de fosforilagdo da NF-H utilizou-se o anticorpo monoclonal
NE14, que reconhece apenas epitopos fosforilados da subunidade NF-H. Na maioria

das amostras analisadas este anticorpo gerou apenas uma banda.

=3 B -_—

N52 NE14

Figura 11. Immunoblotting da proteina NF-H marcada com os anticorpos
monoclonais anti NF-200 clone N52 (o anticorpo N52 liga-se a epitopos da NF-H
independente do nivel de fosforilagdo, reconhecendo, portanto, o imunoconteudo
total da NF-H) e anti NF-200 clone NE14 (o anticorpo NE14 liga-se a epitopos
fosforilados da NF-H, reconhecendo, portanto, somente a fracdo de NF-H

fosforilada).

Num primeiro momento fez-se um estudo ontogenético no qual foi analisado o
efeito do tratamento de fatias de cértex cerebral com PA 2,5 mM ou MMA 2,5 mM
em ratos de 9, 12, 17, 21 e 60 dias de idade. Observou-se que ambos metabdlitos
induziram alteragcbes na imunorreatividade da NF-H presente na fracéo
citoesquelética de forma dependente do estagio de desenvolvimento do animal.

Essas alteracbes foram verificadas numa comparagdo com controles para cada
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idade e calculadas em percentagem em relacdo ao controle que foi considerado
100%. A Figura 12 mostra os efeitos do PA sobre a imunorreatividade da NF-H ao
NE14 e N52 durante o desenvolvimento do animal. Nés observamos que o PA
aumentou significativamente a imunorreatividade dos epitopos da NF-H fosforilados
(NE14) nos ratos mais jovens, de 9, 12 e 17 dias de idade e que nao alterou a
imunorreacdo da NF-H nos animais de 21 e 60 dias. Entretanto, o tratamento com
esse metabdlito (PA) aumentou significativamente a imunorreatividade da NF-H ao

anticorpo N52 apenas nos ratos de 12 e 17 dias de idade.
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Figura 12. Efeitos do PA 2,5 mM sobre o imunoconteudo da NF-H total (N52) e
fosforilada (NE14) durante o desenvolvimento. Fatias de cortex cerebral de ratos de
9, 12, 17, 21 e 60 dias de idade foram tratadas in vitro com PA 2,5 mM durante 30
minutos a 30°C. A fracao citoesquelética enriquecida em FI foi extraida e procedeu-
se a andlise por immunoblotting da proteina, como descrito no “Método
Experimental”. A intensidade das bandas reveladas (de 4 a 10 amostras
independentes para cada idade) foi quantificada e comparada com os controles de
cada idade. Os resultados estao expressos em percentagem em relagdo ao controle
de cada animal, que foi considerado 100%. Os grupos comparados dentro de cada
idade sdo os seguintes: controle (sem tratamento), N52 e NE14 (tratamentos com

PA). As diferengas estatisticamente significativas das amostras tratadas em relagao
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ao controle, avaliadas por ANOVA e pos-teste de Tukey, estdo representadas da

seguinte forma: * quando p<0,05; ** quando p<0,01 e *** quando p<0,001.

Em relagdo ao MMA, observamos efeitos similares aqueles induzidos pelo PA:
aumento significativo da imunorreatividade para o NE14 nas idades de 9, 12 e 17

dias e para o N52 nas idades intermediarias (12 e 17 dias) (Figura 13).
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Figura 13. Efeitos do MMA sobre o imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada
(NE14) durante o desenvolvimento. Fatias de cortex cerebral de ratos de diferentes
idades foram tratadas in vitro com MMA 2,5 mM durante 30 minutos a 30°C. A fracao
citoesquelética enriquecida em F| foi extraida e procedeu-se a analise por
immunoblotting da proteina como descrito no “Método Experimental”. A densidade
optica das bandas reveladas (de 4 a 10 amostras independentes para cada idade)
foi quantificada e comparada com os controles de cada idade. Os resultados estao
expressos em percentagem em relacdo ao controle de cada animal que foi
considerado 100%. Os grupos comparados sdo o0s seguintes: controle (sem
tratamento), N52 e NE14 (tratamentos com MMA). As diferencas estatisticamente

significativas das amostras tratadas em relagdo ao controle, avaliadas por ANOVA e
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pos-teste de Tukey, estdo representadas da seguinte forma: * quando p<0,05; **

quando p<0,01 e *** quando p<0,001.

O estudo ontogenético possibilitou distinguir a fase do desenvolvimento do rato
em que o PA e o MMA foram capazes de causar alteracbes no imunoconteudo total
e da forma fosforilada da NF-H na fracdo citoesquelética. E descrito na literatura
que as subunidades dos Fls recuperadas na fragcdo insoluvel em Triton X-100
correspondem a suas formas agregadas ou polimerizadas (Funchal et al, 2003). A
seguir, numa tentativa de compreender melhor os efeitos do PA e do MMA sobre a
NF-H através de sua imunorreatividade aos anticorpos utilizados, estendemos nosso
estudo para uma analise do imunoconteudo desta proteina no homogeneizado total
do tecido, antes da centrifugagdo, no sobrenadante que contém a NF-H soluvel e no
precipitado insoluvel em Triton X-100. A Figura 14 ¢é representativa do

imunoconteudo da NF-H nas trés fragdes estudadas em uma fatia controle de tecido.

Figura 14. Imunoconteudo da NF-H presente em trés fragées: homogeneizado,

precipitado e sobrenadante. Figura representativa das trés fragdes utilizadas neste
trabalho. O homogeneizado total da fatia de tecido foi centrifugado como descrito em
“Método Experimental” obtendo-se o sobrenadante e a fragao insoluvel. Aliquotas de
35ug de proteinas, dosadas pelo método de Lowry et al (1951), para cada fracao,
foram aplicadas em SDS-PAGE 10%. Procedeu-se a analise por immunoblotting
como descrito no “Método Experimental”, utilizando-se o anticorpo N52.

H = homogeneizado, P = precipitado, S = sobrenadante.

Nota-se que praticamente todo o imunoconteudo do NF-H detectado com o
anticorpo N52 encontra-se na fragcdo insoluvel em Triton X-100. Inicialmente, essa
observacao dificultou uma comparacdao direta entre as trés fracdes, pois o

sobrenadante contém quantidades muito pequenas desta proteina. Entretando, essa
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dificuldade foi contornada alterando-se a quantidade total de proteinas das
diferentes fracbes (homogeneizado total, fracdo citoesquelética e sobrenadante)
analisadas em eletroforese. Deste modo, 35 ug para o homogeneizado, 25 ug para a
fracao insoluvel e 60 ug para a fragado soluvel em Triton X-100 foram quantidades de
proteina consideradas adequadas para estudarmos os efeitos do tratamento com PA
ou MMA sobre a imunorreatividade do NF-H no homogeneizado total, na fragéo
citoesquelética e no sobrenadante, respectivamente. No entanto, mesmo utilizando-
se altas concentragcbes de proteina (60 pg) a infima imunorreatividade do NF-H
fosforilado detectado pelo anticorpo NE14 no sobrenadante, ou seja, na fragcéo
soluvel ndo permitiu sua quantificacdo pelos nossos métodos.

A Figura 15 mostra os efeitos do PA sobre a imunorreatividade da NF-H com os
anticorpos N52 e NE14 em homogeneizado de tecido, fragao insoluvel em Triton X-
100 e sobrenadante de fatias de cortex cerebral de ratos de 12 dias de idade.
Observamos que nem o imunoconteudo total da NF-H nem o imunoconteudo da NF-
H fosforilada, presentes no homogeneizado, foram alterados significativamente com
o tratamento. Porém, na fragcdo insoluvel em Triton X-100 ocorreu um aumento
significativo da imunorreativdade da NF-H frente a ambos anticorpos, confirmando
os resultados do estudo ontogenético. No entanto, o conteudo total da NF-H soluvel
(sobrenadante) ndo apresentou alteragdo. Lembramos que o imunoconteudo da NF-
H fosforilada nao foi avaliado na fracdo soluvel pelas razbes expostas acima. O

MMA apresentou efeitos similares aos do PA nas trés fracbes estudadas (Figura 16).
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Figura 15. Efeitos do PA sobre o imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada
(NE14) nas trés fracdes (homogeneizado, precipitado e sobrenadante) em cortex
cerebral de ratos de 12 dias de idade. Fatias do tecido foram tratadas in vitro com
PA 25 mM como descrito no “Método Experimental”. Uma aliquota do
homogeneizado do tecido foi separada antes da centrifugacédo e constitui a fragao
denominada “homogeneizado”. Apds a centrifugagdo obtiveram-se mais duas
fragdes: a fracao insoluvel em Triton X-100 1% denominada “precipitado” e a fragao
soluvel denominada “sobrenadante”. As amostras foram analisadas por
immunoblotting e a densidade 6ptica das bandas reveladas foi quantificada. Os
resultados estao expressos em percentagem em relagado ao controle de cada fragao
que foi considerado 100%. Os grupos comparados dentro de cada fragdo sao os
seguintes: controle (sem tratamento), N52 e NE14 (tratamentos com PA). As
diferengas estatisticamente significativas das amostras tratadas (n = 12) em relagéo
ao controle, avaliadas por ANOVA e pos-teste de Tukey, estdo assim representadas:

* quando p<0,05 e ** quando p<0,01.
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Figura 16. Efeitos do MMA sobre o imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada
(NE14) nas trés fracbes (homogeneizado, precipitado e sobrenadante) em cortex
cerebral de ratos de 12 dias de idade. Fatias do tecido foram tratadas in vitro com
MMA 25 mM como descrito no “Método Experimental”. Uma aliquota do
homogeneizado do tecido foi separada antes da centrifugagédo e constitui a fragao
denominada “homogeneizado”. Apds a centrifugacao obteve-se mais duas fragdes: a
fracdo insoluvel em Triton X-100 1% denominada “precipitado” e a fragdo soluvel
denominada “sobrenadante”. As amostras foram analisadas por immunoblotting e a
densidade Optica das bandas reveladas foi quantificada. Os resultados estéo
expressos em percentagem em relagdo ao controle de cada fracdo que foi
considerado 100%. Os grupos comparados dentro de cada fragdo sao os seguintes:
controle (sem tratamento), N52 e NE14 (tratamentos com MMA). As diferengas
estatisticamente significativas das amostras tratadas (n = 12) em relagdo ao
controle, avaliadas por ANOVA e pés-teste de Tukey, estdo assim representadas: *

quando p<0,05 e ** quando p<0,01.
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Em relagdo aos ratos de 17 dias de idade, os resultados foram semelhantes
aqueles obtidos nos animais de 12 dias de idade: aumento significativo da
imunorreatividade da NF-H frente aos anticorpos N52 e NE14 apenas na fracao
insoluvel em Triton X-100, tanto em fatias tratadas com PA (Figura 17) quanto com
MMA (Figura 18).
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Figura 17. Efeitos do PA sobre o imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada
(NE14) nas trés fracbes (homogeneizado, precipitado e sobrenadante) em cortex
cerebral de ratos de 17 dias de idade. Fatias do tecido foram tratadas in vitro com
PA 25 mM como descrito no “Método Experimental”. Uma aliquota do
homogeneizado do tecido foi separada antes da centrifugagédo e constitui a fragcao
denominada “homogeneizado”. Apds a centrifugagao obteve-se mais duas fragdes: a
fracao insoluvel em Triton X-100 1% denominada “precipitado” e a fragdo soluvel
denominada “sobrenadante”. As amostras foram analisadas por immunoblotting e a
densidade Optica das bandas reveladas foi quantificada. Os resultados estao
expressos em percentagem em relagdo ao controle de cada fragdo que foi
considerado 100%. Os grupos comparados dentro de cada fragdo sao os seguintes:
controle (sem tratamento), N52 e NE14 (tratamentos com PA). As diferengas
estatisticamente significativas das amostras tratadas (n = 7) em relagédo ao controle,
avaliadas por ANOVA e poés-teste de Tukey, estdo assim representadas: * quando
p<0,05 e *** quando p<0,001.
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Figura 18. Efeitos do MMA sobre o imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada
(NE14) nas trés fracbes (homogeneizado, precipitado e sobrenadante) em cortex
cerebral de ratos de 17 dias de idade. Fatias do tecido foram tratadas in vitro com
MMA 25 mM como descrito no “Método Experimental”. Uma aliquota do
homogeneizado do tecido foi separada antes da centrifugagcédo e constitui a fragao
denominada “homogeneizado”. Apds a centrifugacdo obteve-se mais duas fragdes: a
fracao insoluvel em Triton X-100 1% denominada “precipitado” e a fracdo soluvel
denominada “sobrenadante”. As amostras foram analisadas por immunoblotting e a
densidade Optica das bandas reveladas foi quantificada. Os resultados estédo
expressos em percentagem em relagdo ao controle de cada fragdo que foi
considerado 100%. Os grupos comparados dentro de cada fragdo sao os seguintes:
controle (sem tratamento), N52 e NE14 (tratamentos com MMA). As diferengas
estatisticamente significativas das amostras tratadas (n = 6) em relagao ao controle,
avaliadas por ANOVA e poés-teste de Tukey, estdo assim representadas: * quando

p<0,05 e ** quando p<0,01.
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Nosso préoximo passo foi tentar compreender os mecanismos envolvidos nos
efeitos observados. Para tanto, lancamos mao dos dois principais
neurotransmissores do SNC: o glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio e
o GABA, o principal neurotransmissor inibitério. Diversos estudos demonstram o
envolvimento de mecanismos mediados por receptores glutamatérgicos e
GABAérgicos modificando o equilibrio de fosforilagdo de proteinas do citoesqueleto
(Wofchuck e Rodnight, 1994; Mattos-Dutra et al 2000; Funchal et al, 2002 e 2004). O
presente trabalho avaliou o efeito dos neurotransmissores glutamato e GABA no
modelo das acidemias propidnica e metilmalénica analisando sua participacdo na
alteracao de imunorreatividade da subunidade NF-H.

A Figura 19 mostra os efeitos do PA e dos neurotransmissores em fatias de
cértex cerebral de ratos de 12 dias de idade. Observamos que o PA sozinho
manteve seus efeitos, como verificado em experimentos anteriores. No entanto, os
neurotransmissores apresentaram efeitos distintos: o glutamato 1 mM nao alterou a
imunorreatividade da NF-H enquanto que o GABA 1 mM aumentou o parametro
avaliado de uma forma semelhante ao efeito produzido pelo PA. Contudo a co-

incubacao com PA e GABA nao apresentou efeito somatorio.
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Figura 19. Efeitos do PA e dos neurotransmissores glutamato e GABA sobre o
imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada (NE14) em cortex cerebral de ratos
de 12 dias de idade. Fatias do tecido foram tratadas in vitro com PA 2,5 mM ou
glutamato 1 mM ou GABA 1 mM ou, ainda, co-incubando PA 2,5 mM e GABA 1 mM.
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A fracdo citoesquelética insoluvel em Triton X-100 1% foi extraida e procedeu-se a
analise por immunoblotting da proteina, como descrito no “Método Experimental”. A
densidade O6ptica das bandas foi quantificada. Os resultados foram expressos em
percentagem em relagdo ao controle de cada animal, que foi considerado 100%. Os
grupos comparados dentro de cada tratamento sdo os seguintes: controle, N52 e
NE14. As diferencas estatisticamente significativas das amostras tratadas (n = 5) em
relacdo ao controle, avaliadas por ANOVA e pos-teste de Tukey, estdo assim

representadas: * quando p<0,05 e ** quando p<0,01.

A Figura 20 mostra os efeitos do MMA, e dos neurotransmissores, também em
ratos de 12 dias de idade. Notamos que, de forma semelhante ao que aconteceu
com o PA, o neurotransmissor GABA aumentou o imunoconteudo da proteina
estudada, enquanto o glutamato ndo apresentou efeito. Porém, surpreendentemente
a co-incubacao das fatias de tecido com MMA e GABA produziu uma inibigao

significativa do imunoconteudo da NF-H total e fosforilada.
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Figura 20. Efeitos do MMA e dos neurotransmissores glutamato e GABA sobre o
imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada (NE14) em cortex cerebral de ratos
de 12 dias de idade. Fatias do tecido foram tratadas in vitro com MMA 2,5 mM ou
glutamato 1 mM ou GABA 1 mM ou, ainda, co-incubando MMA 2,5 mM e GABA
1mM. A fragao citoesquelética insoluvel em Triton X-100 1% foi extraida e procedeu-

se a analise por immunoblotting da proteina como descrito no “Método
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Experimental”’. A densidade 6ptica das bandas foi quantificada. Os resultados foram
expressos em percentagem em relagdo ao controle de cada animal, que foi
considerado 100%. Os grupos comparados dentro de cada tratamento sdo os
seguintes: controle, N52 e NE14. As diferengas estatisticamente significativas das
amostras tratadas (n = 5) em relagéo ao controle, avaliadas por ANOVA e pds-teste

de Tukey, estdo assim representadas: * quando p<0,05 e ** quando p<0,01.

Avaliamos em seguida os mesmos parametros em animais cujo sistema nervoso
central (SNC) esta mais desenvolvido, ou seja, ratos de 17 dias de idade. Obtivemos
resultados que mostram o envolvimento de mecanismos dependentes do
desenvolvimento do animal. A Figura 21 mostra que o PA sozinho manteve seus
efeitos, como verificado em experimentos anteriores: aumento do imunoconteudo da
NF-H total (N52) e aumento do imunoconteudo da NF-H fosforilada (NE14). O
neurotransmissor glutamato apresentou efeitos semelhantes aos do PA e quando as
fatias de tecido foram co-incubadas com glutamato 1 mM e PA 2,5 mM esses efeitos
nao se somaram. Por outro lado, o neurotransmissor GABA nao teve efeito sobre a
imunorreatividade da NF-H com os dois anticorpos utilizados. Os resultados obtidos

com MMA, GABA e glutamato foram semelhantes, como mostra a Figura 22.
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Figura 21. Efeitos do PA e dos neurotransmissores glutamato e GABA sobre a
imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada (NE14) em cortex cerebral de ratos
de 17 dias de idade. Fatias do tecido foram tratadas in vitro com PA 2,5 mM ou
glutamato 1 mM ou GABA 1 mM ou, ainda, co-icubando PA 2,5 mM e glutamato
1mM. A frag&o citoesquelética insoluvel em Triton X-100 1% foi extraida e procedeu-
se a andlise por immunoblotting da proteina, como descrito no “Método
Experimental”’. A densidade 6ptica das bandas foi quantificada. Os resultados foram
expressos em percentagem em relagdo ao controle de cada animal, que foi
considerado 100%. Os grupos comparados dentro de cada tratamento sdo os
seguintes: controle, N52 e NE14. As diferengas estatisticamente significativas das
amostras tratadas (n = 5) em relagdo ao controle, avaliadas por ANOVA e pés-teste

de Tukey, estdo assim representadas: * quando p<0,05 e ** quando p<0,01.
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Figura 22. Efeitos do MMA e dos neurotransmissores glutamato e GABA sobre a
imunoconteudo da NF-H total (N52) e fosforilada (NE14) em cortex cerebral de ratos
de 17 dias de idade. Fatias do tecido foram tratadas in vitro com MMA 2,5 mM ou
glutamato 1 mM ou GABA 1 mM ou, ainda, co-incubando MMA 2,5 mM e glutamato
1 mM. A fragcdo citoesquelética insoluvel em Triton X-100 1% foi extraida e
procedeu-se a anadlise por immunoblotting da proteina, como descrito no “Método
Experimental”. A densidade éptica das bandas foi quantificada. Os resultados foram
expressos em percentagem em relacdo ao controle de cada animal, que foi
considerado 100%. Os grupos comparados dentro de cada tratamento sdo os
seguintes: controle, N52 e NE14. As diferencas estatisticamente significativas das
amostras tratadas (n = 5) em relagdo ao controle, avaliadas por ANOVA e pés-teste

de Tukey, estdo assim representadas: * quando p<0,05 e ** quando p<0,01.
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V - DISCUSSAO

A acidemia propibnica e a acidemia metilmalénica sdo erros inatos do
metabolismo (EIM), descritas como deficiéncias enzimaticas distintas, porém, que
compartiiham de uma rota metabdlica comum. Os pacientes portadores dessas
desordens apresentam crises metabdlicas agudas, durante as quais verificam-se
niveis plasmaticos muito altos dos acidos organicos PA e MMA, respectivamente
(Fenton e Rosenberg, 2001). Apesar dos sintomas neuroldgicos serem 0s principais
achados das acidemias propiénica e metilmalénica e as anormalidades estruturais
do SNC, como a atrofia cerebral, serem frequentemente observadas nos pacientes
afetados, muito pouco €& conhecido da patofisiologia das disfungdes neurologicas
nestas desordens.

O presente trabalho mostra um estudo ontogenético dos efeitos do PA e do
MMA sobre a imunorreatividade da NF-H em fatias de coértex cerebral de ratos de 9,
12, 17, 21 e 60 dias de idade e faz também uma abordagem sobre o equilibrio de
polimerizagdo e a participacdo de mecanismos glutamatérgicos e GABAérgicos
nestes efeitos. Para tanto, utilizamos dois tipos de anticorpos monoclonais, o
anticorpo NE14 que se liga somente a epitopos fosforilados na molécula da NF-H e,
portanto, reconhece NF-H fosforilada; e o anticorpo N52 que se liga a um epitopo do
dominio carboxi-terminal da NF-H, o qual esta presente tanto na forma fosforilada
quando na forma nao fosforilada da subunidade e portanto, reconhece a NF-H total,
independentemente do nivel de fosforilagao.

Nossos resultados mostraram alteragdes na imunorreatividade da NF-H insoluvel
em Triton X-100 ao longo do desenvolvimento em resposta a exposigao de fatias de
cortex cerebral dos animais ao PA e MMA 2,5 mM durante 30 minutos. Esta
concentracao foi escolhida por corresponder aos niveis atingidos por esses acidos
durante as crises metabdlicas (Fenton e Rosenberg, 2001) em pacientes com
acidemia propidnica e metilmalénica. Além disso, resultados prévios de nosso
laboratério sobre efeitos do PA e do MMA em outras proteinas do citoesqueleto
foram obtidos com a concentragao de 2,5 mM (Mattos-Dutra et al, 2000; de Almeida
et al, 2003; Oliveira-Loureiro et al, 2005).

Os dados do presente estudo mostram que PA e MMA sado capazes de

aumentar a imunorreatividade da NF-H fosforilada (NE14) e associada a fragao
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citoesquelética de cortex cerebral de ratos lactantes dos 9 até os 17 dias de vida.
Interessantemente, os metabdlitos ndo afetaram a fosforilagdo da NF-H na fragao
citoesquelética de fatias corticais dos animais de 21 e 60 dias de idade. Inumeros
fatores poderiam sustentar uma explicacdo para essas observacdes, porém, ainda
nao conhecemos a resposta correta. Sabemos, entretando, que a maturacdo do
cortex cerebral ndo esta completa nas idades estudadas e que sistemas complexos
modulam a dinamica do citoesqueleto ao longo do desenvolvimento (Shea et al,
1997; Lariviere e Julien, 2004). Nesse contexto, é interessante notar que as criangas
afetadas pelas acidemias propidnica e metilmaldnica apresentam os sinais
neurolégicos mais severos no inicio da vida (Fenton e Rosenberg, 2001). Por outro
lado, a imunorreatividade aumentada do epitopo fosforilado da NF-H pelos acidos
organicos poderia levar a uma desestabilizacdo do citoesqueleto, pois é descrito que
a fosforilagdo desta subunidade regula as interagdes entre a NF-H e outros NFs
(Hirokawa et al, 1984), bem como com os MTs (Hisanaga et al, 1991). Também, é
descrito que a fosforilagdo da NF-H regula o didmetro axonal (Hoffmann et al, 1984),
o transporte axonal (Archer et al, 1994) e a protedlise desta proteina por agao da
calpaina (Greenwood et al, 1993). Tudo isso pode, potencialmente, levar a
degeneracgao neuronal e explicar parcialmente as anormalidades estruturais do SNC
caracteristicas dos pacientes afetados pelas desordens onde esses metabdlitos se
acumulam.

Nos também mostramos que a imunorreatividade da NF-H para o N52
(fosforilada e nao-fosforilada) estava significativamente aumentada na fragao
citoesquelética, obtida de fatias de cértex cerebral de ratos de 12 e 17 dias de idade,
apods a exposicao ao PA e MMA, porém, esse parametro nao se alterou nas demais
idades. Levando em consideragao o conjunto de dados obtidos com os anticorpos
NE14 e N52 na fracao citoesquelética, podemos dizer que a incubagao das fatias de
cortex cerebral de ratos de 9 dias aumentou o nivel de fosforilagdo sem alterar o
imunoconteudo total; em ratos de 12 e 17 dias de vida levou a um acumulo da
subunidade NF-H na fracdo citoesquelética e que esta proteina esta na forma
fosforilada; e finalmente, em ratos de 21 e 60 dias de vida os metabdlitos nao

alteraram os parametros estudados. Estes resultados sugerem a existéncia de
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mecanismos dependentes do desenvolvimento regulando os efeitos do PA e do
MMA sobre o imunoconteudo da NF-H na fragao citoesquelética, em cortex cerebral.

E descrito que o produto da extragdo de um tecido com tampao de alta forca
ibnica contendo Triton X-100 1% é uma fracdo citoesquelética enriquecida em
filamentos intermediarios e que estas proteinas encontram-se fisicamente
associadas com o citoesqueleto celular (Domingo et al, 1992; Funchal et al, 2003).
Por isso, consideramos que 0 aumento concomitante da imunorreatividade da NF-H
aos anticorpos N52 e NE14 corresponde a um aumento da subunidade agregada ou
polimerizada, constituindo o esqueleto celular.

Para explicar o aumento do imunoconteudo da NF-H associada ao
citoesqueleto, nos ratos de 12 e 17 dias, surgem as seguintes hipoteses: (1)
aumento da expressdo da subunidade NF-H, (2) diminuigdo da protedlise desta
subunidade associada a fragao citoesquelética e (3) deslocamento do equilibrio NF-
H soluvel «<» NF-H polimerizada, favorecendo a forma polimerizada.

Enfocamos inicialmente a possibilidade de um aumento da expressao da NF-H.
Para isso realizamos outra série de experimentos e analisamos o imunoconteudo da
NF-H no homogeneizado total do tecido, antes da centrifugagédo, bem como na
fracado insoluvel em Triton X-100 1%. Neste estudo utilizamos animais de 12 e 17
dias de idade. A analise dos dados revelou que nem o imunoconteudo total da NF-H
(fosforilada e nao fosforilada) nem o imunoconteudo da NF-H fosforilada, presentes
no homogeneizado do tecido, foram alterados significativamente com o tratamento.
Esse resultado exclui a hipétese de que os metabdlitos aumentariam a expressao da
subunidade NF-H nas nossas condi¢cdes experimentais.

Uma segunda tentativa de explicagdo para o aumento do imunoconteudo da NF-
H na fracdo citoesquelética, seria uma inibicdo da protedlise da NF-H anormalmente
fosforilada e associada a fragao citoesquelética. Essa possibilidade é baseada na
evidéncia de que a calpaina, uma protease dependente de calcio, degrada
ativamente as subunidades dos neurofilamentos na sua forma polimerizada. No
entanto, a enzima s6 € capaz de reconhecer substratos ndo fosforilados. Isto
significa que a fosforilagdo de determinados residuos de serina impede o

reconhecimento do substrato e, portanto a agado da calpaina (Pant, 1988).
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Uma terceira possibilidade sugere o deslocamento do equilibrio de polimerizagao
NF-H soluvel <» NF-H polimerizada, favorecendo a forma polimerizada. Embora a
imunorreatividade da NF-H frente a ambos anticorpos tenha aumentado
significativamente na fragcdo insoluvel em Triton X-100, como ja havia sido
demonstrado anteriormente, o conteudo total da NF-H soluvel (sobrenadante) n&o
apresentou diminuicdo, como seria de se esperar. Apesar de nao termos uma
explicacdo exata para estes resultados, ainda acreditamos que o aumento da
immunorreatividade da NF-H na fracdo citoesquelética esteja, de alguma maneira,
relacionada com o deslocamento do equilibrio NF-H soluvel «<» NF-H polimerizada.

Para justificar esta opinido, consideramos que a fragcéo citoesquelética insoluvel
em Triton é uma fragdo compartimentalizada no axénio, onde os NFs encontram-se
principalmente polimerizados, com poucas subunidades soluveis em equilibrio
(Grant e Pant, 2000). O corpo celular do neurdnio é considerado um compartimento
de sintese dos NFs, onde suas subunidades encontram-se relativamente
hipofoforiladas e monoméricas ou oligoméricas (Jung et al, 2000°; Grant e Pant,
2000). Portanto, o fato de nao detectarmos a diminuicdo esperada do
imunoconteudo da NF-H soluvel poderia ser um reflexo da metodologia utilizada, na
qual ndo analisamos somente as poucas subunidades que participavam do equilibrio
no compartimento axonal, mas, também, aquelas presentes no corpo celular. Como
nao podemos segregar estes compartimentos, pois trabalhamos com o
homogeneizado do tecido, nossos resultados nado expressam as verdadeiras
variagbes do imunoconteudo da NF-H soluvel que esta em equilibrio com o
citoesqueleto axonal. Considerando como possivel esta avaliagdo metodoldgica, ndo
podemos excluir a possibilidade de um deslocamento do equilibrio de polimerizacao
da NF-H.

Entretanto, reforcando nossa tendéncia por esta hipotese, consideramos que o
acumulo da NF-H na fracao citoesquelética, observado nos animais de 12 e 17 dias,
foi acompanhado pelo aumento da imunorreatividade da NF-H fosforilada. Esse
dado mostra que o aumento da fosforilagdo desta subunidade poderia ter contribuido
para sua agregacgao na fragdo citoesquelética. A relagcdo entre a fosforilagdo das
proteinas dos NFs e a sua polimerizacéo, porém, nao esta totalmente esclarecida. A

excecao faz-se para a NF-L. Para esta subunidade a fosforilagdo na extremidade
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aminoterminal favorece sua dissociacdo ou ndo incorporagdao no NF, porém, a
fosforilagdo na extremidade carboxi-terminal nao interfere nessa dindmica (Sihag e
Nixon, 1989, 1991; Guan et al, 1992; Nakamura et al, 2000). No entanto, com
relacdo a NF-H n&o existem evidéncias diretas do envolvimento da fosforilagdo com
a capacidade de associagao desta subunidade aos NFs. Nesse contexto, algumas
evidéncias merecem destaque.

As subunidades NF-M e NF-H sao as que possuem o0 maior numero de sitios de
fosforilagao, especialmente, nas repeticdbes KSP, encontradas no dominio carbdxi-
terminal. Entre as principais quinases que fosforilam esses sitios estao duas familias
de quinases direcionadas a prolina: as ciclinas quinases que incluem a cdk5 e as
MAP (mitogen-activated protein) quinases que por sua vez incluem as Erk 1 e 2
(Grant e Pant, 2000). Apesar da generalizagdo muito comum de que essas quinases
fosforilam repeticoes KSP, é relevante considerar que elas tém preferéncia por
sequéncias diferentes de aminoacidos, o que |hes confere fungdes distintas. As Erk
1 e 2 fosforilam, preferencialmente, sequéncias KSPXXXK (Pant et al, 1997) e sua
ativagao esta implicada no crescimento de neuritos (Traverse et al, 1992). Ja a cdk5
requer um residuo basico adjacente, tendo alta afinidade por sequéncias KSPXK
(Pant et al, 1997), que quando fosforilada na NF-H impede sua ligagdao com os MTs
(Miyasaka et al, 1993).

Como podemos notar a fosforilagdo em condigdes fisioldgicas é muito importante
para a funcionalidade neuronal. Porém, em doengas neurodegenerativas é descrita
uma fosforilagdo anormal das proteinas do citoesqueleto como é o caso dos feixes
fibrilares de proteina tau, caracteristicos da Doenga de Alzheimer (Viana, 1999).
Ainda, em modelos animais de esclerose lateral amiotrofica (ELA), o transporte de
NFs anormalmente fosforilados esta seriamente obstruido, talvez como resultado da
formagao prematura e anormal de polimeros dentro do corpo celular, o que impede
sua associagao com os MTs (Marszalek et al, 1996; Julien, 1999).

Concebendo a existéncia de diversos sitios de fosforilagdo nas subunidades dos
NFs que, por sua vez, sdo alvo de inumeras quinases, ativadas por estimulos
variados, modulando diferentemente a dindmica do citoesqueleto, torna-se evidente

a complexidade dos mecanismos que regulam a polimerizagdo dos NFs.
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Remetendo aos nossos resultados, provavelmente uma combinagcdo de
fosforilagdo anormal da NF-H, com aumento de sua polimerizagdo, acompanhado
por diminuicdo da degradagao proteolitica da proteina associada ao neurofilamento
seja uma explicagdo para os resultados obtidos. No entanto mais experimentos
serao necessarios para esclarecer este mecanismo.

Finalmente avaliamos a participagdao dos neurotransmissores glutamato e GABA
nos efeitos do PA e do MMA sobre o imunoconteudo da NF-H, numa tentativa de
compreender o0s possiveis mecanismos envolvidos nas alteragdes observadas.
Nossos resultados mostraram o envolvimento de ambos neurotransmissores,
mediando os efeitos do PA e do MMA, provavelmente através de diferentes
mecanismos regulados durante o desenvolvimento.

Com relacdo aos animais de 12 dias de idade, apenas o neurotransmissor GABA
(1 mM) teve efeito sobre o imunoconteudo da NF-H, mimetizando o efeito dos
acidos. No entanto, quando GABA e PA ou GABA e MMA foram co-incubados,
observamos resultados diferentes. Quando GABA foi co-incubado com o PA, o efeito
sobre o imunoconteudo da NF-H foi igual ao observado para cada substancia
isoladamente. Mas, quando o GABA foi co-incubado com o MMA, o efeito foi inverso,
isto é: ocorreu uma significativa diminuigdo do imunoconteido da NF-H. Com estas
observagdes podemos dizer que PA e GABA agem através do mesmo mecanismo,
pois a co-incubacédo nao teve efeito somatério. Mas o MMA tem um mecanismo de
acgao diferente, o qual permanece incompreendido. Estudos em nosso laboratério ja
mostraram um comportamento semelhante para a co-incubagdo com o0s
aminoacidos fenilalanina e alanina, onde separados tem efeitos estimulatérios sobre
a incorporacdo de *°P em Fls de cértex cerebral de ratos, mas quando juntos néo
tem efeito. Nesta situagao foi descrito um mecanismo inibitério complexo dos dois
aminoacidos sobre enzimas do sistema fosforilante dos Fls, sugerindo que os
aminoacidos agem em dois sitios diferentes da mesma enzima ou em enzimas
diferentes, nesse caso uma do sistema fosforilante e a outra do sistema
desfosforilante (Dick et al, 2002).

Avaliando as respostas em animais de 17 dias de idade, notamos que a
neurotransmissdo GABAérgica cede importancia a glutamatérgica em seus efeitos

sobre o imunocontéudo da NF-H. Os dados mostram que apenas o
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neurotransmissor glutamato alterou os parametros estudados, e que este efeito ndo
€ significativamente diferente dos efeitos dos acidos sozinhos. Assim, a co-
incubagdo do glutamato com o PA ou com o MMA mostra que seus efeitos
individuais ndo se somam e concluiu que estes metabdlitos, nas condicdes
apresentadas, agem através de mecanismos glutamatérgicos.

E muito interessante conceber que a variedade de resultados expressos nesse
estudo apenas reforca o importante papel do desenvolvimento do SNC, orquestrado
por infinitos sistemas de sinalizagao celular. Dentro dessa rede complexa de sinais,
destacamos a neurotransmissao GABAérgica e glutamatérgica, que mostraram estar
envolvidas na dinamica de fosforilagdo da NF-H e assim regular a fungcdo do
citoesqueleto neuronal, pelo menos em alguns estagios do desenvolvimento.
Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostraram o envolvimento de
mecanismos glutamatérgicos e GABAérgicos nos efeitos causados pelos metabdlitos
que se acumulam em diferentes EIM. Podemos citar de Mattos-Dutra et al (2000),
cujo trabalho mostrou que o PA e o MMA eram capazes de aumentar a fosforilagéo
de outras proteinas do citoesqueleto, como as subunidades de médio e baixo peso
molecular dos neurofilamentos (NF-M e NF-L), bem como das o e [ tubulinas em
fatias de cortex cerebral de ratos de 17 dias de idade através de iGIuR do tipo
NMDA; Funchal et al (2002) mostraram o envolvimento dos trés tipos de iGluR
(NMDA, AMPA e cainato) nos efeitos inibitérios do acido a-cetoisocaproéico (KIC)
sobre a fosforilagdo de Fl em cortex cerebral de ratos de 12 dias de idade. Por outro
lado, em ratos de 17 e 21 dias os efeitos deste metabdlito s&o estimulatorios sobre a
fosforilagdo das mesmas proteinas e envolvem somente os receptores NMDA e
AMPA. Em outro trabalho, Funchal et al (2004) mostraram que o KMV, outro
metabdlito que se acumula na DXB, estimulou a fosforilagdo de subunidades dos Fls
em cortex cerebral de ratos de 12 dias de idade através do sistema GABAérgico.

Sabemos que o padrao de expressdao de receptores muda durante o
desenvolvimento, inclusive € descrita a regulagédo cruzada entre os sistemas
GABAérgico e glutamatérgico (Saransaari e Oja, 2004). Portanto, € possivel que a
variagdo na expressao de receptores regulada pelo desenvolvimento possa explicar

a diversidade dos resultados observados neste estudo.
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Concluindo, este estudo mostrou que os acidos organicos acumulados nas
acidemias propidnica e metilmalénica produziram uma alteragdo do equilibrio de
fosforilagdo/desfosforilagdo da NF-H, gerando o acumulo desta proteina na forma
polimerizada. Este efeito poderia ter consequéncias deletérias para o transporte
axonal e a fungdo neuronal, o que poderia explicar os danos neurolégicos e as
anormalidades estruturais do SNC (atrofia cerebral) dos pacientes afetados. Ainda,
nossos resultados mostraram que os efeitos do PA e do MMA observados sobre a
NF-H sdo dependentes do estagio de desenvolvimento do animal e dos sistemas de

neurotransmissao glutamatérgica e GABAérgica.
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VI - CONCLUSOES

1. Os acidos propidénico (PA) e metilmalénico (MMA) induzem alteragées na
imunorreatividade da NF-H em cértex cerebral de maneira dependente do estagio de
desenvolvimento do rato. Em ratos de 9 dias os metabdlitos aumentam o nivel de
fosforilagdo sem alterar o imunoconteudo total da proteina na fragao citoesquelética;
em ratos de 12 e 17 dias provocam um acumulo da subunidade NF-H na fragao
citoesquelética; e, em ratos de 21 e 60 dias de vida os metabdlitos ndo alteram a

imunorreatividade da NF-H.

2. O PA e o MMA alteram o equilibrio de polimerizagdo da NF-H provocando um
acumulo da proteina fosforilada na sua forma polimerizada sem alterar o
imunoconteudo desta proteina no homogeneizado de cértex cerebral de ratos de 12
e 17 dias de idade.

3. A neurotransmissdo GABAérgica e glutamatérgica estdo envolvidas nos efeitos
do PA e do MMA sobre o imunoconteudo da NF-H associada a fragao
citoesquelética de cortex cerebral de ratos, porém estes sistemas agem somente em
fases restritas do desenvolvimento. Em animais de 12 dias de vida o PA tém seus
efeitos mediados através de mecanismos de neurotransmissdo GABAérgica. Com
relacdo ao MMA, o envolvimento de mecanismos GABAérgicos parece ser mais
complexo, dificultando conclusdes imediatas. Em animais de 17 dias de idade, tanto
o PA quanto o MMA, tém seus efeitos sobre o imunoconteudo da NF-H mediados

por mecanismos de neurotransmissao glutamatérgica.
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VIl - PERSPECTIVAS

Este trabalho abre algumas oportunidades de novos estudos no modelo
experimental das Acidemias Propidnica e Metilmalbnica.

Uma perspectiva extremamente pertinente é fazer um estudo com antagonistas
dos receptores GABAérgicos e glutamatérgicos, com o objetivo de mostrar os
subtipos de receptores envolvidos nos efeitos observados dos acidos propidnico e
metilmaldnico em ratos de 12 e 17 dias de idade.

Outra perspectiva, também, prioritaria é concluir o envolvimento dos
mecanismos de neurotransmissdo GABAérgicos nos efeitos do acido metilmaldnico.

Também, pretendemos fazer um novo estudo dos acidos sobre a morfologia de
neurénios. Neste trabalho poderemos focar sobre alguns aspectos morfolégicos
diretamente relacionados as fun¢des da NF-H, como o didmetro do calibre axonal e

o crescimento de neuritos.
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