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RESUMO

Glicose ¢ o principal substrato energético no SNC de mamiferos adultos, contudo o
cérebro também ¢ capaz de utilizar outros substratos, incluindo manose, frutose, galactose,
glicerol, corpos cetdnicos e lactato. Glicose ¢ quase totalmente oxidada a CO, e H,O, mas ela
também ¢ precursora de neurotransmissores, tais como glutamato, GABA e glicina. O
metabolismo energético do SNC varia ontogeneticamente, visto o fato de que nas primeiras 2
horas apds o nascimento, lactato € o seu principal substrato, glicose e corpos cetonicos servem
como substratos nos 21 dias subseqiientes e, apds este periodo, somente glicose predomina. A
utilizacdo de nutrientes ¢ regulada de varias maneiras, tais como o transporte através das
células endoteliais capilares, transporte através da membrana plasmatica, variagdes na
atividade enzimdtica e variagdes nas concentragdes de nutrientes plasmaticos. Estd bem
estabelecido que a atividade funcional do SNC aumenta o metabolismo energético. Tal evento
pode ser dependente da atividade da bomba Na',K'-ATPase, a qual é requerida para
restabelecer a homeostase i6nica. O aumento da concentracdo de potassio extracelular de um
nivel basal 8-12 mM provoca excitacdo neuronal fisioldgica. A concentracdo de potassio pode
atingir 50-80 mM durante convulsdes, isquemia ou hipoglicemia. O potassio liberado pela
atividade elétrica ¢ captado nos astrocitos através de processos dependentes e ndo
dependentes de ATP. Neste estudo, observamos o efeito de diferentes concentragdes de
potassio extracelular (2.7, 20 e 50 mM), sobre a oxidacao de glicose, frutose, manose e lactato
a CO; e a conversao a lipidios em cortex cerebral de ratos jovens (10dias) e adultos (60 dias).
Considerando que a captagdo de deoxiglicose esta relacionada com a atividade glicolitica,
testamos a influéncia do potassio extracelular sobre este pardmetro. Os efeitos da ouabaina
sobre a oxidagdo de glicose e captacao de deoxiglicose foram testados para determinar se a
influéncia de potassio extracelular era dependente da atividade da bomba Na",K'-ATPase. Os
efeitos da monensina (ionéforo de Na') e bumetanide (inibidor do transportador de
Na'/K'/2CI") foram também testados. O aumento da concentragio de potassio extracelular
aumentou a oxidacdo de glicose, frutose, e manose a CO, em cortex cerebral de ratos adultos,
contudo, este fenomeno nao foi observado em ratos jovens. A oxidacdo de lactato aumentou
com o aumento da concentracdo de potassio extracelular em ambos ratos jovens e adultos.
Nao houve diferenca na oxidag¢do de glicose e sobre a captagdo de deoxiglicose na presenga
de ouabaina. Monensina aumentou a captacdo de deoxiglicose em 2 minutos de incubagio.
Contudo, esta captagdo diminuiu em periodos de incubagdo de 1 hora e 10 minutos. Além
disso, nao houve efeito do bumetanide sobre o aumento causado pela alta concentracido de
potassio extracelular na oxidacdo de glicose.



ABSTRACT

Glucose is the main energetic substrate in the CNS of adult mammalian, although the
brain is also able to use other substrates such as mannose, frutose, galactose, glycerol, ketone
bodies and lactate. Glucose is almost entirely oxidized into CO, and H,O, but it is also the
precursor of neurotransmitters such as glutamate, GABA and glycine. The energetic
metabolism of CNS varies ontogenetically as seen by the fact that, in the first two hours after
birth, lactate is its main substrate, glucose and ketone bodies perform that role for the
subsequent twenty one days and, after that, only glucose prevails. There are several levels to
regulate the use of nutrients, such as transport by capillary endothelial cells, transport by
plasma membrane, variations in enzyme activity and variations in plasma concentrations of
nutrients. It is well established that the functional activity of CNS increases the energetic
metabolism. Such event may be dependent on the Na"/K™ ATPase pump activity, which is
required to regain ionic homeostasis. The expansion of the concentration of extracellular
potassium from the basal to 8 - 12 mM leads to physiologic neuronal excitement. The
potassium concentration can reach 50-80 mM in situations such as seizures, ischemia and
hypoglycemia. Potassium released by the electric activity is captured by astrocytes through
ATP dependent and nondependent processes. In the present study, we observed the effect of
different concentrations of extracellular potassium (2.7, 20 and 50 mM) on the glucose,
frutose, mannose and lactate oxidation into CO, and the conversion into lipids in the cerebral
cortex of young (10 days) and adult (60 days) rats. Considering that deoxyglucose uptake is
correlated with the glycolitic activity, we tested the influence of de potassium extracellular on
this parameter. The effects of ouabain on the glucose oxidation and deoxiglucose uptake were
tested to determine whether the influence of extracellular potassium was dependent on the
Na'/K" ATPase pump activity. Effects of monensin (Na’ ionophore) and bumetamide
(Na'/K'/2CI" transporter inhibitor) were also tested. The rise of the concentration of
extracellular potassium intensifies the glucose, frutose and mannose oxidation into CO, in the
brain cortex of adult rats, yet, such phenomenon is not verified in young rats. Lactate
oxidation increased with the rise of extracellular potassium in both young and adult rats.
There was no difference on the glucose oxidation neither on the deoxyglucose uptake on the
presence of ouabain. Monensin augmented the deoxiglucose uptake in a 2-minute incubation.
However, this captation decreased when incubation periods of 1 hour and 10 minutes.
Furthermore, there was no effect of bumetamide on the rise of glucose oxidation caused by
high extracellular concentration of potassium.
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1 INTRODUCAO

1.1 Metabolismo energético cerebral

Embora o cérebro humano represente apenas cerca de 2% do peso corporal, os
processos que consomem energia € que garantem a propria funcdo cerebral perfazem
aproximadamente 25% do metabolismo basal, uma velocidade metabolica 3,5 vezes maior até
mesmo do que em cérebros de outras espécies de primatas. Além disso, os neurdnios t€m uma
dependéncia quase exclusiva de glicose como substrato energético, e as reservas de glicose ou
glicogénio no cérebro sdo limitadas (LEE et al., 2000).

O metabolismo energético foi um dos primeiros aspectos estudados da Bioquimica do
cérebro (Mcllwain, 1953; 1956; Lowry & Passonneau, 1964). Durante as ultimas décadas
foram descritos mecanismos do metabolismo energético cerebral interligando neurdnios e
glia, porém explicacdes atribuidas a alguns mecanismos necessitam maiores esclarecimentos.

No adulto, o metabolismo cerebral ¢ altamente dependente de um continuo
fornecimento de glicose. A glicose € substrato com menor demanda para processos anabolicos
do cérebro, mas o uso primario deste nutriente ¢ catabolico como um nutriente oxidavel para
proposito bioenergético (LAND, 1994).

Anteriormente ao trabalho de Owen et al. (1967), acreditava-se que glicose era
obrigatoriamente o unico substrato energético cerebral. Owen e colaboradores estudaram o
metabolismo cerebral de trés pacientes obesos submetidos a 5-6 semanas de jejum, através de
cateterizagdo de vasos sanguineos cerebrais, € mostraram que B-hidroxibutirato e acetoacetato
substituiram a glicose como nutriente predominante para o metabolismo cerebral, sendo que
0s corpos cetonicos sdo responsaveis por cerca de dois tercos da energia utilizada durante o

jejum prolongado.
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Moore et al. (1976) estudaram o transporte ¢ metabolismo da glicose em cérebro de
ratos amamentados em diferentes idades e encontraram baixa velocidade de utilizacao de
glicose em cérebro de ratos neonatos, indicando e sugerindo uso predominante de outras
fontes energéticas que ndo fosse a glicose.

A partir de evidéncias como as supracitadas, pesquisadores mostraram que o SNC ¢
capaz de utilizar outros substratos energéticos além de glicose (WADA et al., 1998),
incluindo manose (DRINGEN et al., 1994), frutose (WADA et al., 1998), glicerol e
glutamina (McKENNA et al., 1986), corpos cetonicos (WILLIAMSON, 1985; NEHLIG &
VASCONCELOQOS, 1993) e lactato (TABERNERO, VICARIO & MEDINA, 1996; GRIFFIN
et al., 1999).

Em experimentos com fatias de hipocampo de cobaias, das regides giro-denteado e da
area CA3, Wada et al. (1998) investigaram o efeito de diferentes concentragdes de glicose e a
substitui¢do de glicose por manose, frutose e lactato sobre a atividade neural. Os resultados
indicaram que glicose parece ser essencial na preservacao da atividade sindptica, e que
manose, frutose e lactato ndo preservam a atividade sindptica, embora os niveis de fosfatos de
alta energia (ATP e CrP) sdo preservados por estes substratos energéticos.

Chain et al. (1969) mostraram que manose (5 mM) ¢ oxidada a CO, em coértex cerebral
de ratos quantitativamente equiparada a glicose. Frutose (5 mM) mostrou um perfil de
oxidagdo equivalente a 58% de glicose.

Weber et al. (2001), em estudo do metabolismo ontogénico de hexoses em cortex
cerebral de ratos, mostraram que a oxidacdo a CO, de manose, frutose e glicose aumentou
significativamente com a idade, enquanto que a oxidagdo de galactose diminuiu com o
aumento da idade dos animais. Porém, a oxidacao de galactose a CO, foi dez vezes menor do
que as outras hexoses estudadas. Os autores também mostraram que Citocalasina B (inibidor
do transporte de glicose s6dio-independente) inibiu a oxidagdo a CO, de glicose, manose e
galactose, além da sintese de lipidios a partir dessas hexoses, nao afetando o metabolismo de
frutose. Segundo Weber et al. (2001), isto indica que galactose e manose sdo transportadas
pelos carreadores de glicose, ao contrario de frutose.

Rotta et al. (2002) estudaram a utilizacdo ontogénica dos nutrientes energéticos
glicina, glutamina, B-hidroxibutirato e glicerol, em fatias de cerebelo de ratos. A oxidagdo de
glicerol e glutamina a CO, aumentou com a idade dos animais, e a glutamina foi o nutriente
mais oxidado a CO, (15-30 vezes maior do que os outros nutrientes). A produgdao de CO, a
partir de glicina diminuiu com a idade, e animais de 10 dias mostraram uma oxidacdo 7,5

vezes maior do que aquela em adultos. A sintese de lipidios a partir de B-hidroxibutirato e
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glicerol foi maior em ratos adultos, ndo havendo diferenga significativa na oxida¢do de [3-

hidroxibutirato a CO; nas idades de 10 dias e adultos.

1.2 Metabolismo oxidativo e nao oxidativo da glicose no cérebro

Estd bem estabelecido que a fungdo normal do cérebro € criticamente dependente do
fornecimento de glicose a partir do sistema circulatorio (PENG, ZHANG & HERTZ, 1994).
A capacidade da glicose em manter o metabolismo energético cerebral ¢ devida, em parte, a
combina¢do de uma concentracdo de glicose relativamente alta no plasma (~5.5 mM), e a
presenca de transportadores de glicose, os quais carreiam glicose através da barreira hemato-
encefalica e das membranas das células cerebrais (Fig. 1.1), mantendo os niveis de glicose no
cérebro de ratos em cerca de 2-3 pmol/g de massa (SIESJO, 1978; PFEUFFER, TKAC &
GRUETTER, 2000).

Astroglia

Neurénio /l ®8 GLUTT 45K
- GLUT1 55K

Il GLUT3
4» GLUTS

K/ Célula endotelial

Microglia
Adaptado de ZIGMOND, et al. (1999)

Figura 1.1 — Distribui¢do celular dos principais transportadores de glicose no SNC.
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O metabolismo da glicose no cérebro ¢ similar ao metabolismo desta hexose em outros
tecidos, e inclui trés principais vias metabdlicas: glicolise, ciclo de Krebs e via pentose fosfato
(ZIGMOND et al., 1999).

Na via glicolitica, glicose ¢ metabolizada a piruvato, havendo producao de apenas
duas moléculas de ATP por molécula de glicose. Sob condi¢do ndo oxidativa, piruvato ¢é
convertido a lactato, permitindo a regeneragio de NAD" oxidado, o qual é essencial para
manter um fluxo glicolitico continuo (ZIGMOND et al., 1999).

Segundo Izumi et al. (1994), a atividade sinaptica pode ser mantida em fatias corticais
cerebrais de rato, com lactato ou piruvato como substratos energéticos. Schurr, West & Rigor
(1988) mostraram que lactato manteve a atividade sindptica de fatias de hipocampo de ratos,
quando estas foram incubadas com acido monoiodoacético (inibidor da enzima GAPDH).
Em contraponto, Wada e colaboradores (1998) mostraram que lactato ¢ um nutriente
energético cerebral que ndo preserva a atividade sinaptica, embora os niveis de ATP e CrP sao
preservados.

Durante o exercicio, quando a concentragdo sangliinea de lactato aumenta vérias
vezes, o cérebro capta e metaboliza lactato exogeno (IDE et al., 2000). Contudo,
preferencialmente o SNC utiliza o lactato produzido dentro do parénquima cerebral. Segundo
Hawkins et al. (1973), sob condi¢ao de ndo estimulagdo, a concentracao de lactato no cérebro
¢ ~1.0 umol/g de massa, e a concentracdo de lactato extracelular ¢ similar, ou ligeiramente
menor (PFEUFFER, TKAC & GRUETTER, 2000). Ambos valores aumentam durante a
ativacao do cérebro, mas sob condigdes fisioldgicas a concentragdo de lactato extracelular
aumenta somente cerca de duas vezes (KORF, 1996).

Nas células do cérebro, como em outros tecidos, NADPH ¢ importante como molécula
redutora na biossintese de lipidios. A utilizagdo da glicose através da via pentose fosfato
produz NADPH. A razdo NADP/NADPH ¢ um fator muito importante por regular a entrada
de glicose-6-fosfato na via. Assim, se moléculas redutoras sao necessarias para reagdes do
processo de mielinizagdo, por exemplo, os niveis de NADPH diminuem e a via pentose
fosfato ¢ ativada para gerar novos equivalentes reduzidos (ZIGMOND et al., 1999).

A captagdo eficiente de glutamato pelos astrocitos, a partir da fenda sinaptica, ¢ a
ativacdo concomitante da via glicolitica, ¢ de conhecimento ja estabelecido. Uma vez dentro
dos astrocitos, o aminoacido glutamato ¢ metabolizado, pois ao contrario dos lipidios e
carboidratos, glutamato ndo pode ser armazenado. Nos astrocitos, o grupo o-amino do

glutamato pode ser transferido ao oxaloacetato produzindo a-cetoglutarato e aspartato, em
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uma reagdo catalisada por aspartato amino transferase. O a-cetoglutarato gerado ¢ um
intermediario do ciclo de Krebs, onde ¢ entdo oxidado. Outra reacdo de transaminagao,
catalisada por alanina amino transferase, transfere o grupo a-amino do glutamato para
piruvato, resultando na formagdo de alanina e a-cetoglutarato (Fig. 1.2) (MARKS, MARKS
& SMITH, 1996).

Astrdcito

Glicose

Alanina Piruvato

Acetil-CoA ALAT/GPT

NADH+H" NAD"

NH,*
Ciclo de . HG Glutamato A._.. Glutamina
Krebs \
Energia >_< Glutamato
CO2 Aspartato Oxaloacetato
H20 [I B
A
Glutamato

Adaptado de ZIGMOND, et al. (1999)

Figura 1.2 — Metabolismo de glicose e glutamato em astrocitos.

Duas outras vias existem nos astrocitos para metabolizar glutamato, como mostra a
Fig. 1.2. Na primeira, glutamato pode ser convertido diretamente em o-cetoglutarato através
de uma desaminacdo oxidativa que requer NAD", catalisada por glutamato desidrogenase. Na
segunda, a via metabolica quantitativamente predominante nos astrécitos, é a amidagao de
glutamato a glutamina. Esta reagdo ¢ catalisada por glutamina sintetase, e prové um meio
eficiente de metabolizar glutamato e amodnia. Glutamina ¢ entdo liberada por astrdcitos e

captada por neurdnios, onde ela ¢ hidrolisada de novo em glutamato pela enzima mitocondrial
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glutaminase. Esta via metabdlica ¢ descrita como ciclo glutamato-glutamina, ¢ ¢ um exemplo
de interagdo metabolica entre astrécitos e neuronios (Fig. 1.3). Isto permite a remog¢do do
excesso de glutamato da fenda sindptica, enquanto glutamina retorna ao neurdnio para servir
como precursor do pool de glutamato neuronal (ZIGMOND et al., 1999).

Contudo, nem todo glutamato ¢ regenerado através do ciclo glutamato-glutamina,
porque algum glutamato liberado pelos neuronios entra como a-cetoglutarato no ciclo de
Krebs em astrocitos (Fig. 1.3). Assim, a nova sintese ¢ requerida para manter o pool de
glutamato neuronal. Glutamato pode ser sintetizado através da aminagdo de o-cetoglutarato
catalisada por glutamato desidrogenase, dependente de NADPH. Para sintese de glutamato, a
glicose fornece carbonos na forma de a-cetoglutarato através do ciclo de Krebs, enquanto que
a fonte de nitrogénio pode ser fornecida por leucina plasmadtica. Por esta reacdo ocorrer em
astrocitos, para preenchimento do pool de glutamato neuronal, os astrdcitos exportam
glutamato como glutamina (ZIGMOND et al., 1999).

Os neurdnios apresentam uma via metabolica para sintese de glutamato a partir de
alanina e a-cetoglutarato, liberados pelos astrocitos (Fig. 1.3). Ambos intermediarios
metabolicos sdo captados pelos neuronios e podem ser convertidos em glutamato e piruvato,
em uma reacdo de transaminacao catalisada pela alanina aminotransferase (MARKS, MARKS
& SMITH, 1996).

Pode-se inferir que o intermediario metabolico a-cetoglutarato € um ponto em comum
para o metabolismo da glicose e glutamato. Qualquer mudanga na atividade das enzimas que
convertem a-cetoglutarato em glutamato ou succinil-CoA, pode afetar a eficacia do ciclo de
Krebs ou os niveis de glutamato (ZIGMOND et al., 1999).

Assim, glicose no sistema nervoso central ¢ precursora, através do metabolismo
oxidativo de: energia, CO, e H,O. E do metabolismo ndo oxidativo ¢ precursora de: lactato,
oxaloacetato (através de reagdo anaplerotica catalisada pela piruvato carboxilase), glicogénio
e alanina. E também constituinte essencial de macromoléculas, como: glicolipidios e
glicoproteinas das cé€lulas neurais, além de participar nas vias metabodlicas de sintese de trés

neurotransmissores-chave: glutamato, GABA e acetilcolina.
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Figura 1.3 — Interagcdo metabodlica entre neurdnio, astrocito e capilar.

1.3 Ontogenia do metabolismo energético cerebral

19

Durante o periodo gestacional o feto recebe, através de nutricdo placentdria, um

continuo fornecimento de substratos energéticos para crescimento ¢ metabolismo oxidativo.

Neste periodo, a dieta recebida pelo feto é rica em carboidratos (principalmente glicose) e

apresenta baixo conteido de lipidios. Imediatamente apds o nascimento, o recém-nascido

passa por um breve periodo de jejum, até receber o leite materno. No periodo pds-natal ha

uma mudanga no perfil nutricional da dieta recebida pelo recém-nascido, sendo que esta passa

a ser hiperlipidica e hipoglicidica (GIRARD et al., 1992).



20

Os substratos metabolicos fornecidos pela placenta ao feto incluem glicose e os
aminoacidos presentes na circulacdo materna, além de lactato sintetizado na placenta através
de glicolise ndo oxidativa (BATAGLIA & MESCHIA, 1978).

A hipoglicemia ¢ particularmente comum nas primeiras horas ap6s o nascimento e em
bebés de baixo peso para a idade gestacional. As razdes para isto sdo varias, incluindo baixa
reserva de tecido adiposo, baixo contetido de glicogénio hepatico, retardo na maturagao de
mecanismos enzimaticos requeridos para gliconeogénese, bem como o fornecimento
prejudicado de metabodlitos que poupam glicose, como os corpos cetdnicos. Criangas
hipoglicémicas, com baixo peso para a idade gestacional, sdo hipocetonémicas, tendo niveis
relativamente baixos de acidos graxos circulantes, e apresentam moderada acidemia lactica e,

conseqlientemente, metabolismo energético cerebral comprometido (LAND, 1994).

1.3.1 Importancia da composicdo da dieta no metabolismo energético cerebral

Ratos neonatos alimentados com leite materno tém a capacidade de utilizar como
substratos energéticos cerebral corpos cetdnicos (acetoacetato e B-hidroxibutirato), além de
glicose. Esta capacidade ¢ um exemplo de mecanismo adaptativo regulado, pois o leite
materno contém alto teor de lipidios, resultando em uma razdo lipidio/carboidrato muito
maior do que a presente na dieta pds-desmame. Os lipidios perfazem, aproximadamente, 55%
do total de calorias contidas no leite humano, em comparacdo a 30-35% de uma dieta
balanceada no periodo pés-desmame (ZIGMOND et al., 1999). Os lipidios no leite de rata
perfazem 60-70% do contetdo calorico. Além do alto teor de lipidios (10-15g/100g de leite),
o leite de rata ¢ rico em proteinas (7-9g/100g) e possui baixo teor de carboidratos (2.4-
3.5g/100g) (EDMOND et al., 1985). Sendo que este leite tem uma alta propor¢ao (40%) do
conteudo de lipidios como 4cidos graxos de cadeia média (Cs-Ci,), e depois da hidrélise, estes
ndo sdo reesterificados para formar quilomicrons no intestino de ratos em lactacdo, mas
chegam no figado via sangue porta como acidos graxos livres (WILLIAMSON, 1985).

A transicdo entre o periodo de lactacdo (0-21 dias) e o desmame ¢ caracterizada por
mudangas na nutricdo do rato. A partir do final do periodo de lactacdo, a ingesta de leite ¢
gradualmente substituida pela dieta com alimento sélido, cuja composicdo é menor em
lipidios e maior em carboidratos em relacdo ao leite materno. Enquanto lactose ¢ o
carboidrato predominante no leite, a dieta do adulto contém uma mistura varidvel de

oligossacarideos (lactose, sacarose) e polissacarideos (amido, celulose). Similarmente, a
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composi¢ao de acidos graxos da dieta ¢ modificada. Enquanto o leite materno contém altas
quantidades de acidos graxos de cadeia média, a dieta do adulto contém quantidades minimas.
O conteudo de carboidratos na dieta durante o aleitamento (< 10%) passa a cerca de 60% na
dieta do adulto, enquanto o teor de lipidios diminui de 60-70% para cerca de 15% (GIRARD
etal., 1992).

A composicdo da dieta de ratos em lactagdo e adultos se traduz nos niveis sanguineos
de alguns metabolitos. Glicose, lactato e aminoacidos no sangue de ratos amamentados e
adultos estdo em concentragdes equivalentes. Ao contrario, concentragdes de metabolitos que
sdo derivados da digestdo e metabolismo de lipidios estdo elevadas no sangue de ratos
amamentados: acidos graxos livres, 0.9 mM; glicerol, 0.7 mM; acetoacetato, 0.45 mM; e [3-
hidroxibutirato, 1.5 mM, quando comparadas as suas concentragdes no sangue de ratos
adultos: 0.25, 0.25, <0.18, e <0.18 mM, respectivamente. Um perfil metabdlico muito similar

tem sido observado no sangue de humanos recém-nascidos (EDMOND et al., 1985).

1.3.2 Sintese de lipidios cerebrais a partir de corpos cetonicos e glicose

Além dos corpos cetdnicos, outros produtos do metabolismo dos lipidios relevantes
para os processos metabolicos do cérebro sdo os acidos graxos livres. Enquanto os corpos
cetonicos podem ser oxidados pelos neuronios, oligodendrocitos e astrocitos, a f-oxidacao de
acidos graxos ocorre, exclusivamente, em astrocitos (ZIGMOND et al., 1999). Os corpos
cetonicos em relagdo aos 4cidos graxos ndo esterificados tém a vantagem de ndo serem
toxicos em uma faixa de concentragdo fisioldgica (0.1-5.0 mmol/litro), e serem soluveis em
agua. Contudo, por tratar-se de acidos carboxilicos, em altas concentracdes podem afetar o
balango acido-base (WILLIAMSON, 1985).

Outro ponto a ser considerado da dieta rica em lipidios no periodo de lactagao ¢ a sua
contribuicdo para o processo de mielinizagdo. Ha evidéncias de que os lipidios cerebrais
podem ser sintetizados a partir de corpos cetonicos (WILLIAMSON, 1985). No entanto,
durante este periodo de desenvolvimento, o metabolismo cerebral mostra-se flexivel, pois
quando ratos neonatos sdo alimentados com uma dieta com baixo teor de lipidios, os atomos
de carbono para lipogénese podem ser fornecidos pela glicose (ZIGMOND et al., 1999).

A mielinizagdo do SNC do rato comeca entre 10 e 15 dias de idade pods-natal

(DAVISON & DOBBING, 1968), e alcanca um pico de velocidade méaxima aos 20 dias, apos
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o qual a mesma declina abruptamente aos niveis do adulto. Entre 15 e 30 dias de idade pos-
natal, ocorre um aumento de seis vezes na deposicdo de mielina, enquanto o peso cerebral
aumenta de 30-40%. Estima-se que aos 20 dias de idade, cada célula oligodendroglial produza
uma quantidade de mielina superior a trés vezes a sua propria massa celular (NORTON &
PODUSLO, 1973).

Durante as primeiras duas semanas de vida pos-natal, acetoacetato ¢ B-hidroxibutirato
sao preferidos em relacdo a glicose como substratos para sintese de fosfolipidios e
esfingolipidios (YEH & SHEEHAN, 1985). Porém, a formagdo lipidica a partir de corpos
cetonicos pode ser totalmente efetiva na presenga de glicose a qual fornece NADPH,
necessario para esta rota metabolica (SOKOLOFF, 1981). Os lipidios sintetizados a partir de
glicose incluem: fosfolipidios, colesterol, glicerideos e acidos graxos livres. Este ¢ um periodo
caracterizado por crescimento e mielinizagdo cerebral (YEH, STREULI & ZEE, 1977).

Em cérebro de ratos, no primeiro dia de vida pds-natal, 57% do total de glicose ¢
oxidada para fins energéticos e 43% para sintese lipidica. Entre o sexto dia pos-natal e a idade
adulta, 77-86% do total de glicose ¢ oxidada para produzir energia e somente 14-23% para
sintese lipidica. Isto traduz a baixa capacidade de sintese lipidica a partir de glicose durante
todo desenvolvimento pos-natal. A sintese de lipidios mais ativa a partir desta hexose ¢

encontrada no tronco cerebral (YEH, STREULI & ZEE, 1977).

1.3.3 Mudancas ontogénicas na atividade de enzimas gliconeogénicas, lipoliticas e

cetogénicas

Em ratos, o periodo de lactagcdo € caracterizado por alta concentragdo plasmatica de
glucagon e baixa concentragdo de insulina (GIRARD et al., 1973). Este perfil hormonal ¢
diretamente ligado ao tipo de dieta consumida, sendo que o leite da rata contém baixo teor de
lactose e, além disso, galactose € um baixo secretagogo de insulina. A auséncia circadiana de
ingesta de alimentos durante a lactagcdo induz a uma continua e baixa concentragdo de insulina
no plasma (HENNING, CHANG & GISEL, 1979). Entre 20 e 30 dias de idade po6s-natal, os
niveis de insulina plasmatica aumentam e de glucagon diminuem, periodo em que os ratos,
espontaneamente, se alimentam com dieta rica em carboidratos. Se os ratos sdo alimentados
com uma dieta rica em lipidios e com baixo teor de carboidratos, os niveis de glucagon do

plasma ndo diminuem, e de insulina ndo aumentam (GIRARD et al., 1992).
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Imediatamente apos o nascimento o rato passa por um periodo de 2 a 3 horas de jejum.
Durante este periodo, para suprir a necessidade de glicose de 6rgaos vitais (cérebro, medula
renal e hemadcias), o metabolismo do recém-nascido deve ativar vias para produgdo endogena
de glicose (GIRARD et al., 1992).

No rato, os estoques de glicogénio hepatico sdo rapidamente mobilizados e exauridos
em doze horas apds o nascimento. A glicogendlise hepatica ocorre para manter a
concentracdo de glicose sangiiinea antes que outras fontes de energia estejam disponiveis a
partir do leite. A importancia da glicogenolise hepatica na homeostase da glicose no periodo
neonatal ¢ devido ao fato de que a glicemia nesta situacdo metabdlica permanece normal até a
concentracdo do glicogénio hepatico ser reduzida até cerca de 10 mg/g. Contudo, a partir da
12° hora de vida a gliconeogénese deve ser ativada para manter normoglicemia (GIRARD et
al., 1992), a partir de precursores gliconeogénicos que incluem: lactato, piruvato, glicerol,
aminoacidos e galactose (GIRARD, 1986).

Segundo Girard et al. (1992), os fatores que desencadeiam a glicogendlise hepatica no
recém-nascido sdo o aumento concomitante de glucagon e catecolaminas no plasma, e a
queda na concentragdo plasmatica de insulina.

Deve-se levar em consideracdo que glicose-6-fosfato (derivada da glicogendlise) deve
ser hidrolisada a glicose (pela enzima glicose-6-fosfatase) e liberada na corrente sangiiinea.
Glicose-6-fosfatase apresenta atividade significativa somente no figado, rins e enterdcitos.
Assim, glicose-6-fosfatase tem papel muito importante na regulacdo da producdo de glicose
hepatica em ambas as vias: glicogenolise e gliconeogénese (GIRARD et al., 1992). Dawkins
(1961) mostrou que glicose-6-fosfatase tem atividade muito baixa em membranas
microssomais de figado fetal, e ha aumento préximo aos niveis em adultos no final do periodo
gestacional. Apds o nascimento, hd um rapido aumento na atividade da glicose-6-fosfatase a
niveis consideravelmente maiores do que em figado de adultos. Wells (1985) coloca que no
periodo de 12-24 horas poOs-natal, todas as enzimas gliconeogénicas estdo desenvolvidas no
figado de ratos neonatos e suas atividades sao similares aquelas relatadas em ratos adultos.

Segundo Girard et al. (1992), hé alguns fatores fisiologicos envolvidos no estimulo a
gliconeogénese: a) a indugdo da enzima citos6lica PEPCK ¢ desencadeada por um aumento de
AMP¢ secundario a um aumento de glucagon no plasma e queda de insulina, que ocorre apos
0 nascimento em ratos; b) aumento da oxigenacdo do figado e mudanca no estado redox; c)
maturagdo da capacidade oxidativa mitocondrial sob influéncia da oxigenacdo e/ou secrecao
de hormonios pancreaticos; d) controle hormonal do ciclo da frutose-6-fosfato/frutose 1,6-

bifosfato.
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A oxidagdo de acidos graxos se desenvolve rapidamente depois do nascimento em
muitos tecidos, incluindo o figado, onde eles sdo usados como precursores para sintese de
corpos cetonicos (GIRARD et al., 1992). A oxidagao de 4cidos graxos no figado, entre outros
propositos, € necessaria para manter alta a velocidade da gliconeogénese, caracteristica do
periodo de lactacdo (WELLS, 1985). Segundo Ferré et al. (1979), Pégorier et al. (1983) ¢
Girard et al. (1992), a hipercetonémia no periodo de lactagdo devido ao alto teor de acidos
graxos de cadeia média no leite diminui a oxida¢do de piruvato e aumenta a liberagdo de
lactato, piruvato e alanina no sangue. Assim, acidos graxos de cadeia média ou longa
estimulam a produg¢do de glicose em ratos neonatos, ambos por aumentar o fornecimento de
precursores gliconeogénicos para o figado e por ativar diretamente a gliconeogénese hepatica.

Ferré¢ et al. (1979) mostraram que a oxidacdo de 4cidos graxos estimula a
gliconeogénese por fornecer acetil-CoA (ativador da piruvato carboxilase) e equivalentes
reduzidos (NADH), necessarios para deslocar o equilibrio da reagdo catalisada por
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase em direcao a gliconeogénese.

Segundo Williamson (1985), varias enzimas hepaticas envolvidas no catabolismo de
acidos graxos e formacdo de corpos cetonicos mostram maior atividade durante o periodo de
lactagcdo. O maior aumento na atividade da CPT I é evidenciado nos primeiros quatro dias de
vida pds-natal. Neste periodo sua atividade ¢ de trés a quatro vezes maior do que no figado de
ratos adultos. Como em outras situagdes associadas a alta ingesta de lipidios na dieta, a
sensibilidade de inibi¢do da CPT I por malonil-CoA ¢ diminuida em ratos neonatos.

A atividade da enzima citosolica acetoacetil-CoA sintetase ¢ alta no cérebro de ratos
neonatos, € diminui com o desenvolvimento, o que corrobora a idéia de que esta enzima tem

papel fundamental no processo de mielinizacdo (WILLIAMSON, 1985).

1.3.4 Mudancas ontogénicas no transporte e utilizacdo de acidos monocarboxi-

licos e glicose

Durante o primeiro periodo neonatal os mecanismos que regulam a utilizagdo de
corpos cetonicos sao diferentes daqueles que regulam a utilizacdo de glicose. Com base na
grande heterogeneidade celular do cérebro, tem sido proposto que a oxidacdo de diferentes
substratos pode ocorrer em compartimentos metabolicos separados (CREMER & HEATH,
1974). A velocidade de conversao de diferentes substratos em produtos especificos tem

sugerido que organelas subcelulares e/ou tipos individuais de células servem como separagao
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fisica ou compartimentacao das atividades metabolicas. Isto pode ser devido, em parte, a
diferentes velocidades de transporte de varios substratos dentro destes compartimentos,
localizagdo e atividade enzimatica, e /ou diferenca no tamanho dos seus pools metabdlicos
(ROEDER, TILDON & STEVENSON, 1984).

Viarios estudos tém investigado a importancia do lactato como substrato energético
cerebral. Vicario et al. (1991), em estudo com células cerebrais isoladas de ratos neonatos,
evidenciaram que a velocidade de utilizagdo de lactato foi 2,5 vezes maior em relacdo a
observada para glicose, B-hidroxibutirato, ou glutamina, sugerindo que lactato ¢ o principal
substrato metabdlico para o cérebro imediatamente apos o nascimento. Cremer (1982)
mostrou que a entrada de lactato no cérebro de ratos com idade entre quinze e dezoito dias ¢é
cerca de dez vezes maior em relagdo a ratos adultos. Segundo Vicario & Medina (1992), a
concentragdo sangliinea de lactato atinge valores superiores a 10 mM em ratos recém-
nascidos. Contudo, a maior parte do lactato acumulado ¢ utilizada nas primeiras duas horas de
vida extra-uterina do rato, atingindo concentracdo de 1 mM apos duas horas de vida pos-natal
(FULGSANG, LOMHOLT & GJEDDE, 1986). Isto sugere que lactato ¢ um substrato
energético indispensavel para sustentacdo de tecidos neonatais no periodo que precede a
amamentacao.

Bueno, Azzolin & Perry (1994) mostraram que em fatias de cerebelo de ratos adultos,
a oxidacao de lactato (10mM) a CO, aumentou na ordem de duas vezes em comparagao com
fatias de cerebelo de ratos neonatos, e que a oxidacdo de lactato a CO, foi trés vezes superior
a de glicose no periodo neonatal.

Tabernero, Vicario & Medina (1996) investigaram se o metabolismo de lactato pode
afetar a utilizagdo de glicose por neurdnios de fetos de ratos (17.5 dias) e astrocitos (ratos
neonatos, um dia pds-natal), através de diferentes vias metabolicas como via pentose-fosfato,
oxidagdo catalisada por piruvato-desidrogenase, ciclo de Krebs e/ou lipogénese. Os resultados
sugerem que na presenga de lactato ambos neurdnios e astrocitos podem utiliza-lo como
principal substrato metabolico, poupando glicose para sintese de NADPH, ribose-5-fosfato
e/ou lipidios.

A utilizagdo de nutrientes energéticos pelo SNC pode ser regulada em diversos niveis:
a) varia¢ao nos niveis plasmaticos de nutrientes (PARDRIDGE, 1983); b) transporte através
das células endoteliais capilares (CREMER, 1982); c) transporte através da membrana
plasmatica (ROEDER, TILDON & STEVENSON, 1984); e d) variagdo na atividade
enzimatica (BOOTH, PATEL & CLARK, 1980).
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Hé evidéncias de que uma mudanca na situagdo nutricional, como o jejum por
exemplo, pode influenciar a capacidade de transporte do carreador monocarboxilato
(CREMER et al., 1979), sendo encontrado aumento no transporte (K, € Vm.) de B-
hidroxibutirato, acetoacetato (GJEDDE & CRONE, 1975) e de lactato (CREMER, BRAUM
& OLDENDOREF, 1976) em cérebros de ratos adultos submetidos a jejum de varios dias.

Clark et al. (1993) relataram que a atividade de transportador de 4&cido
monocarboxilico aumenta durante o periodo de lactacdo cerca de sete vezes para f-
hidroxibutirato, mas declina no periodo de transicdo entre a lactacdo e o desmame. A
regulacao da expressdao do transportador parece estar relacionada a ambos os tempos de
duracdo e concentracdo de corpos cetdnicos circulantes, sugerindo que o periodo de
hipercetonemia prolongado durante a lactagdo ¢ o fator principal para o aumento na sua
atividade.

Roeder, Tildon & Stevenson (1984), em estudo ontogénico com homogeneizado de
cérebro de ratos, observaram que a adi¢do ao meio de incubagdo de [-hidroxibutirato ou
acetoacetato ndo marcados, diminuiu a velocidade de oxidagdo de D—[6—14C]glicose a CO; em
animais jovens (5-6 dias). Em adultos, a tendéncia foi similar, mas a magnitude da mudanga
foi consideravelmente menor e ndo significativa.

Cremer, Braum & Oldendorf (1976) e Moore et al. (1976), mostraram que a
capacidade de transporte de 4cidos monocarboxilicos através da barreira hemato-encefalica ¢
consideravelmente aumentada em ratos jovens no periodo de lactagdo. O transporte de
glicose, ao contrario, parece ser menor em ratos jovens do que em adultos.

Cremer et al. (1979) estudaram as caracteristicas cinéticas dos carreadores de acidos
monocarboxilicos em cérebro de ratos de diferentes idades (21 e 28 dias, adultos), através de
inje¢do de substratos marcados radioativamente (piruvato, lactato e glicose) na artéria
carotida. A partir disto, mostraram que enquanto o valor de V. para carreador
monocarboxilato diminuiu com a idade, o carreador para D-glicose ¢ maior em adultos do que
em ratos no periodo de lactacdo. Piruvato e lactato sdo transportados, através da barreira
hemato-encefalica, por difusdo facilitada através do carreador monocarboxilato. A dire¢dao do
fluxo ¢ determinada, principalmente, pela concentragdo respectiva no fluido cerebral
extracelular e plasma. H4 evidéncias que indicam a importancia da captacdo de lactato e
piruvato do sangue para o cérebro, fornecendo substratos oxidaveis quando a concentracao

sangiiinea de ambos, glicose e corpos cetdnicos, sdo baixos (CREMER et al., 1979). Levitsky



27

et al. (1977) mostraram que o cérebro de ratos neonatos capta lactato do sangue durante

anoxia, sugerindo que lactato ¢ oxidado pelo cérebro poupando glicose.

1.3.5 Comparacio ontogénica de enzimas cetogénicas e glicoliticas em duas

espécies de mamiferos

Em cobaias, as atividades das enzimas cerebrais que metabolizam corpos cetonicos
(B-hidroxibutirato desidrogenase, 3-cetodcidoCoA-transferase, acetoacetil-CoA-tiolase) per-
manecem relativamente baixas durante os periodos fetal e neonatal, somente havendo um
pequeno aumento no nascimento. Ao contrario do cérebro de ratos, onde ha um aumento na
atividade de trés a quatro vezes ocorrendo durante o periodo de lactacdo, seguido por uma
diminui¢do correspondente no adulto (BOOTH, PATEL & CLARK, 1980).

As atividades da hexoquinase (citosdlica e mitocondrial), piruvato desidrogenase,
lactato desidrogenase e citrato sintase de cérebro de cobaias, mostraram aumento nos ultimos
10-15 dias antes do nascimento, de tal maneira que ao nascimento, a cobaia possui as
atividades dessas enzimas similares a cobaias em idade adulta. Isto estad em contraponto com o
perfil metabolico encontrado em cérebro de ratos, onde estas enzimas aumentam suas
atividades durante 10-15 dias p6s o nascimento, isto €, no periodo de lactagao (BOOTH,
PATEL & CLARK, 1980). Estes resultados podem ser explicados em parte pelo teor de
lipidios do leite de ambas as espécies de mamiferos, sendo que o leite de rata possui cerca de
12,3%, e o de cobaia apenas 5,5% de lipidios. Além disso, o figado de rato durante a lactagdo
tem alta atividade cetogénica, levando o rato neonato a um estado hipercetogénico, ¢ isto se
pode traduzir como uma situagdo de adaptacao (BOOTH, PATEL & CLARCK, 1980).

O aumento das atividades das enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo de
glicose mostra correlacdo direta com o completo desenvolvimento neuroldgico de cobaias,
denominada como uma espécie precocial, e o incompleto desenvolvimento neurologico de

ratos, denominada como uma espécie nao-precocial (BOOTH, PATEL & CLARK, 1980).

1.4 Efeito do potassio sobre o metabolismo energético cerebral

~ + J4 . . ~ . r
A concentragao de K extracelular no cérebro in vivo nao estimulado ¢ normalmente

em torno de 3 mM. Este valor pode aumentar durante ativa¢do neuronal para 12 mM com
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excitacdo neuronal fisiologica, e pode atingir 50-80 mM durante convulsdo, isquemia,
hipoglicemia ou depressao cortical alastrante (SOKOLOFF et al., 1996).

Sokoloff et al. (1996) estudaram o metabolismo da glicose, através do método de
captacdo de ["*C]Deoxiglicose, em culturas neuronal e mista (neuronal-astroglial) a partir do
estriado de ratos neonatos. As diferentes culturas foram submetidas a meios de incubagdao com
diferentes concentragdes de potéssio extracelular: 5.4, 28, 56 mM. A partir deste estudo, os
autores verificaram que elevando a concentragio de K no meio de incubacio (28 e 56 mM),
aumentou a velocidade do metabolismo de glicose em culturas neuronal e mista, mas nao
estimulou o metabolismo em culturas de astrécitos. Sokoloff et al. (1996) também testaram os
efeitos de veratridina (75 uM) e monensina (10 uM) sobre a velocidade de captacdo de
['*C]Deoxiglicose em astrocitos, e o efeito de ouabaina (1 mM) sobre a atividade da Na",K'-
ATPase. Os autores verificaram que veratridina e monensina estimularam a fosforilagdo de
['“C]Deoxiglicose em 20 e 171%, respectivamente (em relagio ao controle). Ouabaina
diminuiu a velocidade basal de fosforilagdo de [*C]Deoxiglicose em aproximadamente 20%,
isto €, eliminou completamente a estimulacdo da veratridina, mas somente parcialmente da
monensina.

Peng, Zhang & Hertz (1994), em estudo semelhante ao de Sokoloff et al. (1996),
mostraram o efeito de altas concentragdes de potéssio extracelular sobre o metabolismo
oxidativo e glicolitico em culturas de astrocitos e neuronios corticais € cerebelares. A partir
disso, evidenciaram que a elevacdo da concentragdo de potdssio extracelular aumentou a
velocidade de acimulo de deoxiglicose, mas ndo da atividade do ciclo de Krebs em astrocitos.
Em neurdnios cerebelares, a velocidade de acimulo de deoxiglicose foi de 1.3 nmol/mg
proteina/min. sob condi¢do ndo estimulada, isto &, [K']e de 5 mM, e este valor aumentou 75%
quando [K']. atingiu 50 mM. O aumento na produgio de CO, a partir de lactato e piruvato
durante a exposi¢io [K']. de 50 mM indica uma estimulagio induzida por potéssio especifica
do metabolismo oxidativo, o qual pode ser a razdo para o aumento de acumulo de
deoxiglicose, mas isto ndo exclui que possa ser um efeito estimulatorio direto sobre a
glicolise.

O trabalho de Peng, Jurlink & Hertz (1996) discorda em parte dos achados de Sokoloff
et al. (1996), mostrando que o aumento na [K']. ndo teve efeito sobre o acimulo de 2-
Deoxiglicose em astrocitos de camundongos em cultura de 1-2 semanas. Porém, em astrdcitos
em cultura por, no minimo, quatro semanas, a elevagio na [K']. provocou aumento
significativo na captagdo e fosforilagio de 2-Deoxiglicose. Samson & Quinn (1967)

. . .o . + + . . ,
verificaram que a idade em que a atividade da enzima Na ,K -ATPase in vivo esta totalmente
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desenvolvida, coincide com a idade em que o estimulo da glicolise induzido por potdssio em
culturas de astrdcitos de quatro semanas se manifestam. Ja em culturas de astrécitos de ratos,
Peng, Jurlink & Hertz (1996) repetiram os resultados relatados por Sokoloff et al. (1996).

Segundo Sokoloff et al. (1996), a excitagdo neuronal gera potenciais de agdo
produzidos por despolarizagdo. Ocorre, entdo, rapido influxo de Na' e efluxo de K' celular. O
aumento na [Na']; e [K']. pode entdo levar & ativagdo neuronal da enzima Na", K'-ATPase, a
qual estimula o metabolismo energético necessario para restaurar a homeostase iOnica.
Membranas astrogliais podem ser despolarizadas por aumento na [K']., mas a despolarizagao
ndo produz potenciais de ago, e assim ndo ha aumento na [Na'];. Os canais de Na' voltagem-
dependentes dos astrocitos ndo sdo sensiveis a elevadas [K']., pois ndo ha estimulo do
metabolismo energético em culturas de astrocitos expostas a elevadas [K'].. Uma explicagio
plausivel é que os canais de Na" voltagem-dependentes de astrocitos podem ter uma baixa
densidade ou propriedades diferentes dos neurénios.

Contudo, o estimulo do metabolismo energético de astrocitos por despolarizacao
depende de um aumento associado na [Na'];, preferencialmente, do que aumento na [K'].
(TAKAHASHI et al., 1995). A captacio de glutamato por astrécitos, aumento na [Na']; e
[K']. provocam estimulo suficiente para aumentar a velocidade de utilizagdo de glicose em
astrocitos, especialmente quando veratridina (provoca a abertura dos canais de Na' voltagem-
dependentes) e monensina (ionoforo Na") sdo utilizadas (SOKOLOFF et al., 1996).

Sokoloff (1994), em experimentos com fatias neurohipofisarias de ratos, verificou que
a estimulacdo elétrica resultou no aumento da captacdo e fosforilagdo de ['*C]Deoxiglicose, e
esta estimulagdo metabolica é bloqueada por ouabaina, um inibidor especifico da Na " K'-
ATPase.

Brines & Robbins (1993) mostraram que ouabaina se liga menos a astrocitos em
cultura, enquanto que ha ligacdo de quantidades significativamente maiores do inibidor da
Na' K'-ATPase 4 culturas mistas (neurdnios e astrocitos). A adi¢do de ouabaina inibe a
enzima Na",K'-ATPase, o que acarreta influxo de sodio e célcio e efluxo de potassio celular.
Simultaneamente ha diminui¢do da velocidade de consumo de oxigénio e glicolise (SILVER
& ERECINSKA, 1997).

A existéncia de isoformas da Na",K'-ATPase tem sido bem caracterizada. A enzima
funcional ¢ um heterodimero composto de duas subunidades cataliticas (o) e duas

subunidades de glicoproteinas reguladoras (). H4 quatro isoformas da subunidade a (a1, a2,

a3, a4) e quatro isoformas da subunidade B (B1, B2, B3, B4). Todas as subunidades sdao
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produtos de diferentes genes, apesar de as subunidades o mostrarem consideravel
similaridade de aminodacidos e nucleotideos. No rato, a isoforma a1 ¢ resistente a inibi¢ao por
ouabaina (FINK, KNAPP & MATA, 1996; KNAPP, ITKIS & MATA, 2000).

Eriksson et al. (1995) relatam que h4d uma diminuicdo em 20% na respiracdo apds a
adicdo de ImM de ouabaina, e uma redu¢do percentual similar na glicolise em culturas de
astrocitos corticais de ratos.

Estd bem estabelecido que potenciais de agdo refletem o influxo de Na' e o efluxo de
K" em neurdnios, e o metabolismo energético aumenta em proporg¢io direta a sua freqiiéncia,
o que resulta em aumento na concentracdo de Na' intracelular ¢ K' extracelular, assim a
atividade da bomba Na',K'-ATPase e do metabolismo energético aumentam para restaurar os
gradientes i6nicos aos niveis normais. Pode-se inferir que a restauracao dos gradientes i6nicos
ocorre nos neurdnios (onde os potenciais de acdo sdao gerados), porém, os astrocitos
envolvidos nas sinapses locais também podem estar envolvidos na resposta metabolica,
regulando a [K']. por difusio passiva e/ou transporte ativo (SOKOLOFF et al. 1996).

Astrocitos em cultura captam K avidamente do meio, e a velocidade de captacio é
maior do que aquela para neurdnios. Os astrocitos também podem captar K™ de areas com
estimulagdo neuronal para areas com menor concentragdo de K extracelular (tamponamento
espacial de K'). Os resultados de Sokoloff e colaboradores (1996), indicam que elementos
neuronais podem responder com elevada utilizacdo de glicose a mudangas no meio i6nico
extracelular, a ser esperado a partir de atividade aumentada, isto €, aumento na [K'].. Se o
mesmo aumento na [K']. estimula o metabolismo energético em astrocitos é ainda incerto,
mas a entrada de Na™ aumentada em astrocitos certamente o ¢. Um dos mecanismos que
promove entrada Na’ nos astrocitos estd bem estabelecido na literatura (PELLERIN &
MAGISTRETTI, 1994; SOKOLOFF et al.,1996; ZIGMOND et al., 1999): o aumento na
[K']. leva a liberagdo de neurotransmissores, incluindo glutamato, que ¢ o neurotransmissor
liberado na maioria das sinapses excitatorias, € o neurotransmissor mais distribuido no SNC.
Glutamato afeta a atividade neuronal por interagir com receptores especificos ionotropicos e
metabotropicos. As agdes pos-sinapticas do glutamato sdo rapidamente terminadas por um
avido sistema de recaptacdo localizado em ambos neuronios e astrécitos que circundam a
fenda sinaptica. Em astrécitos, o principal transporte de glutamato ¢ um processo
eletrogénico, pelo qual um glutamato é cotransportado com trés ions Na™ (ou dois Na" e um
H") em troca de um K* e uma OH (ou um HCO3). A conseqiiéncia desta estequiometria ¢ um
aumento na concentracio de Na' intracelular, acompanhada por uma acidificagdo intracelular

e alcalinizagdo extracelular. A captacdo de glutamato ¢ essencial ndo somente para terminar
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seu efeito como neurotransmissor, mas também para prevenir que os niveis de glutamato
extracelular atinjam niveis citotoxicos. O aumento de Na' intracelular ativa a enzima Na K '-
ATPase em astrocitos. A ativacdo da Na',K'-ATPase aumenta a relacdo intracelular
[ADP]/[ATP]. Assim, o aumento na [ADP] estimula a glicolise. Esta estimulacdo do
metabolismo ¢ eliminada quando Na’ no meio extracelular, é substituido por colina. Este
resultado ¢ relatado por Sokoloff et al. (1996) e Pellerin & Magistretti (1994). Parece, entdo,
que os astrocitos participam no metabolismo energético aumentado associados com atividade
funcional, mas, ao contrario dos neurdnios, a estimulagdo por aumento na [K']. é de menor
relevancia do que outros mecanismos, tais como liberacdo neuronal de glutamato e
possivelmente outros neurotransmissores que promovem a entrada de Na™ nas células. Este

mecanismo € representado na Fig. 1.4.
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Figura 1.4 — Representagao esquematica do mecanismo da glicolise induzida por glutamato

em astrocitos durante ativagao fisioldgica.
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Pellerin & Magistretti (1994) verificaram que a captacao de glutamato por astrdcitos
resulta na utilizagao de glicose e na producao de lactato. Neste estudo, o efeito do glutamato
sobre a liberagdo de lactato foi bloqueado quando o inibidor do transportador de glicose
Citocalasina B foi utilizado, indicando que glutamato promove captagdo de glicose e seu
metabolismo a lactato. Até mesmo na presenca de glicose a utilizacdo de lactato pelo SNC
tem sido demonstrada in vitro (TABERNERO, VICARIO & MEDINA, 1996). Enquanto o
lactato do plasma ndo pode substituir glicose como um substrato metabdlico para o cérebro
por causa de seu limitado transporte através da barreira hemato-encefalica, lactato formado
dentro do parénquima cerebral pode sustentar, no minimo em parte, as necessidades
energéticas dos neurdnios durante ativacao (ZIGMOND et al., 1999).

McDougal Jr. et al. (1997) evidenciaram que a estimulagdo de fatias de hipocampo de
ratos por glutamato resultou em um aumento na velocidade de fosforilagao de 2-Deoxiglicose,
decréscimo nos niveis de fosfocreatina e ATP, além de aumento no nivel de lactato, refletindo
atividade neural. Quando a incubacdo foi feita com niveis elevados de K', também houve
diminui¢do dos niveis de PCr e ATP, aumento na velocidade de fosforilagio de 2-
Deoxiglicose, além de aumento de citrato e a-cetoglutarato.

Grisar & Franck (1981) mostraram em estudo ontogénico com fatias de cortex cerebral
de ratos, que o aumento da [K']. de 3 para 20 mM provocou um aumento na [K']; e diminuiu
[Na']; e [Cl]i. Este fenomeno ocorreu somente em ratos com idade acima de 30 dias.
Concentra¢des acima de 20 mM de K provocaram uma intensa captagdo de 4gua junto a um
aumento da [Na']; e [CI];, em ratos adultos e jovens. Isto indica que diferentes concentragdes
de K" extracelular induzem a diferentes fendmenos: até 20 mM de K" extracelular ha ativacio
da enzima Na',K'-ATPase. Este processo parece ser idade-dependente (acima de 30 dias). Em
concentra¢des acima de 20 mM de K, um fendmeno adicional ocorre, isto é, a captagdo de
agua CI -dependente, provavelmente mediada pela anidrase carbonica glial e HCO; ATPase.
Este processo ndo ¢ idade-dependente, ocorrendo em ambos, ratos jovens e adultos.

Outro mecanismo que promove entrada de Na' nos astrocitos foi descrito em 1980 por
Geck et al. No modelo proposto por estes autores ocorre um triplo cotransporte de Na', K e
CI' em proporgdes 1:1:2, respectivamente. Este cotransporte ocorre em muitos tecidos, e tem
papel fundamental na absor¢ao epitelial, secrecdo, regulacdo no volume celular, e acimulo de
CI' intracelular. Segundo Walz (1991), uma andlise da atividade do cotransportador
Na'/K'/CI sobre concentragdes extracelulares destes ions, traz os seguintes valores de Km:
Na"=35mM, K" =2.7 mM e CI' = 40 mM. Destaca-se o valor de Km para K, que ¢ quase

idéntico ao valor de concentracdo deste ion no fluido cérebro espinhal (3 mM). Assim,
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pequenos aumentos na [K']. podem ter um efeito estimulatério maximo nos astrocitos. Isto
foi comprovado pelos estudos de Walz & Hinks (1985, 1986) e Walz & Mukerji (1988). Estes
autores realizaram estudos mudando a [K']. em astrécitos de camundongos. As células foram
expostas a uma mudanca na [K']. de 3-12 mM. Ocorreu aumento nos astrocitos do contetido
de K (63%), e de agua (27%) em 50 segundos.

Walz (1991) descreve o ciclo de Na' transmembrana em astrocitos, através do
funcionamento acoplado do carreador Na/K'/Cl e da enzima Na", K -ATPase. Neste modelo,
um acoplamento de ambos carreadores via concentragio de Na' intracelular leva ao
estabelecimento de um ciclo de Na' através da membrana. O ciclo envolve uma Na',K'-
ATPase que ¢ estimulada por ambos: elevado K™ extracelular e elevado Na™ intracelular.
Como resultado, Na® ¢é carreado para dentro da célula pelo carreador Na'/K'/CI', e o efluxo é
por transporte ativo através da acdo da Na',K'-ATPase.

Segundo Amédée, Robert & Coles (1997), o potassio liberado no meio extracelular
pela atividade elétrica de neurdnios, ¢ captado pelos astrocitos. Ha trés principais processos de
captacdo de K nas células gliais que ndo requerem energia. Estes sdo: difusdo através das
fendas extracelulares, tamponamento espacial por células gliais, e captagdo de K nas células
gliais através de canais de K', associados com captagdo de CI". Além disso, algumas células
gliais captam K" pelo carreador Na'/K'/CI’, o qual indiretamente consome energia quando
Na" é bombeado para fora da célula.

No cérebro de mamiferos ha uma divisdo do metabolismo energético entre células
gliais e neurdnios. As células gliais podem funcionar com uma quantidade relativamente
pequena de ATP produzido pela glicodlise, enquanto que neur6nios encontram seu maior
requerimento energético através da fosforilagio oxidativa (Fig.1.4) (AMEDEE, ROBERT &
COLES, 1997).
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2 OBJETIVOS

Neste trabalho utilizamos os nutrientes energéticos glicose, frutose, manose e lactato,

visando atingir os seguintes objetivos:

- estudar o efeito da concentragdo de potassio extracelular (2.7, 20 e 50 mM) sobre a
oxidac¢ao isolada dos nutrientes energéticos supracitados, a CO, e sua conversao a lipidios,

nas idades de 10 e 60 dias pds-natal, em fatias de cortex cerebral de ratos;

- estudar o efeito da monensina e da concentragdo de potdssio sobre a captagdo de 2-

Deoxiglicose, em fatias de cortex cerebral de ratos adultos;

- estudar o efeito da concentracdo de potassio e da ouabaina sobre a captagdo de 2-

Deoxiglicose e oxidacao de glicose a CO,, em fatias de cortex cerebral de ratos adultos;

- estudar a participagdo da bomba Na", K -ATPase sobre o efeito de altas concentracdes de

potéssio extracelular no metabolismo energético cerebral;

- estudar a participagdo do transportador de Na'/K'/2Cl" sobre o efeito de altas

concentragdes de potassio extracelular no metabolismo energético cerebral;

- estudar o efeito da concentragdo de potassio e do bumetanide sobre a oxidagdo de glicose

a CO,, em fatias de cortex cerebral de ratos adultos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, provenientes do Biotério do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul — UFRGS.

Os ratos foram alimentados com ragao comercial (NUVILAB CR1 — Pr) e 4gua ad
libitum, mantidos em ambiente climatizado (21-23° C), passando por ciclos consecutivos de

12 horas claro/12 horas escuro.

3.1.2 Reagentes

- D-[U-"C]Glicose. Atividade especifica: 297 pCi/mmol (Amersham Life Science
Berkinghamshire, Inglaterra).

- D-[U-"C]Frutose. Atividade especifica: 321 pCi/mmol (Amersham Life Science
Berkinghamshire, Inglaterra).

- D-[U-""C]Manose. Atividade especifica: 304 pCi/mmol (Amersham Life Science

Berkinghamshire, Inglaterra).
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L-[U-"*C]Lactato. Atividade especifica: 152 pCi/mmol (Amersham Life Science
Berkinghamshire, Inglaterra).

2-[U-"*C]Deoxiglicose. Atividade especifica: 250 pCi/mmol (Amersham Life Science
Berkinghamshire, Inglaterra).

D-Glicose (Sigma Chemical Company-St. Louis, Mo, E.U.A.).

D-Manose (Sigma Chemical Company-St. Louis, Mo, E.U.A.).

D-Frutose (Sigma Chemical Company-St. Louis, Mo, E.U.A.).

L-Lactato (Sigma Chemical Company-St. Louis, Mo, E.U.A.).

Monensina (Sigma Chemical Company-St. Louis, Mo, E.U.A.).

Ouabaina (Sigma Chemical Company-St. Louis, Mo, E.U.A.).

Bumetanide (Sigma Chemical Company-St. Louis, Mo, E.U.A.).

POPOP ¢ PPO (Sigma Chemical Company-St. Louis, Mo, E.U.A.).

Cloroférmio (Merck S.A — Porto Alegre, RS, Brasil).

Metanol (Merck S.A — Porto Alegre, RS, Brasil).

Tolueno (Merck S.A — Porto Alegre, RS, Brasil).

Liquido de Cintilagdo Opti Phase ‘Hi Safe’3 (Wallac Scintillation Products — England).

Todos os demais reagentes e solventes utilizados foram de pureza “pro-analise” (P.A.).

3.2 Métodos

3.2.1 Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, de diferentes idades: 10 e 60 dias pos-natal.

3.2.2 Composi¢do do Tampio Dulbecco’s Na'-Fosfato

Utilizou-se a solu¢do tampdo Dulbecco’s Na'-Fosfato, pH 7.2, com as seguintes

concentragdes de potdssio:

Tampao 1: 2.7mM ;
Tampao 2: 20 mM;
Tampao 3: 50 mM.
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A Tabela 1 apresenta a composicio das solugdes do Tampao Dulbecco’s Na'-Fosfato.

Tabela 1 — Composi¢io do Tampao Dulbecco’s Na'-Fosfato

Tampao 1 Tampao 2 Tampao 3
NaH,PO, 17,7 mM 17,7 mM 17,7 mM
CaCl, 0,9 mM 0,9 mM 0,9 mM
MgCl, 0,49mM 0,49mM 0,49mM
KCl1 2,7 mM 20mM 50mM
NaCl 113,3mM 96mM 66mM

3.2.3 Isolamento do cortex cerebral

Os ratos utilizados nas idades de 10 e 60 dias pds-natal foram sacrificados por
decapitacdo e seus cérebros foram removidos rapidamente. Os cortices cerebrais foram
isolados, pesados e colocados sobre placas de Petry, acondicionadas sobre gelo. A superficie
de cada placa de Petry foi coberta com papel filtro umedecido com solugdo tampao
Dulbecco’s Na'-Fosfato 2.7 mM K.

Os cortices cerebrais de ratos de 60 dias pos-natal foram fatiados em fatiador
(McILWAIN TISSUE CHOPPER) na espessura de 0,3mm. Este procedimento foi adotado

com o objetivo de aumentar a area de contato do tecido com o nutriente energético incubado.

3.2.4 Condigoes de incubacio com precursor radioativo para determinacio de

CO; e sintese de lipidios

Entre 40-50 mg de cortices cerebrais foram incubados com 1,0 ml de solu¢do tampao
Dulbecco’s Na'-Fosfato, pH 7,2 contendo:
a) D-Glicose 5mM + 0,2 uCi de D-[U-"*C]Glicose
b) D-Glicose 5mM + 0,2 uCi de D-[U-"*C]Glicose + Ouabaina 1mM
¢) D-Glicose 5 mM + 0,2 uCi de D-[U-"*C]Glicose + Bumetanide 10 uM
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d) D-Frutose 10 mM + 0,2 uCi de D-[U-"*C]Frutose
e) D-Manose 5 mM + 0,2 uCi de D-[U-"*C]Manose
f) L-Lactato 10 mM + 0,2 uCi de L-[U-"*C]Lactato

A solugio tampao Dulbecco’s Na'-Fosfato foi pipetada em frascos de 10 ml, os quais
foram levados ao banho metabolico a 35°C antes da adicao do tecido.

Apos o conteudo dos frascos ter sido aerado por 30 segundos com Oy, 0 tecido foi
adicionado. Os frascos foram fechados com tampas de borracha, contendo pogos de vidro com
papel filtro dobrado em forma de “w” e vedados com parafilme.

As fatias de cortices cerebrais foram incubadas a 35°C por 1 hora em banho

metabolico com agitacdo (Dubnoff a 60 ciclos por minuto) (Fig. 3.1), de acordo com o

método de Dunlop et al. (1975).

3.2.5 Captacao de CO; e extracio de lipidios

Apds uma hora de incubagdo a reacdo foi interrompida pela adi¢do, através de seringa
graduada, de 0,2 ml de acido tricloroacético (TCA), a 50%, no meio de incubacdao em cada
frasco. Apds, foram injetados com seringa graduada 0,2 ml de hidroxido de sédio (2 M) no
pocinho central, sendo os frascos novamente vedados com parafilme e submetidos a agitacao
em banho metabolico por 30 minutos para captacdo de CO, (Fig. 3.1).

Apos este procedimento, o conteido dos pocinhos foi transferido para tubos
Eppendorf com auxilio de pinga e pipeta automatica. Em cada tubo Eppendorf foi adicionado
1,5 ml de liquido de cintilagdo. Posteriormente os tubos Eppendorf foram agitados em Vortex,
e a radioatividade incorporada a CO, foi medida em contador de cintilagdo liquida (WALLAC
1409).

Os resultados foram expressos em pmoles de nutrientes energéticos oxidados a CO,
por mg de cortex cerebral por hora.

O tecido, juntamente com o meio de incubagdo, foi homogeneizado em
homogeneizador Potter Elvejhem, o qual foi lavado com 1,0 ml de TCA 10%, e seu contetdo
transferido para tubos de ensaio. Os tubos de ensaio foram centrifugados em centrifuga por
dois minutos a 2000g. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com 1 ml de
TCA 10%, repetindo-se este processo por mais duas vezes (Fig. 3.2). Os tubos de ensaio

contendo o precipitado permaneceram emborcados sobre papel absorvente, durante 24 horas.
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Para extragao de lipidios, o precipitado foi ressuspendido com 1,0 ml de solucao
cloroféormio:metanol (2:1 v:v). Os tubos de ensaio foram vedados com parafilme e submetidos
a agitagdo por 10 minutos. Apods, os tubos foram centrifugados por 3 minutos a 2000g, e o
sobrenadante de cada tubo de ensaio foi transferido para Vials com auxilio de pipeta Pasteur
(Fig. 3.2), repetindo-se este processo por mais duas vezes (FOLCH & LEE, 1957).

ApoOs evaporagao total do cloroférmio:metanol dos Vials, foram acrescentados 3,0 ml
de liquido de cintilagio PPO/POPOP (4,0 g/50 mg em 1000 ml de tolueno) e a radioatividade
incorporada a lipidios foi medida em contador de cintilagdo liquida (WALLAC 1409). Os
resultados foram expressos em pmoles de nutrientes energéticos convertidos a lipidios por mg

de cortex cerebral por hora.

3.2.6 Condig¢oes de Incubac¢io para Captacao de 2-[U-14C]-De0xiglic0se

A solucdo tampdo Dulbecco’s Na'-Fosfato foi preparada conforme descrito na
Tabela 1. Apos, a solugdo foi aerada com Oy durante 5 minutos, o pH padronizado em 7,2 e
aerada novamente.

Posteriormente, 0,7 ml de solugdo tampdo Dulbecco’s Na'-Fosfato, contendo os
precursores energéticos abaixo relacionados: a, b, foram pipetadas em béqueres de vidro com
capacidade para 5 ml, sendo os mesmos colocados previamente em banho metabdlico a 35°C
(Fig. 3.3).

a) D-Glicose 2mM + 0,1 uCi de 2-[U-'*C]Deoxiglicose + Monensina 10 pM
b) D-Glicose 2 mM + 0,2 pCi de 2-[U-"*C]Deoxiglicose + Ouabaina 1 mM

Para incubagdes com tempo de duracdo de 1 hora, 10 e 5 minutos procedeu-se da
seguinte forma:

Os cortices cerebrais foram dissecados. Pesamos entre 40-50 mg de tecido, que
posteriormente foi fatiado na espessura de 0,3 mm em fatiador (McILWAIN TISSUE
CHOPPER) (Fig. 3.3).

Adicionamos as fatias de tecido aos béqueres colocados previamente no banho
metabdlico. O sistema de incubagdo permaneceu em 35°C, com agitagdo (90 ciclos/minuto),
fechado com aeragdo (Ox)) durante os diferentes tempos de incubagdo (para experimentos
com monensina): 1 hora, 10 e 5 minutos. Para os experimentos com ouabaina, o tempo de

incubacao foi de 1 hora.
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ApoOs a incubagdo, os béqueres foram retirados do banho metabdlico e colocados
imediatamente em isopor com gelo. Adicionamos 0,7 ml de solugdo tampao acondicionada
em gelo e agitamos. O sobrenadante foi retirado com pipeta pasteur e desprezado. Novamente
adicionamos 1,5 ml de solugdo tampdo, agitamos e desprezamos o sobrenadante. Esta
operacao foi repetida por mais uma vez (Fig. 3.3).

Posteriormente, pipetamos sobre o tecido 300 ul de NaOH 0,5 N e homogeneizamos
com auxilio de uma pipeta Pasteur. Transferimos o conteido dos béqueres para tubos
Eppendorf e adicionamos 1 ml de liquido de cintilacdo. A radioatividade incorporada a 2-
Deoxiglicose-6-P foi medida em contador de cintilagdo liquida (WALLAC 14009).

Para incubag¢des (D-Glicose 2 mM + 0,1 uCi de 2-[U-14C]Deoxiglicose + Monensina
10 uM) com tempo de duracdo de 2 minutos procedeu-se da seguinte forma (Fig. 3.4):

A solugio tampdo Dulbecco’s Na'-Fosfato foi preparada conforme descrito na
Tabela 1. Apos, a solugdo foi aerada com Oy durante 5 minutos, o pH padronizado em 7,2 e
aerada novamente.

Os cortices cerebrais foram dissecados. Pesamos entre 40-50 mg de tecido, que
posteriormente foi fatiado na espessura de 0,4 mm em fatiador (McILWAIN TISSUE
CHOPPER). Apos, foi separada uma fatia de cada cortex (de diferentes animais) para cada n,
com auxilio de um pincel fino.

Acondicionamos as fatias de tecido em uma placa de Petry com solucdo tampao
Dulbecco’s Na'-Fosfato 2.7 mM K. Para a incubagio, adicionamos uma fatia de cortex com
tampao em um pogo de placa de cultura. Retiramos, com auxilio de pipeta Pasteur, o tampao
sem radioativo de cada poco, e logo apos adicionamos ao tecido em cada pogo 0.5 ml de
solugdo tampdo Dulbecco’s Na'-Fosfato 2.7 mM K’ com 2-[U-"*C]Deoxiglicose +
Monensina. A incubagdo transcorreu por 2 minutos.

Posteriormente, as fatias da placa de cultura foram retiradas com auxilio de uma pinga,
e foi feita a lavagem das mesmas com 1 ml de tampao Dulbecco’s Na'-Fosfato 2.7 mM K"
acondicionado em gelo. Esta operacdo foi repetida por mais duas vezes.

Apos, pipetamos sobre o tecido 300 ul de NaOH 0,5 N, e homogeneizamos com
auxilio de uma pipeta Pasteur. Retiramos uma aliquota (5 pl) para dosagem de proteina
através do método de Lowry. Em tubos Eppendorf, adicionamos ao tecido homogeneizado 1
ml de liquido de cintilacdo. A radioatividade incorporada a 2-Deoxiglicose-6-P foi medida em

contador de cintila¢do liquida (WALLAC 1409).
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3.3 Analise Estatistica

Os resultados experimentais expressos como média £ erro padrao da média (E.P.M)
foram submetidos a tratamento estatistico através da Analise de Varidncia de uma via,
utilizando-se o software SPSS/PC-Plus.

As comparacdes entre as médias dos grupos foram realizadas pelo teste de multipla
amplitude de Duncan. O nivel de significancia considerado foi p< 0,05.

Quando pertinente, foi utilizado o teste t de Student, com nivel de significancia p<

0,05.
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Figura 3.1 — Metodologia empregada na incubagdo e avaliagdo da oxidagdo a CO; e

determinagdo de lipidios dos nutrientes energéticos estudados: glicose,
frutose, manose e lactato.
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Figura 3.2 — Metodologia empregada na determinacdo de lipidios a partir dos nutrientes

energéticos estudados: glicose, frutose, manose e lactato.
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Figura 3.3 — Metodologia empregada na captagio de 2-[U-'"*C]Deoxiglicose + Ouabaina (1

hora de incubagdo) e Monensina (1 hora, 10 e 5 minutos de incubagio).
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Figura 3.4 — Metodologia empregada na captagdo de 2-[U-'*C]Deoxiglicose + Monensina
(2 minutos de incubagao).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da concentracio de K extracelular sobre a oxidaciio de nutrientes

energéticos a CO; em cortex cerebral de ratos

A elevagdo na [K']. aumentou a oxidagdo das hexoses glicose (Fig. 4.1.1), frutose
(Fig. 4.1.2), e manose (Fig. 4.1.3), a CO; em ratos adultos, e a de velocidade de oxidacao das
3 hexoses manteve-se na faixa de 1000 pmoles/mg tecido.h. Em cortex cerebral de ratos de 10
dias de idade pos-natal, o aumento na [K']. niio teve efeito sobre a oxidacdo de glicose (Fig.
4.1.1) e frutose (Fig. 4.1.2) a CO,.

Os resultados mostram que o aumento na [K']. teve efeito sobre a oxidagdio de lactato

a CO,, em ambas as idades estudadas: 10 e 60 dias pos-natal (Fig. 4.1.4).
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Figura 4.1.1 — Efeitos de diferentes concentragdes de potassio extracelular sobre a oxidagao
de D-[U-"*C]Glicose a CO, em cortex cerebral de ratos de 10 e 60 dias de
idade pods-natal. Cada barra representa a média tEPM. As médias foram

analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,01.

n = § para cada idade.

Letras minusculas — comparagdes entre [K']. na idade de 60 dias pos-natal: a difere

significativamente de b (p<0,01).

Letras maitisculas — comparagdes entre [K']. na idade de 10 dias pés-natal: NS= nao

significativo.

Simbolo § — comparagdes entre 10 e 60 dias de idade pds-natal na mesma [K'].: § difere

significativamente (p<0,01).
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Figura 4.1.2 — Efeitos de diferentes concentragdes de potassio extracelular sobre a oxidagao
de D-[U-"*C]Frutose a CO, em cortex cerebral de ratos de 10 e 60 dias de
idade pods-natal. Cada barra representa a média tEPM. As médias foram

analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,01.

n = 8§ para cada idade.

Letras mintsculas — comparagdes entre [K']. na idade de 60 dias pds-natal: a difere

significativamente de b (p<0,01).

Letras maitsculas — comparagdes entre [K']. na idade de 10 dias pds-natal: NS= ndo

significativo.

Simbolo § — comparagdes entre 10 e 60 dias de idade pos-natal na mesma [K'].: § difere

significativamente (p<0,01).



49

1400
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 A

@60 dias

pmoles/mg tecidah

2,7mM 20 mM 50 mM
[K']e

Figura 4.1.3 — Efeitos de diferentes concentragdes de potassio extracelular sobre a oxidagao
de D-[U-'*C]Manose a CO, em cortex cerebral de ratos de 60 dias de idade
pos-natal. Cada barra representa a média ZEPM. As médias foram analisadas

por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,01.

Letras minusculas — comparagdes entre [K']. na idade de 60 dias pos-natal: a difere

significativamente de b (p<0,01).



50

4000
3500
3000
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -

500 -

B 10 dias
B 60 dias

pmoles/mg tecido. h

2/mM 20 mM 50 mM
[K']e

Figura 4.1.4 — Efeitos de diferentes concentragdes de potassio extracelular sobre a oxidagao
de L-[U-"*C]Lactato a CO, em cortex cerebral de ratos de 10 e 60 dias de
idade pos-natal. Cada barra representa a média TEPM. As médias foram

analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,05.

n = § para cada idade.

Letras minusculas — comparagdes entre [K '], na idade de 60 dias pos-natal: letras minasculas

diferem significativamente entre si (p<0,05).

Letras maitisculas — comparagdes entre [K']. na idade de 10 dias pés-natal: A difere

significativamente de B (p<0,05); AB nao difere significativamente de A e B.

Simbolo § — comparagdes entre 10 e 60 dias de idade pds-natal na mesma [K'].: § difere

significativamente (p<0,05).
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4.2 Efeito da concentracio de K™ extracelular sobre a conversio de nutrientes

energéticos a lipidios em cortex cerebral de ratos

Nossos resultados mostram que elevadas concentragdes de K™ extracelular
aumentaram a conversao de glicose (Fig. 4.2.1) ¢ lactato (Fig. 4.2.4) a lipidios somente em
ratos de 10 dias de idade pds-natal.

A conversdo de glicose a lipidios (Fig. 4.2.1) em ratos de 60 dias foi cerca de duas
vezes menor em relagdo a ratos de 10 dias de idade. Com relagdo a frutose (Fig. 4.2.2),
obtivemos resultado inverso: a sua conversao a lipidios em ratos de 60 dias foi cerca de duas
vezes maior em relacdo a ratos de 10 dias de idade. Além disso, 0 aumento na [K']. ndo teve
efeito significativo sobre a conversdo de frutose a lipidios (Fig. 4.2.2) em ambas as idades. A
velocidade de conversdo de manose a lipidios (Fig. 4.2.3) em ratos adultos ndo variou com o
aumento na [K']..

O aumento na [K']. de 2.7 mM para 20 mM aumentou a conversdo de lactato a

lipidios (Fig. 4.2.4) em ambas as idades estudadas.
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Figura 4.2.1 — Efeitos de diferentes concentragdes de potassio extracelular sobre a conversao
de D-[U-""C]Glicose a lipidios em cortex cerebral de ratos de 10 e 60 dias de
idade pods-natal. Cada barra representa a média tEPM. As médias foram

analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,05.

n = 8 para cada idade.

Letras maitsculas — comparagdes entre [K']. na idade de 60 dias pos-natal: NS= ndo

significativo.

Letras minusculas — comparagdes entre [K']. na idade de 10 dias pos-natal: a difere

significativamente de b (p<0,05).

Simbolo § — comparagdes entre 10 e 60 dias de idade pos-natal na mesma [K'].: § difere

significativamente (p<0,05).



53

L

8150

- SN W 10 dias
E .
5 50 B 60 dias
9

£

g O0-

2,7 mM 20 mM 50 mM
[K'Je

Figura 4.2.2 — Efeitos de diferentes concentragdes de potassio extracelular sobre a conversao
de D-[U-"*C]Frutose a lipidios em cortex cerebral de ratos de 10 e 60 dias de
idade pos-natal. Cada barra representa a média TEPM. As médias foram

analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,05.

n = § para cada idade.

Letras mintisculas — comparacdes entre [K']. na idade de 60 dias pés-natal: nao ha diferenca

significativa.

Letras maitsculas — comparacdes entre [K']. na idade de 10 dias pds-natal: NS= ndo

significativo.

Simbolo § — comparagdes entre 10 e 60 dias de idade pos-natal na mesma [K'].: § difere

significativamente (p<0,05).
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Figura 4.2.3 — Efeitos de diferentes concentracdes de potassio extracelular sobre a conversao
de D-[U-""C]Manose a lipidios em cortex cerebral de ratos de 60 dias de
idade pos-natal. Cada barra representa a média ZEPM. As médias foram

analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,05.
n=_8.

Letras maiusculas — comparagdes entre [K']. na idade de 60 dias pos-natal: NS= ndo

significativo.
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Figura 4.2.4 — Efeitos de diferentes concentracdes de potassio extracelular sobre a conversao
de L-[U-"*C]Lactato a lipidios em cortex cerebral de ratos de 10 e 60 dias de
idade pos-natal. Cada barra representa a média TEPM. As médias foram

analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,05.

n = 8 para cada idade.

Letras mintsculas — comparagdes entre [K']. na idade de 60 dias pos-natal: a difere

significativamente de b (p<0,05).

Letras maitisculas — comparagdes entre [K']. na idade de 10 dias pos-natal: A difere

significativamente de B (p<0,05).

Simbolo § — comparagdes entre 10 e 60 dias de idade pos-natal na mesma [K'].: § difere

significativamente (p<0,05).
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4.3 Efeito da concentracio de K™ extracelular e da ouabaina sobre a captacio de

2-[U- 14C]Deoxiglicose em cortex cerebral de ratos adultos

—+ . ’ ~ :
O aumento da [K']., assim como a presenca de ouabaina, ndo teve efeito sobre a

captagdo de 2-[U- '*C]Deoxiglicose (Fig. 4.3.1).
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Figura 4.3.1 — Efeitos de diferentes concentragdes de potdssio extracelular e da ouabaina
sobre a captacdo de 2-[U-14C]Deoxiglicose em cortex cerebral de ratos de 60
dias de idade pds-natal. Cada barra representa a média tEPM. As médias
foram analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p<
0,05.

n=_8.

Letras maitsculas — comparacdes entre [K']. na idade de 60 dias pos-natal: NS= nio

significativo.



57

4.4 Efeito da concentracio de K™ extracelular e da ouabaina sobre a oxidacéio de

glicose a CO; em cortex cerebral de ratos adultos

O aumento da [K']. teve efeito sobre a oxidagdo de glicose a CO,, porém quando o
aumento da [K']. foi acompanhado pela adi¢do de ouabaina, ndo foi observado efeito do

inibidor da enzima Na",K'-ATPase sobre a oxidacdo de glicose a CO..
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Figura 4.4.1 — Efeitos de diferentes concentragdes de potdssio extracelular e da ouabaina
sobre a oxidagdo de D-[U-"*C]Glicose a CO, em cortex cerebral de ratos de
60 dias de idade pos-natal. Cada barra representa a média tEPM. As médias
foram analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p<
0,05.

n=_8.

Letras minusculas — comparagdes entre [K']. na idade de 60 dias pos-natal: a difere

significativamente de b (p<0,05).
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4.5 Efeito da monensina sobre a captacio de 2-|U- “C]Deoxiglicose em cortex

cerebral de ratos adultos

De acordo com a Tabela 2, o resultado deste experimento nos mostra que: em
incubacoes de 1 hora, 10 minutos, 5 minutos e 2 minutos, monensina na concentra¢ao de 10
uM modificou a captagdo de 2-Deoxiglicose em um meio com 2,7 mM K, em relagdo ao

meio com 2,7 mM K" sem adi¢do de monensina (grupo controle).

Tabela 2 — Efeito da monensina sobre a captagdo de 2-[U-'"C]Deoxiglicose em diferentes

tempos de incubag¢do, em cortex cerebral de ratos adultos.

Captacio de 2-[U- "*C]Deoxiglicose
Tempo de incubacdo

1 hora 10 min. 5 min. 2 min.
2.7 mM K sem 100% +18,4  100% 12,1 100% 11,2 100% 7,4
monensina (controle)
2.7mM K" com 50% +8,9% 72% +13,9% 100% 10,1 160% 19,5*

monensina

As médias foram analisadas por teste T de Student, p< 0,05.n=8.

* Difere significativamente em relag@o ao controle, p< 0,05.
Os valores foram expressos em % pois houve variagdo nos resultados dos experimentos nos diferentes tempos de
incubacdo.

4.6 Efeito do bumetanide e da concentracio de K extracelular sobre a oxidacéo

de glicose a CO; em cortex cerebral de ratos adultos

O aumento da [K']. teve efeito sobre a oxidagdo de glicose a CO,, porém quando o
aumento da [K']. foi acompanhado pela adi¢io de bumetanide, ndo foi observado efeito do

inibidor do transportador Na'/K'/2Cl" sobre a oxidagio de glicose a CO,.
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Figura 4.6.1 — Efeitos do bumetanide e da concentragdo de potédssio extracelular sobre a

oxidacdo de D-[U-'*C]Glicose a CO, em cortex cerebral de ratos de 60 dias

de idade pos-natal. Cada barra representa a média +tEPM. As médias foram

analisadas por ANOVA e teste de multipla amplitude de Duncan, p< 0,05.

Letras mintsculas — comparagdes entre [K']. na idade de 60 dias pos-natal: a difere

significativamente de b (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

A limitacdo da producdo de energia no cérebro, assim como ocorre durante hipoxia e
hipoglicemia, provoca um colapso no gradiente de ions, o qual se ndo for restabelecido em
minutos, leva ao dano celular permanente ou, eventualmente, a morte celular. A energia
requerida para suportar a fungdo normal do cérebro e o nivel de ions, ¢ fornecida pela
glicolise e fosforilacdo oxidativa, as quais, em condigdes fisiologicas, operam em conjunto
(SILVER, DEAS & ERECINSKA, 1997).

No cérebro, sob condi¢des de repouso, a razao entre consumo de oxigénio e utilizagao
de glicose ¢, aproximadamente, 5.5, indicando que >90% da glicose consumida segue a via
oxidativa, e sugerindo acoplamento entre metabolismo oxidativo e atividade funcional do
cérebro (SIESJO, 1978).

A dependéncia da fungdo cerebral em relagdo a glicose sangiiinea como nutriente nao
exclui a possibilidade de que lactato, e outros nutrientes energéticos, dentro do cérebro,
possam ser transferidos entre diferentes tipos de células e sirvam como fonte energética
(DIENEL & HERTZ, 2001). Durante a ativacdo cerebral por glutamato (liberado pelos
neurdnios na fenda sinaptica e captado pelos astrocitos), o fluxo de lactato dos astrdcitos para
os neurdnios (Fig. 1.4) serve como nutriente energético neuronal. Este modelo propde que 80-
90% do consumo total de glicose cortical ¢ usado para demanda da transmissdo
glutamatérgica e que 85% da utilizagdo da glicose pelo cérebro € acoplada ao ciclo glutamato-
glutamina para prover energia para captacio de glutamato acoplada a Na', e sua conversio
subseqliente a glutamina nos astrécitos. Estes dois processos requerem energia, € sao

dependentes da energia derivada glicoliticamente (DIENEL & HERTZ, 2001).
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Esta bem estabelecido que os astrocitos podem fornecer outros substratos, além de
glutamina, aos neurdnios para sintese de energia e neurotransmissores. Contudo, a fungao dos
astrocitos de remover glutamato da fenda sinaptica e metabolizar glutamato, ¢ fundamental
para manter a homeostase no cérebro (SONNENWALD et al., 1993). Sonnenwald et al.
(1993) e McKenna et al. (1996) mostraram que a concentracdo de glutamato extracelular ¢ um
fator chave na regulacdo do metabolismo de glutamato em astrocitos: até 0.1 mM glutamato ¢
convertido em glutamina (85%), em concentragdes entre 0.2-0.5 mM glutamato ¢
principalmente oxidado no ciclo de Krebs, e 25% ¢ convertido em lactato via enzima malica
(Fig. 5.1). Lactato é entdo utilizado como nutriente energético em neuronios, que contém,
principalmente, a isoforma Lactato desidrogenase-1. A conversdo de glutamato a lactato pode
representar um mecanismo para a completa oxidacdo do esqueleto de carbono do glutamato
para produgdo de energia. Além disso, a formagdo de lactato pode constituir um mecanismo
para transformar o excesso de glutamato, sem aumentar os niveis de glutamina. A formagao
de lactato pode ser um meio efetivo de utilizar glutamato, pois niveis de lactato at¢ 20 mM

sdo bem tolerados pelo cérebro (SCHURR, WEST & RIGOR, 1989).
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Figura 5.1 — Metabolismo de glutamato nos astrécitos.

A exposicao a elevadas concentracdes de potassio provoca um aumento superior a
duas vezes na velocidade de oxidacdo de [14C]glicose e fosforilacdo de [14C]deoxiglicose, em
neurdnios cerebelares glutamatérgicos (PENG, ZHANG & HERTZ, 1994).

Elevadas concentracdes de potdssio extracelular provocam um pequeno estimulo
(~20%) na fosforilagdo de ['*C]deoxiglicose e oxidago de glicose em astrocitos, um efeito
que parece ser resultado do aumento da atividade da Na", K -ATPase, sensivel a estimulo por
[K']e no maximo em ~12 mM K" (HUANG et al., 1994). Além disso, elevadas [K'].
estimulam o consumo de oxigénio e oxidagdo de glicose em astrocitos, uma estimulagdo que
provavelmente resulta da ativagdo de um sistema de cotransporte, levando & entrada de K' e
CI nas células (DIENEL & HERTZ, 2001). Assim, em ambos, neurénios ¢ astrocitos, os
efeitos metabolicos de elevada [K']. sdo associados ao estimulo de transporte de ions,
conclusdo obtida a partir das evidéncias de que o aumento na demanda de energia durante

ativacdo cerebral reflete a demanda metabolica de transporte de ions, ocorrendo elevagao na
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concentracdo de Na" e K" intracelular (MATA et al., 1980). O aumento nos niveis de ADP e
AMP, provocado pela utilizagdo de ATP, estimula o metabolismo energético, possivelmente
sob algumas condig¢des, em conjunto com um aumento mediado por célcio nas atividades de
desidrogenases mitocondriais (DIENEL & HERTZ, 2001).

Schurr et al. (1999), a partir de seus estudos, propdem um modelo para o metabolismo
energético cerebral durante o estado de ndo ativacdo e durante ativacdo (exposicao a
glutamato) (Fig. 5.2): sob condi¢des de repouso ([K'Je= ~3 mM), a maioria da glicose captada
pelo cérebro a partir do sangue, ¢ metabolizada oxidativamente em ambos compartimentos
glial e neuronal. A maior parte do lactato basal produzido na glia é transportada para os
neurdnios, onde este entra no ciclo de Krebs neuronal. A ativacao por glutamato promove a
captacdo de neurotransmissor acompanhada por Na'. Ha ativagdo da enzima Na'" K'-ATPase,
aumento da [ADP], e conseqiiente aumento na metabolizagdo glicolitica de glicose,
evidenciada pelo aumento na producdo de lactato. Uma explicagdo plausivel para o aumento
nos niveis de lactato poderia ser a existéncia de uma via glicolitica separada, com o Unico
propésito de prover o sistema Na', K'-ATPase glial com ATP. Em fungio de que esta via ndo
requer oxigénio para sua atividade, ndo hd aumento no consumo de oxigénio apds a ativacao
(SCHURR et al., 1999). Nos neur6nios, lactato torna-se o principal substrato energético pelo
concomitante aumento na razao lactato/glicose neuronal (LARRABEE, 1996). O aumento da
utilizacdo de lactato nos neurdnios ¢ acompanhado por uma diminuicdo da utilizagdo de
glicose. Este mecanismo do metabolismo poderia explicar o fato de que a estimulagido do
tecido cerebral aumenta a captacdo de glicose sem o aumento concomitante do consumo de

O, (SCHURR et al., 1999).
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Figura 5.2 — Esquema das duas principais vias do metabolismo energético, glicolise e
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fosforilagdo oxidativa, em dois compartimentos do tecido cerebral, neuronal e

glial, durante ativacdo (direita) e ndo-ativacdo (esquerda) do metabolismo

energeético.

Sibson et al. (1998) determinaram que a estequiometria entre metabolismo oxidativo

de glicose e atividade neuronal glutamatérgica, em cortex in vivo, ¢ de 1:1, implicando que a

maioria da energia produzida durante a ativacdo suporta a fun¢do neuronal glutamatérgica.

Contudo, estes autores colocam que durante a liberagdo neuronal de glutamato e sua captacao

glial, glicolise astrocitica ¢ a principal via que consome glicose, e lactato neuronal ¢ o

principal consumidor de oxigénio.

Erecinska et al. (1996) buscaram entender as razdes para reducdo na atividade

glicolitica durante intenso bombeamento de ions, em sinaptossomas e cultura de células

glioma C6 tratados com veratridina, monensina ou nigericina, com ou sem rotenona. Uma

ot . Lo +
caracteristica comum destes agentes ¢ o fato de provocarem decréscimo na [K'];, aumento na
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[Na']; e [Ca*'];, além de causarem despolarizagdo da membrana plasmatica. Os resultados
deste trabalho mostraram que a exposicdo dos modelos experimentais aos agentes
supracitados causa um colapso no gradiente de ions, diminuindo o estado energético celular
([ATP]), e estimulando a produgdo de lactato. Durante os primeiros cinco minutos de
incubacdo, a formacdo de lactato em células C6 aumentou de duas-trés vezes, ¢ em
sinaptossomas cerca de oito vezes, quando veratridina, nigericina, monensina € rotenona
foram adicionadas separadamente ao meio. Uma comparacdo do comportamento dos dois
sistemas indica que em sinaptossomas, ao contrario das células C6, a utilizacdo de energia
para restauragdo do gradiente de ions, principalmente pela bomba Na',K'-ATPase, excede
muito a capacidade da glicolise para produzir ATP, tal que o nivel de ATP decresce a valores
muito baixos. Esta grande reducdo no nivel de energia ¢ acompanhada por declinio no
conteudo de glicose-6-fosfato, que sugere uma limitacdo na atividade da hexoquinase. O Km
da hexoquinase para ATP ¢ entre 0.1-0.7 mM. Erecinska et al. (1996) mostraram que a queda
na producao de lactato sinaptossomal tem inicio em niveis de ATP de, aproximadamente, 0.2
mM, e que o aparente Km para ATP neste processo ¢ 0.08 mM. O decréscimo na [ATP] e na
relacdo [ATP]/[ADP] ocorre em sinaptossomas, o que limita a atividade da hexoquinase, e
este € o principal fator responsavel pelo decréscimo na velocidade glicolitica.

Mostramos, através deste trabalho, que a elevagdo na [K']. aumentou a oxidagdo de
lactato a CO,, em ambas as idades estudadas: 10 e 60 dias pds-natal (Fig. 4.1.4), sendo que
houve diferenga significativa na oxidagdo de lactato a CO, entre as idades somente quando a
[K']. foi de 50 mM.

Em nossos experimentos verificamos que lactato, quando incubado como unico
substrato energético, foi em torno de 1,5 vez mais oxidado a CO,, em cortex cerebral de ratos
de 10 dias, em relacdo a glicose, manose e frutose. Este achado corrobora as evidéncias
estabelecidas por Vicario et al. (1991), Cremer (1982) e Bueno, Azzolin & Perry (1994). Ja
em cortex cerebral de ratos adultos, a oxidacao de lactato foi cerca de 2,5 vezes maior em
relacdo as trés hexoses estudadas. Isto pode ser explicado pelo fato de que a sua oxidagdo a
CO; ndo requer as enzimas marcapasso da via glicolitica. Assim: lactato—piruvato—Ciclo de
Krebs—Cadeia Respiratoria e Fosforilagdo Oxidativa=ATP.

Takahashi, Shibata & Fukuuchi (1997) estudaram os efeitos de diferentes
concentragdes de K (5.4, 28, 56 mM), monensina (10 uM) e veratridina (75 pM) sobre a
ativacdo e influxo de Na', em culturas de astrocitos corticais e neurdnios do estriato de ratos.
Os autores relatam que a velocidade de utilizagdo de glicose em astrdcitos ¢ inibida pelo

+ . . g . . .
aumento na [K']., mas pode ser estimulada por veratridina ou monensina. Isto indica que a
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atividade da enzima Na',K'-ATPase em astrocitos pode ser estimulada via mecanismos que
sao dependentes do aumento na concentragio de Na' intracelular.

Segundo Walls (2000), em astrdcitos o ciclo de sédio transmembrana ¢ dependente da
enzima Na' K'-ATPase e do co-transporte Na'/ K'/2Cl: K" é bombeado para o meio
intracelular pela enzima Na',K'-ATPase, ¢ o decréscimo da [Na']; ¢ prevenido por um
estimulo simultdneo do cotransportador Na'/ K'/2CI’, sensivel a bumetanide. Assim, ions Na"
que sdo bombeados para o meio extracelular pela enzima Na',K'-ATPase sdo repostos por
este carreador.

Kettenmann & Ransom (1995) mostraram que altas concentragdes de potassio
provocam aumento no volume de astrécitos e o co-transporte Na'/ K'/2Cl" acompanhado por
adgua estd presente neste evento. Quando este processo ocorre, a concentragdo de K"
intracelular aumenta mais do que o esperado, e algum outro ion, talvez Na', sai das células.
Walz & Hertz (1983) mostraram que o contetido de Na* em culturas de astrocitos diminuiu
quando a [K']. foi aumentada. Posteriormente, Rose & Ransom (1996) também mostraram
que [Na'];, medida por técnica de imagem fluorescente diminuiu em culturas de astrocitos de
hipocampo quando a [K '], foi aumentada de 3 para 8 ou 12 mM.

Os resultados relatados por Takahashi, Shibata & Fukuuchi (1997) indicam que os
canais de Na' voltagem-dependentes expressos em astrocitos e neurdnios respondem diferen-
temente a condi¢des em que a [K']c é aumentada, como por exemplo, excitagio neuronal.
Quando estas condi¢des resultam na estimulagdo do metabolismo energético, a ativacao
metabolica nos dois tipos de células provavelmente ¢ mediada por diferentes mecanismos.

Segundo Walz (2000), os astrécitos apresentam um potencial de membrana em
repouso 20 mV mais negativo do que neurdnios. Isto ¢ devido, principalmente, a reduzida
permeabilidade ao sddio dos astrocitos comparado aos neurdnios. A maioria desses canais,
mas nao todos, poderia uma vez ativados por uma despolarizacdo inicial devido ao excesso de
potassio extracelular, contribuir com despolarizacdo da membrana.

Takahashi et al. (1995) mostraram que a membrana de astrocitos pode ser
despolarizada por aumento na [K']., mas a despolarizagdo no esta associada com potenciais
de acdo, como em neurdnios, ¢ pode, desta forma, ndo levar ao aumento da [Na']; em
astrocitos. Uma explicagdo plausivel é que os canais de Na' voltagem-dependentes de
astrocitos podem ter uma baixa densidade ou propriedades diferentes dos neurdnios.

Segundo Sontheimer (1992), os canais de K voltagem-dependentes (tipo de canal de
ion predominante na membrana dos astrdcitos), participam no tamponamento espacial, isto &,

a captacio de K" extracelular em locais com elevada [K']. para locais com menor [K'].. E
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concebivel que canais de Na' funcionem sem ativagdo voltagem-dependente. Mesmo em
repouso, os canais de Na' permitem que uma pequena quantidade de fons Na' entrem no as-
trocito. Este mecanismo pode ser importante para prover Na~ em concentracio suficiente para
permitir o funcionamento da Na",K'-ATPase. Uma das principais funcdes da Na",K'-ATPase
glial é a captacdo do K" extracelular durante o tamponamento espacial. Elevada [K']. poderia
aumentar a quantidade de fons Na’ que entram no astrécito através de canais de Na', assim, a
probabilidade destes canais serem abertos aumenta de acordo com o aumento da voltagem.

Silver, Deas & Erecinska (1997) relatam que ha maior densidade de canais de Na™ em
neuronios, ¢ assim, ha maior influxo e efluxo deste ion em neuronios. Contudo, a manutengao
do gradiente de ions consome energia, € a utilizagdo de ATP para este proposito ¢ maior em
neurdnios do que em células gliais.

As aplicacdes do método da [*C]Deoxiglicose para determinagio da velocidade local
de utilizagdo de glicose em tecidos neurais tem estabelecido que a ativagdo funcional aumenta
o metabolismo energético em regides ativadas do SNC, e que o aumento no metabolismo
energético ¢ quantitativamente relacionado a magnitude da ativagdo funcional. O estimulo do
metabolismo por ativacdo funcional ¢ dependente da atividade da Na',K"-ATPase, uma
enzima da membrana plasmatica celular responsavel pela manutencao da homeostase de ions
intracelulares e seus gradientes transmembrana (SILVER, DEAS & ERECINSKA, 1997).

Silver, Deas & Erecinska (1997) mostraram que a adicdo de 5 ou 10 mM de 2-
Deoxiglicose em culturas de neuronios e astrocitos corticais de camundongos, na auséncia de
qualquer outro nutriente energético, causou um rapido decréscimo na [ATP] a niveis
proximos da metade do valor em relagdao ao controle (culturas de neurdnios e astrdcitos
corticais incubadas com glicose) apds 15 minutos de incubagdo. Simultaneamente, a [ADP]
aumentou cerca de duas vezes, a [PCr] diminuiu, enquanto a [Cr] aumentou. Além disso,
Silver, Deas & Erecinska (1997), através de medi¢des com microeletrodos da concentragao de
ions intracelulares de neuronios e astrécitos corticais de camundongos, evidenciaram que na
auséncia de glicose com e sem suplementagdo de piruvato, a [Na']; e [Ca®"]; aumentaram,
enquanto a de [K']; diminuiu. Contudo, estas alteragdes mostraram maior velocidade e
magnitude em neurdnios do que em células gliais, a saber: o decréscimo no gradiente de ions
em neuronios apos 10 minutos de incubagdo ¢ compardvel as reducdes observadas em
astrocitos ap6s 16 horas. H4, no minimo, trés possiveis razdes para esta maior sensibilidade
neuronal relatada por Silver, Deas & Erecinska (1997): a) canais para movimento de ions sio
mais abundantes em neurdnios, porém a manutencao do gradiente de ions consome energia, e

a utilizacdo de ATP para este proposito ¢ maior em neuronios do que em células gliais; b)
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mecanismos que geram energia, em particular a glicolise, podem ser menos ativos em

neurdnios em cultura do que astrdcitos. Assim, durante hipoxia, os neurdnios geram € mantém

uma concentragdo intracelular menor de ATP; c) somente os astrocitos contém glicogénio, o

qual fornece principalmente lactato aos neuronios em situagdes de hipoglicemia.

Kimelberg et al. (1978) e Walz & Hertz (1982), colocam que a enzima Na',K'-
ATPase ¢ ativada por concentragdes de potassio de 12-18 mM, visto que o Km para K em
neurdnios ¢ 18 mM. Contudo, um grande aumento na [K']. exerce somente efeito moderado
sobre a producao de energia. Brookes & Yarowsky (1985) mostraram que houve um aumento
na captagdo de 2-Deoxiglicose de 35-40% quando [K']. aumentou de 14.2 para 20 mM,
enquanto Peng, Zhang & Hertz (1994) evidenciaram um aumento de somente 20%, até
mesmo em [K']e= 50mM.

Mercer & Dunham (1981) investigaram o mecanismo pelo qual ATP ¢ fornecido para
a enzima Na' , K'-ATPase, utilizando vesiculas preparadas a partir de eritrocitos. Sugeriram
entdio, que o mecanismo molecular do acoplamento de ativagio da Na',K'-ATPase e glicolise,
reside na associagdo entre Na',K'-ATPase e enzimas chaves da glicolise na membrana
plasmatica, implicando que ATP gerado glicoliticamente, especificamente pela agdo da
enzima Fosfoglicerato Kinase (PGK) ¢, preferencialmente, usado para atividade da bomba. As
principais evidéncias deste trabalho foram:

a) o transporte ativo de Na' para dentro das vesiculas de eritrécitos foi promovido pela
adi¢do de substratos para Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH) e PGK, e sem
adicao de ATP;

b) o complexo GAPDH-PGK sintetiza ATP, o qual permanece associado a membrana;

c) ATP ligado a membrana ¢ compartimentalizado de forma que ¢ inacessivel a degradacao
por hexoquinase.

Provérbio & Hoffman (1977), em experimentos com eritrécitos, concluiram que ATP,
que foi gerado glicoliticamente e retido no pool da membrana, forneceu a energia para a Na',
K-ATPase, preferencialmente do que [y**P] ATP exdgeno administrado.

Dringen, Gebhardt & Hamprecht (1993), buscando elucidar a fungao do glicogénio em
culturas primarias de astrdcitos, verificaram que além de glicose, os astrdcitos também podem
utilizar manose para a sintese de glicogénio e lactato. Uma incubagao de 3 horas com manose
(20mM) resultou em 75% de glicogénio sintetizado, 87% de lactato liberado, e 71% de
glicose-6-fosfato quando comparado ao grupo controle (incubagdo de 3 horas com 20 mM de
glicose). Estes resultados sugerem que astrocitos sdo incapazes de hidrolisar glicose-6-fosfato

e/ou sdo incapazes de liberar a glicose que ¢ gerada pela acdo das enzimas desramificadoras
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durante a degradacao do glicogénio ou derivada a partir da glicose-6-fosfato pela agao de uma
fosfatase. Assim, glicogénio armazenado em astrocitos pode ser considerado como um
estoque de lactato, preferencialmente do que glicose.

A elevagdo na [K']. aumentou a oxidagdo de glicose, frutose e manose a CO,, em
cortex cerebral de ratos adultos, ¢ a velocidade de oxidacdo das hexoses incubadas manteve-
se na faixa de 1000 pmoles/mg tecido.h. Provavelmente, isto se deve ao fato de que estes
nutrientes tém frutose-6-P como intermedidrio comum na rota glicolitica, e a producdo de
ATP por enzimas desta rota estarem espacialmente associadas com a Na',K'-ATPase, como
refere o trabalho de Mercer & Dunham (1981): “as enzimas glicoliticas ligadas a membrana
sintetizam ATP e o depositam em um compartimento associado & membrana, a partir do qual
o ATP ¢ usado pela Na',K'-ATPase”. Além disso, em cérebro de ratos adultos, os
transportadores de glicose GLUT 1 e GLUT 3, e as atividades das enzimas da via glicolitica e
do ciclo de Krebs, envolvidas no metabolismo das hexoses glicose, manose ¢ frutose, estao
totalmente desenvolvidas nesta idade (WEBER et al., 2001; BOOTH, PATEL & CLARK,
1980). A auséncia de frutoquinase no cérebro tem sido mostrada por Bergbauer et al (1996), o
que indica que o metabolismo cerebral da frutose acontece através da hexoquinase. Da mesma
forma em que ocorre o metabolismo da manose, que atravessa facilmente a barreira hemato-
encefalica, e ¢ transportada pelo GLUT-1 (55 Kda), sendo que a concentracdo de manose no
sangue ¢ de 1,0 mg/100 ml. Depois de captada pela célula, manose ¢ fosforilada por
hexoquinase. O préximo passo no metabolismo da manose ¢ a conversdo de manose-6-fosfato
a frutose-6-fosfato, um intermedidrio da glicolise. Para esta reagdo manose-6-fosfato
isomerase ¢ essencial (ZIGMOND et al., 1999). Weber et al. (2001) mostraram em estudo
ontogénico do metabolismo de hexoses (glicose, manose, galactose e frutose) em cortex
cerebral de ratos, que manose e glicose foram as hexoses mais oxidadas a CO,. No cérebro, a
principal fun¢do da enzima manose-6-fosfato isomerase pode nio ser a produ¢do de energia a
partir de manose, mas, preferencialmente, a produ¢ao de manose-6-fosfato a partir de glicose-
6-fosfato, a qual pode ser utilizada para sintese de glicoproteinas e glicolipidios. Esta enzima
pode também atuar transformando manose-6-fosfato a glicose-6-fosfato, reagdo essencial na
catabolizagcdo de manose, derivada da degradagdo de glicoproteinas e glicolipidios cerebrais
(DRINGEN et al., 1994).

Nossos resultados mostram que elevadas concentracdes de K™ extracelular
aumentaram a conversdo de glicose (Fig. 4.2.1) e lactato (Fig. 4.2.4) a lipidios somente em
ratos de 10 dias de idade. A conversdo de glicose a lipidios (Fig. 4.2.1) em ratos de 60 dias,

foi cerca de duas vezes menor em relacao a ratos de 10 dias de idade. Esta bem estabelecido
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que a sintese de lipidios € maior em ratos recém-nascidos em lactagdo, em relagdo a ratos
adultos. Segundo Girard et al. (1992), o contetido de 4cidos graxos do cérebro aumenta mais
de quatro vezes no periodo que compreende o quinto dia pos-natal e a idade adulta. A
capacidade para sintetizar lipidios a partir de glicose ¢ baixa e um tanto inalterada durante
todo o desenvolvimento pos-natal (YEH, STREULI & ZEE, 1977). Os corpos cetdnicos sao
utilizados mais prontamente para a sintese de lipidios cerebrais do que glicose e lactato,
especialmente em cérebro de ratos imaturos. Os corpos cetdonicos tém papel importante na
sintese dos principais lipidios cerebrais, dependente das necessidades do cérebro em
crescimento e da mielinizacdo (GIRARD et al., 1992).

A conversao de frutose (Fig. 4.2.2) a lipidios mostrou um resultado inverso a glicose e
lactato: a conversdo a lipidios em ratos de 60 dias foi cerca de duas vezes maior em relagdo a
ratos de 10 dias de idade. Além disso, o aumento na [K']. ndo teve efeito significativo sobre a
conversao de frutose a lipidios (Fig. 4.2.2) em ambas as idades. A conversao de manose a lipi-
dios (Fig. 4.2.3) em ratos adultos ndo variou com o aumento na [K'].. Observamos uma sinte-
se muito baixa de lipidios a partir de manose em cortex cerebral de ratos adultos. Talvez o que
explique este fato ¢ a idade dos animais, na qual a sintese de lipidios e mieliniza¢do ¢ minima.
Segundo Dringen et al. (1994), manose ¢ utilizada por astrocitos na sintese de glicogénio, ¢
lactato pode ser utilizado no metabolismo oxidativo de neuronios.

Os dados da literatura pertinente quanto ao efeito de elevadas [K']. sobre a captagdo
de 2-Deoxiglicose em culturas de astrécitos sdo conflitantes (SOKOLOFF et al., 1996; PENG,
JURLINK & HERTZ, 1996). Contudo, os dados sobre o estimulo da captacdo de 2-
Deoxiglicose ¢ a oxidacao de glicose em neurdnios nao o sao (SOKOLOFF et al., 1996;
PENG, ZHANG & HERTZ, 1994; PELLERIN & MAGISTRETTI, 1994). O aumento da
[K']. estimula estes pardmetros em neurdnios. So raros os trabalhos que estudaram o efeito
da [K']. sobre a utilizagdo de nutrientes energéticos em fatias de estruturas do SNC.
McDougal Jr., et al. (1997) estudaram a velocidade de captagao de 2-Deoxiglicose em fatias
de hipocampo de ratos adultos, incubadas em um meio contendo diferentes concentragdes de
glutamato (0, 5, 10, 15 ¢ 20 mM) e K" (0, 25, 50, 75, 100 mM), separadamente. Os autores
mostraram que em ambas incubagdes com glutamato (5 mM) e K' (25 mM), os niveis de
fosfocreatina e ATP diminuiram rapidamente, enquanto os niveis de lactato aumentaram.

Em nosso trabalho ndo conseguimos mostrar a participagio da Na",K'-ATPase no
aumento da oxidagdo de glicose a CO; (Fig. 4.4.1), e na captacdo de 2-Deoxiglicose (Fig.
4.3.1) em cortex cerebral de ratos adultos, sobre o efeito de elevada [K']., pois a ouabaina na

concentragcdo de 1 mM nao inibiu este processo. Também nao conseguimos mostrar a partici-
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pacdo do transportador de Na'/K'/2Cl neste processo, pois bumetanide, na concentragio de
10 uM, foi incapaz de modificar o aumento causado pela [K']c =50 mM na oxidagdo de
glicose a CO,.

Levando em consideragdo o trabalho de Erecinska et al. (1996), mostrando que mo-
nensina na concentragdo de 10 pM ocasionou uma estimulacio no metabolismo
sinaptossomal que foi limitado pela hexoquinase, devido a uma diminui¢do acentuada na
[ATP], realizamos uma curva de tempo para verificar o efeito da monensina sobre a
velocidade de captagdo de 2-Deoxiglicose, em fatias de cortex cerebral de ratos adultos
(Tabela 2). Verificamos que em uma hora de incubag¢do no meio contendo: 2.7 mM K" + D-
Glicose 2 mM + 0,1 pCi de 2-[U-"*C]-Deoxiglicose + Monensina 10 pM, ocorreu uma
inibicdo de 50% na velocidade de captacdo de 2-Deoxiglicose, em relagdo ao grupo controle.
Porém, utilizando as mesmas condi¢cdes e modificando o tempo de incubagdo para 10
minutos, a inibi¢do na velocidade de captacdo de 2-Deoxiglicose foi de 28% em relagdo ao
controle. J& na incubagdo realizada nas mesmas condig¢des, porém com tempo de incubacao de
5 minutos, ndo houve inibi¢do ou estimulo na velocidade de captagdo de 2-Deoxiglicose, em
relacdo ao controle. Quando o tempo de incubacdo foi reduzido para dois minutos, houve
estimulo de 60% na velocidade de captagao de 2-Deoxiglicose, em relagdo ao controle. Estes
resultados mostram claramente que a elevagdo da [Na']; aumenta o metabolismo energético
em fatias de cortex cerebral de ratos adultos, possivelmente devido ao aumento na [Na']; nos
neurdnios.

No momento ndao ha explicagdo pertinente para o mecanismo através do qual o
aumento da [K']. estimulou a oxidagdo de nutrientes energéticos por fatias de cortex cerebral
de ratos adultos. Tampouco, temos explicagdo para a diferenca do efeito da elevada [K']. na
oxidagdo das hexoses entre cortex cerebral de ratos adultos ¢ cortex cerebral de ratos de 10
dias de idade pods-natal, pois a mesma era baseada na incapacidade da Na',K'-ATPase
cerebral de ratos com idade inferior a 30 dias, de responder ao aumento da [K']..

Em fung¢do do exposto, pretendemos no futuro investigar a participacao dos canais de
Ca'"", o fator tempo de incubacio associado ao efeito de elevadas concentragdes de potassio

sobre o metabolismo de nutrientes energéticos no SNC.
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6 CONCLUSOES

A velocidade de oxidagdo a CO, de glicose, frutose e manose, manteve-se na faixa de
1000 pmoles/mg tecido.h, em cortex cerebral de ratos adultos. Provavelmente, isto se deve
ao fato de que estes nutrientes tém frutose-6-P como intermedidrio comum na rota
glicolitica, e a produc¢ao de ATP por enzimas desta rota estarem espacialmente associadas
com a Na',K" ATPase. Além disso, em cérebro de ratos adultos, os transportadores de
glicose GLUT 1 e GLUT 3, e as atividades das enzimas da via glicolitica e do ciclo de
Krebs, envolvidas no metabolismo das hexoses glicose, manose e frutose, estdo totalmente

desenvolvidas nesta idade.

No momento ndo ha explicacdo pertinente para o mecanismo através do qual o aumento
da [K']. estimulou a oxida¢do de nutrientes energéticos por fatias de cortex cerebral de
ratos adultos. Tampouco temos explicagdo para a diferenga do efeito da elevada [K']. na
oxidagdo das hexoses entre cortex cerebral de ratos adultos e cortex cerebral de ratos de
10 dias de idade pos-natal, pois a mesma era baseada na incapacidade da Na',K'-ATPase

cerebral de ratos com idade inferior a 30 dias, de responder ao aumento da [K'].

Lactato, quando incubado como unico substrato energético, foi em torno de 1,5 vez mais
oxidado a CO,, em cortex cerebral de ratos de 10 dias, em relacdo a glicose, manose e
frutose. Em cortex cerebral de ratos adultos, a oxidagdo de lactato foi cerca de 2,5 vezes

maior em relacdo as trés hexoses estudadas.

~ + ~ .
Elevadas concentragdes de K extracelular aumentaram a conversao de glicose e lactato a

lipidios somente em ratos de 10 dias de idade. A conversdo de glicose a lipidios em cortex
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cerebral de ratos de 60 dias, foi cerca de duas vezes menor em relacao a ratos de 10 dias
de idade. Provavelmente isto ndo ¢ devido ao aumento na [K']., mas sim ao fato de que a
sintese de lipidios ¢ maior em ratos recém-nascidos em lactacdo, em relacdo a ratos
adultos, visto que o conteudo de 4cidos graxos do cérebro aumenta mais de quatro vezes

no periodo que compreende o quinto dia pos-natal e a idade adulta.

~ . r . ~ . +
A conversdo de manose a lipidios em ratos adultos ndo variou com o aumento na [K']..
Observamos uma sintese muito baixa de lipidios a partir de manose, em cortex cerebral de
ratos adultos. Talvez o que explique este fato ¢ a idade dos animais, na qual a sintese de

lipidios e mieliniza¢do ¢ minima.

Nio houve participacio da Na", K -ATPase no aumento da oxidagdo de glicose a CO,, e
na captacdo de 2-Deoxiglicose em cortex cerebral de ratos adultos, sobre o efeito de

+ . , ~ ~ e eq e
elevada [K '], pois a ouabaina na concentracdo de 1 mM nao inibiu este processo.

Nio conseguimos mostrar a participagio do transportador de Na'/K'/2CI, pois
bumetanide, na concentracdo de 10 uM, foi incapaz de modificar o aumento causado pela

[K']e=50 mM na oxidagdo de glicose a CO,.

Verificamos estimulo da monensina sobre a velocidade de captagcdo de 2-Deoxiglicose em
dois minutos de incubagio, em um meio com 2.7 mM K", quando comparado a um meio
com 2.7 mM K’ sem adi¢do de monensina. Este resultado nos mostra claramente que a
elevacdo da [Na']; aumenta o metabolismo energético em fatias de cortex cerebral de ratos

. . + A .
adultos, possivelmente devido ao aumento na [Na ]; nos neuronios.

Em incubagdes com monensina + 2-Deoxiglicose, verificamos que diferentes tempos de

incubagao podem produzir diferentes resultados.
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