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INTRODUCAO E OBJETIVOS

Concentracoes aumentadas de acido 3-metilglutarico (MGA) sdao observadas em um grupo de doencas conhecidas como aciduria 3-metilglutaconica bem
como na aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica. Apesar dos pacientes acometidos por essas doencas apresentarem sintomas neurologicos, o0s mecanismos
envolvidos no dano cerebral sao pouco conhecidos. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos in vitro do MGA sobre a atividade da
enzima Na* K*-ATPase, uma enzima fundamental para o funcionamento do sistema nervoso central, em sinaptossomas isolados de cortex cerebral de ratos

jovens.

MATERIAIS E METODOS

Animais e reagentes: ratos Wistar machos de 30 dias de vida foram utilizados nos experimentos. Todos os reagentes foram obtidos da Sigma Chemical

Co. St. Louis, USA.

Preparo e incubacgdo dos sinaptossomas: Os animais foram sacrificados por decapitacao, o cérebro rapidamente removido, o cortex cerebral isolado e
homogeneizado para a preparacao dos sinaptossomas de acordo com Springer e colaboradores (Brain Res Protocol, 2, 1998). A integridade/viabilidade
sinaptossomal foi avaliada através da medida da liberacao da enzima lactato desidrogenase. As preparacoes sinaptossomais foram incubadas durante 1
hora a 37°C na presenca de concentracoes variadas de MGA (0,1-5mM). Os grupos controle ndo continham o metabdlito no meio de incubacado. Apds a
incubacao os sinaptossomas foram coletados e utilizados para as determinacoes bioquimicas.
Formacgdo de espécies reativas de oxigénio: A formacao de espécies reativas de oxigénio foi determinada de acordo com Silva-Adaya e colaboradores (J
Neurochem, 105(3), 2008) através da medida da oxidacao do diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF-DA).

Atividade da Na*,K*-ATPase: A atividade da Na* K*-ATPase foi determinada de acordo com Tsakiris e Deliconstantinos (Biochem J, 220, 1984), e a
dosagem de fosfato inorganico de acordo com o método de Chan e colaboradores (Anal Biochem, 157, 1986).

RESULTADOS

A figura 1 demonstra que o MGA nas concentracoes testadas (0,1-5,0mM) nao altera a liberacao da lactato desidrogenase, sugerindo que o metabdlito
nao modifica a integridade dos sinaptossomas. Entretanto, o MGA aumentou significativamente (30%) a oxidacao da 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF-DA), o
que demonstra uma inducao de producao de espécies reativas (Figura 2). O MGA também inibiu significativamente a atividade da Na*,K*-ATPase (30%,
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Figura 1: Efeito do acido 3-metilglutarico (MGA) sobre a liberacdo da
lactato desidrogenase em sinaptossomas de coOrtex cerebral de ratos
jovens. Para a liberacao total (100%), preparacOes sinaptossomais
foram incubadas na presenca de Triton X-100 0,1%. Os dados séo
expressos em média ¥ EPM em 6 experimentos independentes
realizados em triplicata e sao expressos em percentual do liberacao
total. Nao foram observadas diferencas entre os grupos (ANOVA de
uma via).
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Figura 4. Efeitos da creatina (Cre, 1ImM) e melatonina (Mel, 0,1mM) sobre a
inibicdo na atividade da Na*K*ATPase causada pelo MGA em sinaptossomas
de cortex cerebral de ratos jovens. Preparacdes sinaptossomais foram co-
incubadas em 37°C por 60 minutos na presenca ou na auséncia de Cre ou Mel

/ + + A

150 —
* %k
k%
2 125 -
=
®
o 100 - —F
2 Q@
o o
QB 75 -
& o
@ (&)
Q3 50 |
o N
18 _
& 25 -
£
@)
L 0 ,
Controle 0,1 1,0 5,0
MGA (mM)

Figura 2: Efeito do acido 3-metilglutarico (MGA) sobre a formacéao de
espécies reativas em sinaptossomas de coOrtex cerebral de ratos
jovens. Preparacdes sinaptossomais foram incubadas em 37°C por 60
minutos na presenca de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) diacetato na
auséncia (controle) ou presenca de diversas concentracoes de MGA. A
fluorescéncia basal do corante foi determinada na auséncia de
preparacdes sinaptossomais. Os dados sao expressos em percentual
do controle e sdo representados como media £ EPM (n= 7). *P<0,01
comparado com o grupo controle. (ANOVA seguida de teste de
Duncan).
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Figura 3. Efeito do acido 3-metilglutarico (MGA) sobre a atividade da
Na*,K*-ATPase em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos jovens.
Preparacdes sinaptossomais foram incubadas em 37°C por 60 minutos
na auséncia (controle) ou presenca do MGA. Os dados sé&o expressos
em percentual do controle e sao representados como media * EPM (n=
5-9). **P<0,01 comparado com o grupo controle. (ANOVA seguida de
teste de Duncan)

CONCLUSAO

Os dados apresentados no presente trabalho indicam que o MGA reduz a
atividade de uma importante enzima para a manutencao do potencial de
membrana e, ainda, induz o aumento da producao de espécies reativas. Além
disso, observamos que a co-incubacao de MGA com os antioxidantes creatina
e melatonina preveniu completamente o efeito inibitorio do metabadlito sobre
a atividade da Na*,K*-ATPase, sugerindo o envolvimento de espécies reativas
neste efeito inibitorio. Sendo assim, é presumivel que estes efeitos estejam

com 5mM de MGA. Os dados sao expressos em percentual do controle e sao

representados como media ¥ EPM (n= 5). *P<0,01 comparado com 0 grupo
controle, #P<0,01 comparado com o grupo MGA (ANOVA seguida de teste de

Duncan).

envolvidos na fisiopatologia do dano cerebral apresentado pelos pacientes
afetados por doencas em que ha o acumulo de MGA.
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