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RESUMO

O acido glutarico (AG) é o principal metabdlito acumulado nos tecidos e
fluidos corporais de pacientes afetados por acidemia glutarica tipo | (AG ), um erro
inato do metabolismo da via catabdlica dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e
triptofano causado pela deficiéncia severa da atividade da enzima glutaril-CoA
desidrogenase. Clinicamente, o0s pacientes apresentam macrocefalia ao
nascimento e uma hipomielinizagdo ou desmielinizagdo progressiva do cortex
cerebral. Crises de descompensagdao metabdlica com encefalopatia aguda
ocorrem nestes pacientes principalmente entre 3 e 36 meses de vida, levando a
uma marcada degeneragao estriatal, que € a principal manifestacdo neuroldgica
da doenga. Depois de sofrer essas crises, 0os pacientes apresentam distonia e
discinesia que progridem rapidamente e os incapacita para as atividades normais.
Apesar dos sintomas neurolégicos severos e achados neuropatolégicos com
atrofia cerebral, os mecanismos que levam ao dano cerebral na AG | sdo pouco
conhecidos.

O objetivo inicial do presente trabalho foi desenvolver um modelo animal
por indugdo quimica de AG | através da injecao subcutdanea do AG em ratos
Wistar de forma que os niveis cerebrais deste composto atinjam concentragdes
similares aos encontrados em pacientes (~0,5 mM) para estudos neuroquimicos e
comportamentais. Observamos que o AG atingiu concentragdes no cérebro
aproximadamente 10 vezes menores do que no plasma e 5 vezes menores do que
nos musculos cardiaco e esquelético. O proximo passo foi investigar o efeito

desse modelo sobre parametros do metabolismo energético no cérebro médio,



bem como nos tecidos periféricos (musculo cardiaco e musculo esquelético) de
ratos de 21 dias de vida. Verificamos que a producédo de CO; a partir de glicose
nao foi alterada no cérebro médio dos ratos, bem como a atividade da creatina
quinase no cérebro médio, musculo cardiaco e musculo esquelético. A atividade
do complexo I-lll da cadeia respiratéria estava inibida em cérebro médio de ratos
(25%), enquanto no musculo esquelético estavam inibidas as atividades dos
complexos I-Ill (25%) e lI-lll (15%) e no musculo cardiaco ndo foi encontrada
nenhuma inibigdo dos complexos da cadeia respiratoria. Em seguida, testamos o
efeito in vitro do AG sobre os mesmos parametros do metabolismo energético e
observamos uma inibicdo das atividades do complexo I-lll (20%) e da sucinato
desidrogenase (30%) no cérebro médio na concentracdo de 5 mM do acido. A
producédo de CO,, a partir de glicose e acetato, e a atividade da creatina quinase
nao foram alteradas pelo AG no cérebro médio dos animais. Assim, concluimos
que o AG interfere no metabolismo energético celular, o que poderia explicar, ao

menos em parte, a fisiopatogenia da AG I.



ABSTRACT

Glutaric acid (GA) is the main tissue and body fluid accumulating metabolite
in patients affected by glutaric acidaemia type | (GA 1), an inborn error of lysine,
hydroxylysine and tryptophan metabolism caused by the severe deficiency of the
enzyme glutaril-CoA dehydrogenase. Clinically, affected patients present
macrocephaly and progressive hipomyelinyzation or demyelinyzation of cerebral
cortex. Metabolic descompensation crises occur usually between 3 and 36 months
of life, leading to marked striatal degeneration. After crises, patients present
dystony and discinesy that progress quickly to a movement disorder. Despite the
severe neurological symptoms and neuropathological features, the mechanisms
leading to cerebral damage are poorly known.

The initial aim of the present work was to develop a chemically animal
model of GA | for investigating neurochemical and behavioral parameters through
the subcutaneous injection of GA in order to reach GA cerebral levels similar to
those found in affected patients (~0.5 mM). We observed that GA reached brain
levels of about 10-fold lower than in plasma and 5-fold lower than in skeletal and
cardiac muscles. The next step was to evaluate the effect of this model on energy
metabolism parameters in midbrain, as well as in peripheral tissues (skeletal and
cardiac muscles) in 21 old-day rats. We verified that CO, production from glucose
was not altered in midbrain of rats, as well as creatine kinase activity in midbrain,
skeletal and cardiac muscles. On the other hand, the complex I-1ll activity (25%) of
the respiratory chain was inhibited in midbrain of rats, while in skeletal muscle the

complex I-1ll (25%) and IlI-11l (15%) activities were reduced and no alterations were



found in cardiac muscle. Finally, we tested the in vitro effect of GA on the same
parameters and observed an inhibition of complex I-lll (20%) and succinate
dehydrogenase (30%) activities in midbrain at 5 mM GA concentration. It was
observed that CO, production from glucose and acetate and creatine kinase
activity were not modified by GA in rat midbrain. Therefore, we conclude from our
results that GA interferes with cellular energy metabolism which could explain, at
least in part, the pathophysiology of the neurological alterations found in GA |

patients.
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1 INTRODUCAO

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

O termo erro inato do metabolismo (EIM) foi usado pela primeira vez por
Garrod (1908) em seus estudos realizados em pacientes com alcaptonduria,
doenga em que os afetados excretam grandes quantidades de acido
homogentisico na urina. Garrod observou que, freqientemente, um ou mais
individuos da mesma familia eram afetados sem que seus pais apresentassem a
doenca. Baseado também na observacado da maior incidéncia de consanguinidade
entre os pais dos pacientes e nas leis de Mendel, Garrod propés um modelo de
heranca autossémica recessiva para este disturbio. Através da determinacéo do
acido homogentisico na urina de pacientes com alcaptonuria e da observagéo de
que esta substancia era um metabdlito normal da degradagdo da tirosina, ele
relacionou este acumulo a um bloqueio na conversao do acido homogentisico até
fumarato e acetoacetato. Verificou-se mais tarde que tais alteragdes resultavam da
sintese qualitativa ou quantitativamente anormal de uma proteina enzimatica.
Atualmente, mais de 450 erros inatos do metabolismo foram descritos, a maioria
deles envolvendo processos de sintese, degradacgao, transporte e armazenamento
de moléculas no organismo (Scriver et al., 2001).

Pacientes portadores de algum tipo de EIM apresentam sintomatologia muito
variada e inespecifica, mesmo entre aqueles que possuem o mesmo disturbio.
Essa variagdo fenotipica deve-se a diferentes graus de deficiéncia enzimatica,

areas do metabolismo envolvidas e tecidos afetados, podendo variar de episddios
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de vOmitos e diarréia até acometimento do SNC, com retardo neuropsicomotor e
neurodegeneragao progressiva (Burton, 1987).

Sinclair (1982), classificou os EIM em quatro grupos, dependendo da fungao
exercida pela enzima deficiente e do tecido envolvido, bem como dos aspectos

clinicos, bioquimicos, patoldgicos e terapéuticos:

1) Desordens de transporte: afetam basicamente o transporte renal e/ou
intestinal de moléculas organicas ou inorganicas. Exemplos: deficiéncias de

dissacaridases, defeito no transporte de magnésio e Doenga de Hartnup.

2) Desordens de armazenamento, degradagdo e secrecdo: envolvem
proteinas de organelas celulares como o aparelho de Golgi ou os lisossomas.
Ocorre o acumulo de macromoléculas em tecidos especificos. Exemplos: doencgas

lisossObmicas de depdsito, glicogenoses e cistinose.

3) Desordens de sintese: deficiéncia na sintese de proteinas ou outras
substancias com fungdes importantes tais como hormoénios, proteinas plasmaticas
e de defesa imunoldgica. Exemplos: hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia

da enzima 21-hidroxilase da rota da sintese do cortisol.

4) Desordens do metabolismo intermediério: caracterizam-se por deficiéncias
enzimaticas das rotas do metabolismo intermediario de moléculas pequenas,
comprometendo importantes rotas, como o ciclo do 4cido tricarboxilico, o ciclo da

uréia, ou outras rotas. Assim, o substrato da enzima deficiente se acumula e, a
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menos que haja uma rota alternativa para metaboliza-lo, o produto final da reagao
nao sera formado. Os mecanismos de injuria podem ocorrer pela agdo do
substrato acumulado que pode ser toxico, levando a alteragdes bioquimicas e
danos em determinados tecidos por ser liberado na circulagéo e transportado para
todo o organismo, por seus metabdlitos ou pela falta de substancias essenciais ao
desenvolvimento do organismo, causada pelo bloqueio metabdlico. Considerados
os mais frequentes EIM, essas desordens tém como exemplo as acidurias
organicas, as aminoacidopatias, as desordens do metabolismo das purinas e

pentoses, e outros.

1.1.1 ACIDEMIAS ORGANICAS

As acidemias ou acidurias organicas sao erros inatos do metabolismo nos
quais um ou mais acidos organicos acumulam-se nos tecidos dos pacientes
afetados devido a deficiéncia da atividade de uma enzima do metabolismo de
aminoacidos, lipideos ou carboidratos (Chalmers & Lawson, 1982). Varios acidos
organicos estao presentes no sangue e na urina de individuos normais, porém em
concentragdes reduzidas. Nos pacientes com estes disturbios, estes acidos
encontram-se em altas concentragdes no sangue e, principalmente, na urina.

Devido ao desconhecimento da classe médica, pela falta de laboratérios
especializados e pela dificuldade de diagndstico, a frequéncia destas doencgas na
populagdo em geral é pouco conhecida. Na Holanda, pais considerado referéncia

para o diagnodstico de erros inatos do metabolismo, a incidéncia destas doengas €
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estimada em 1: 2.200 habitantes, enquanto que na Alemanha, Israel e Inglaterra é
de aproximadamente 1:6.000 — 1:9.000 recém-nascidos (Hoffmann et al., 2004).
Na Arabia Saudita, onde a taxa de consanguidade € elevada, a frequéncia é de 1:
740 nascidos vivos (Rashed et al., 1994).

No inicio da década de 80, foi demonstrado que estes disturbios eram os
erros inatos do metabolismo mais frequentes em criangas severamente enfermas
(Chalmers et al., 1980), o que motivou maiores estudos clinico-laboratoriais e
epidemiolégicos nos anos que se seguiram.

Clinicamente os pacientes afetados apresentam, como sintomatologia mais
comum, disfungé&o neuroldgica em suas diversas formas de expressao: regressao
neuroldgica, convulsbes, coma, ataxia, hipotonia, hipertonia, irritabilidade,
tremores, movimentos coreatetéticos, tetraparesia espastica, atraso no
desenvolvimento psicomotor e outros. As mais frequentes manifestagdes
laboratoriais s&o cetose, cetonuria, neutropenia, trombocitopenia, acidose
metabdlica, baixos niveis de bicarbonato, hiperglicinemia, hiperglicinuria,
hiperamonemia, hipo/hiperglicemia, acidemia latica, aumento dos niveis séricos de
acidos graxos livres, bem como cheiro peculiar na urina e/ou suor e outros (Scriver
et al., 2001). Com a utilizagdo da tomografia computadorizada e ressonancia
magneética nuclear, foram verificadas frequentemente alteragdes de substancia
branca (hipomielizagdo e/ou desmielizagdo), atrofia cerebral generalizada ou de
ganglios da base (necrose ou calcificagao), megaencefalia, atrofia frontotemporal
e atrofia cerebelar em pacientes afetados por estas doengas (Mayatepek et al.,

1996).
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1.1.1.1 ACIDEMIA GLUTARICA TIPO |

A acidemia glutarica tipo | (AG |) (MIM 231670) é um erro inato do
metabolismo, que foi descrito inicialmente por Goodman e colaboradores (1975)
quando observaram que dois irmaos apresentavam alteracbes severas dos
movimentos e acidose metabdlica intermitente. Caracterizada bioquimicamente
pela deficiéncia severa da atividade da enzima glutaril-CoA desidrogenase
(GCDH) (EC 1.3.99.7) da via catabdlica dos aminoacidos L-lisina, hidroxi- L-lisina
e L-triptofano (Christensen & Brandt, 1978), apresenta-se como uma acidemia
organica cerebral, pois os sintomas sdo quase exclusivamente neurologicos
(Hoffman et al., 1993a, 1994) . A GCDH é uma flavoproteina mitocondrial de 43.3
KDa constituida como um homotetrémero com cada uma das subunidades
contendo uma molécula de flavina adenina dinucleotideo (FAD) ligada néo-
covalentemente (Goodman et al.,1995). A reacdo catalisada por esta enzima
ocorre em duas fases consecutivas: na primeira, a enzima atua como uma
desidrogenase formando o composto intermediario glutaconil-CoA e, na
sequéncia, como uma descarboxilase, onde os produtos da reagao desta enzima
sdo crotonil-CoA e CO,;. O composto intermediario glutaconil-CoA, pode ser
clivado e excretado como acido glutacénico ou hidratado para 3-hidroxiglutaril-CoA
(Figura 1.1). Esta ultima reagcédo é catalisada pela enzima 3-metilglutaconil-CoA

hidratase mitocondrial (Hoffmann & Zschocke, 1999).
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GCDH é responsavel por dois passos desta via: a desidrogenacgao de glutaril-CoA

a glutaconil-CoA e a descarboxilagdo de glutaconil-CoA a crotonil-CoA.
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Em individuos com AG |, tanto a desidrogenacédo de glutaril-CoA como a
descarboxilagdo de glutaconil-CoA para crotonil-CoA estdo bloqueadas
(Christensen, 1993; Liesert et al., 1999). Este bloqueio causa um acumulo de
acido glutarico (AG) e acido 3-hidroxiglutarico (3-OHAG) e, algumas vezes, de
acido glutacénico nos tecidos e fluidos corporais (plasma, urina e liquor) dos
pacientes afetados (Goodman et al., 1977; Baric et al., 1998), assim como glutaril-
CoA e os conjugados de carnitina principalmente no plasma e liquor. As
concentragdes seéricas destes acidos organicos usualmente encontradas na
doenga ficam entre 5 e 400 uM (Hoffmann et al., 1991, 1996; Merinero et al., 1995)
mas podem alcancgar valores consideravelmente maiores no cérebro (até 8 mM)
durante as crises encefalopaticas (Kolker et al., 2004).

A AG | é uma das mais frequentes desordens do metabolismo dos acidos
organicos (Kolker et al, 2000b), tendo sua prevaléncia estimada em 1:30.000
recém-nascidos (Scriver et al.,, 2001) e podendo estar bastante aumentada
(1:3.000) em comunidades geneticamente homogéneas como ocorre na
Pensilvania (Biery et al., 1996) ou nos indios de Salteaux/Ojibway no Canada

(Haworth et al., 1991; Greenberg et al., 1995).

1.1.1.1.1 Achados clinicos

O quadro clinico dos pacientes com AG | é heterogéneo e o curso da
doenga parece ser seguido por diferentes padroées em diferentes idades. Durante
os primeiros meses de vida, os sintomas geralmente s&o leves. Alguns pacientes

desenvolvem-se normalmente, enquanto outros podem apresentar hipotonia e
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atraso progressivo no desenvolvimento. Antes das crises encefalopaticas, o mais
importante achado clinico dos pacientes € a macrocefalia progressiva (Hoffmann
et al., 1995). Entre os 3 e 36 meses de vida, uma encefalopatia aguda, que pode
ser desencadeada por imunizagdes de rotina, doengas intercorrentes ou cirurgias,
acaba levando a uma marcada degeneragao estriatal. As crises encefalopaticas
nestes pacientes usualmente duram poucos dias, mas cada episédio determina
morte neuronal intensa com perda posterior de habilidades motoras previamente
adquiridas, causando o aparecimento de muitos sintomas neuroldgicos (como
movimentos distdnicos e discinéticos), além de manifestagcbes de hipotonia,
opistétono, perda do controle do tronco e da cabeca, além de convulsdes e coma.
O mais comum, no entanto, € que a maioria dos pacientes sofra apenas um unico

episodio encefalopatico (Superti-Furga & Hoffmann, 1997).

1.1.1.1.2 Achados neurologicos

A acidemia glutarica tipo | pode ser vista como uma sindrome de
malformacao cerebral tanto quanto uma desordem metabdlica. O prejuizo no
desenvolvimento do SNC ja se inicia no utero e pode, em alguns pacientes,
resultar em malformagdes ao nascimento. Apos a trigésima semana de gestacao,
a maior parte das criancas afetadas mostra desenvolvimento de hidrocefalia e sao
freqlientemente macrocefalicas ao nascimento. O desenvolvimento dos lobos
frontal e particularmente dos lobos temporais € atrofiado (operculizagao reduzida

ou atrofia frontotemporal) (Hoffmann & Zschocke, 1999). Apesar do termo atrofia
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frontotemporal ser rotineiramente empregado, ainda € desconhecido se os
pequenos lobos temporais sédo atréficos ou hipoplasticos.

Achados neuroradiolégicos mostram também um alargamento dos espagos
subaracnéideos da regido frontotemporal e uma difusa atenuagdo da substancia
branca periventricular (Drigo et al., 1996; Pineda et al., 1998). A significancia
clinica do alargamento dos espagos com fluido subdural em criangas com AG | é
que estes espacgos sao atravessados por uma sutil rede de veias, o0 que as tornam
mais propensas a sofrerem hemorragias agudas subdurais, incluindo hemorragias
apos traumas de pequena intensidade na cabega (Hoffmann & Zschocke, 1999).

Exames de tomografia computadorizada (TC) s&o usualmente anormais,
mostrando dilatacdo dos ventriculos laterais e aumento do sulco cortical
frequentemente observados nos primeiros dias do inicio dos sintomas
neurolégicos (Dunger & Snodgrass, 1984; Stutchfield et al., 1985).

Os nucleos da base, além dos lobos temporais e frontal, sdo as estruturas
mais afetadas e que, quando atingidas, causam permanente alteragdes motoras
nos pacientes, como distonia e discinesia (Kolker et al., 2000b). Esses pacientes
apresentam perda neuronal severa, fibrose dos nucleos do caudado e putdmen e
degeneragéao do globo palido.

Sucedendo o dano nos ganglios da base, os pacientes seguem um curso
pseudo-estacionario da doenca. Através dos anos que seguem, eles
frequentemente sofrem lento envolvimento progressivo da substéncia branca
(hipomielinizagao ou desmielinizagao) e de estruturas cerebrais, com regressao na
frequéncia de episddios encefalopaticos adicionais, principalmente associados

com eventos catabdlicos. O intelecto é inicialmente poupado, mas pode tornar-se
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progressivamente diminuido. Sinais do trato piramidal e espasticidade também
podem ocorrer. Dificuldades na deambulacdo e disturbios do controle da
temperatura corporal sdo as principais sequelas, podendo os pacientes sucumbir
para crises com hiperpiréxia (Hoffmann & Zschocke, 1999).

As concentragdes do acido y-aminobutirico (GABA) apresentam-se
extremamente baixas no caudado (0,60 pmol/g de peso seco, normal=3,03
pumol/g) e também no putdmen (0,87 umol/g de peso seco, normal = 5,69 umol/g),
e a atividade da enzima responsavel pela biossintese de GABA (glutamato

descarboxilase) encontra-se diminuida nestes tecidos (Leibel et al., 1980).

1.1.1.1.3 Aspectos Moleculares

O gene da GCDH esta localizado no cromossomo 19p13.2, contém 11
éxons e mede 7kb. Ele codifica uma proteina de 438 aminoacidos que inclui uma
sequéncia alvo N-terminal de 44 aminoacidos, que é clivada depois de importada
para a matriz mitocondrial. A proteina madura de 43.3 kD forma um
homotetramero, com cada subunidade contendo uma simples molécula de flavina
adenina dinucleotideo (Goodman et al., 1995). Enzima chave da rota catabdlica
dos aminoacidos triptofano, lisina e hidroxilisina, a GCDH catalisa a
descarboxilagdo oxidativa de glutaril-CoA a crotonil-CoA e CO,. A maioria das
mutagdes causadoras da doenga conhecidas (aproximadamente 100) sao
mudancgas simples de bases que, freqlientemente, estdo localizadas no sitio
hipermutavel CpG do gene GCDH. A deficiéncia de GCDH é bastante

heterogénea, e a maior parte dos pacientes € heterozigoto para duas diferentes
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mutagdes. A mais frequente das mutagbes em caucasianos € a R402W, que
acomete entre 10 e 20% dos alelos (Goodman et al., 1998; Busquets et al., 2000;

Zschocke et al., 2000).

1.1.1.14 Diagndstico

O diagnastico precoce de AG I, assim como de outras acidemias organicas,
€ extremamente importante pois a possibilidade de um tratamento eficaz, que
possa retardar ou até mesmo evitar manifestagdes neuroldgicas irreversiveis, esta
intimamente ligada a rapidez do diagndstico. Tal procedimento pode permitir que o
afetado pela doenga permanega com um quadro clinico estavel e, algumas vezes,
com condi¢des normais de vida.

Na maioria dos casos, o diagndstico de AG | é obtido através do aumento
da excregao urinaria dos acidos glutarico (AG) e 3-hidroxiglutarico (3-OHGA), e
algumas vezes, do acido glutacdnico pelos pacientes. A identificagdo destes
compostos é feita por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(Hoffmann et al., 1993, Hoffmann, 1994) e a presenca do acido 3-hidroxiglutarico é
fundamental para diferenciar a acidemia AG | da acidemia glutarica tipo Il e de
outras acidemias (Bennett et al, 1991). Este diagnostico discriminativo pode ser
aprimorado pela quantificagao do 3-hidroxiglutarico por um ensaio de diluigdo do
isétopo estavel na urina (Hoffmann & Zschocke, 1999). Em alguns casos, a
confirmagao do diagndstico é feita através da medida da atividade enzimatica em

fibroblastos de pacientes.
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Outro importante método complementar de diagndstico € a analise do perfil
de acilcarnitinas, onde podem ser observadas elevagdes de glutarilcarnitina, além
de uma diminuicdo dos niveis de carnitina livre, através de espectrometria de
massas em tandem MS/MS nos liquidos biologicos (Ziadeh et al., 1995). Esta
tecnologia aplicada a sangue em papel filtro tem sido recentemente implementada
em programas de triagem neonatal. Todavia, convém enfatizar que a precisdo do
diagnéstico especifico para a detecgcdo de AG | por analises de acilcarnitinas em
pacientes com achados bioquimicos atipicos € inferior a analise quantitativa do
acido 3-OH-glutarico na urina (Hoffmann & Zschocke,1999). Outro método que
pode auxiliar no diagnostico é a analise mutacional, porém, devido ao grande
numero de mutagdes conhecidas, este método tem um melhor aproveitamento em
comunidades fechadas, onde as mutagdes se repetem em uma maior proporgao.

Em alguns casos, pacientes com AG | podem apresentar excregao pouco
elevada ou intermitente, ou até mesmo excregdo normal do acido glutarico
(Bergman et al., 1989; Campistol et al., 1992; Merinero et al., 1995; Hoffmann ,
1996). Pacientes com niveis normais de acido glutarico tendem também a ter
niveis normais de glutarilcarnitina (Baric et al.,1998) e, nestes casos, a atividade
da enzima GCDH em fibroblastos (ou leucécitos) serve como parametro de
diagnostico e deve ser medida sempre que a condigéo for fortemente suspeita por
achados clinicos e/ou neuro-radiolégicos (Scriver et al., 2001). A medida da
atividade da enzima glutaril-CoA desidrogenase pode ser feita pela
descarboxilagdo de (1,5-'*C) glutaril-CoA (Goodman et al., 1975) ou pela liberagéo

de tricio de (2,3,4-H) glutaril-CoA em fibroblastos (Hyman & Tanaka, 1984).
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Nao ha, até o momento, nenhuma correlagdo adequada entre gendtipo e
fendtipo clinico, de forma que a determinagdo da mutacgao alterada nao orienta o
prognoéstico dos pacientes afetados (Goodmann et al., 1998; Hoffmann &
Zschocke, 1999) e a severidade dos sintomas nem sempre esta correlacionada
com a atividade residual da enzima. Por outro lado, ha um relato de correlagao
entre gendtipo e fendtipo bioquimico em que mutagdes especificas com
significante atividade residual da enzima podem estar associadas com baixa
excregdo de metabdlitos em pacientes heterozigotos que expressam uma severa
mutacdo em um dos alelos (Christensen et al., 2004).

Em resumo, apesar da analise de acidos organicos na urina ser
fundamental para o diagnostico de AG |, a analise enzimatica de glutaril-CoA
desidrogenase e a analise de mutagbes sdo meétodos complementares para

estabelecer o diagnostico de AG | (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Sensibilidade de marcadores diagndsticos em acidemia glutarica tipo |

Tipo de ensaio % de sensibilidade

Ensaio de glutaril-CoA desidrogenase > 99%
Analises de mutacéao >99%
Quantificacao do acido 3-OH glutarico >98%
Analise de acilcarnitina >97%

Quantificagao do acido glutarico > 95%

* Fonte: Hoffmann & Zschocke, 1999.
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1.1.1.1.5 Tratamento

O tratamento dos pacientes com AG | baseia-se na restricdo de lisina,
hidroxilisina e triptofano da dieta e administracao de L-carnitina e riboflavina. Além
disso, o tratamento nas crises agudas, apos as infecgdes, consiste na
administracdo de liquidos para evitar desidratacdo, ingesta hipercalorica para
controlar o catabolismo e outras medidas gerais. A administracdo de insulina,
glicose e bicarbonato também pode prevenir ou diminuir o dano estriatal durante
estes episddios, por inibir o catabolismo e a acidose severa.

Devido a inibicdo da glutamato descarboxilase neuronal e as baixas
concentragdes de GABA nos ganglios da base dos pacientes (Leibel et al., 1980),
apregoa-se o tratamento com agentes farmacolégicos como o baclofen, o acido
valpréico e a vigabatrina que elevam as concentracbes de GABA. No entanto, os
efeitos deste tratamento medicamentoso sdo muito heterogéneos. Enquanto
alguns pacientes ndao respondem ao tratamento com baclofen (Bennett et al.,
1986), outros apresentam uma melhora (Brandt et al., 1979). O baclofen
inicialmente era considerado um ativador de receptores GABAérgicos, mas outros
estudos demonstraram que ocorre a ativagao de neurdnios que normalmente sao
inibidos pelo neurotransmissor GABA (Fukuda et al., 1977).

O tratamento com o acido valproico tem sido aplicado com sucesso em
alguns pacientes, pois este composto leva a um aumento seletivo de GABA nas
sinapses (através da inibicdo da GABA transaminase ou da semialdeido succinil
desidrogenase, enzimas que metabolizam o GABA, ou ainda pela inibicdo da

captagcdo de GABA pelas células gliais e terminais nervosos) (Stutchfield et al.,
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1985). Enfatiza-se no entanto que, se o dano estriatal se estabelecer apés uma ou
mais crises encefalopaticas, o tratamento posterior podera ser insatisfatorio,
realcando entido a importancia de prevenir a instalacdo das crises encefalopaticas.

Recentemente, foi proposto um tratamento com drogas anticolinérgicas,
como triexifenidil, e com toxina botulinica para minimizar a discinesia e distonia
encontradas em pacientes apds as crises encefalopaticas. Os resultados foram
aparentemente satisfatérios, porém mais estudos serao necessarios para avaliar a
exata contribuicdo deste tratamento, como medida terapéutica auxiliar em

pacientes afetados pela AG | (Burlina et al., 2004).

1.1.1.1.6 Fisiopatogenia

A GCDH é uma enzima que atua em duas etapas consecutivas no
catabolismo dos aminoacidos lisina, hidroxilisina e triptofano, sendo responsavel
tanto pela desidrogenacdo de glutaril-CoA a glutaconil-CoA, quanto pela
descarboxilagédo de glutaconil-CoA a crotonil-CoA. A hidrélise destes compostos
(glutaril-CoA e glutaconi-CoA) levara a formacao dos acidos glutarico, que ainda
pode ser conjugado a L-carnitina formando glutarilcarnitina, e glutacdnico,
importantes metabdlitos acumulados na deficiéncia desta enzima (Hoffmann et al.,
1991). Além destes, outro importante metabdlito que tem sido apontado como
sendo neurotoxico nesta doenga € o acido 3-hidroxiglutarico, cuja origem
intracelular ainda é desconhecida. Apesar de varias rotas metabdlicas terem sido
apontadas para a formagao deste composto, € consenso que este processo deva

envolver trés etapas: (1) a formagdo de glutaconil-CoA (por desidrogenases
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mitocondriais, glutaril-CoA oxidase peroxissomal ou pela GCDH em pacientes com
mutacdes cuja atividade como desidrogenase desta enzima esteja menos afetada
que sua atividade como descarboxilase); (2) formagdo de 3-hidroxiglutaril-CoA
(por uma hidratagcdo inespecifica do acido glutacénico pela enzima 3-
metilglutaconil-CoA hidratase) e (3) formacédo do acido 3-hidroxiglutarico (pela
hidrélise de 3-hidroxiglutaril-CoA) (Liesert et al., 1999).

A GCDH possui uma alta atividade no figado e rim, e uma baixa atividade
no musculo esquelético, musculo cardiaco e tecido cerebral de ratos e
camundongos (McMillan et al., 1988; Woontner et al.,, 2000). Considerando
somente as diferentes regides cerebrais em animais normais, sua atividade é
menor no cortex e no estriado, indicando que o dano neuronal caracteristico de
pacientes afetados pela AG | e a atividade da GCDH regido-especifica estao
inversamente correlacionados (Woontner et al., 2000).

Em pacientes afetados por AG |, a atividade da GCDH varia de 0 a 10% da
atividade normal em fibroblastos cultivados, aminidcitos, leucdcitos periféricos,
figado, rins e cérebro. O grau de deficiéncia na atividade da enzima nem sempre
esta correlacionado com a severidade dos sintomas, possivelmente porque, na
patogenia desta doenca, o numero e a severidade das manifestacdes
intercorrentes (crises encefalopaticas), bem como a quantidade de proteinas na
dieta, possuem fundamental papel. Ainda hoje, os mecanismos da disfungao
estriatal e degeneragdo neuronal, principalmente dos ganglios da base,
permanecem desconhecidos.

Muitos trabalhos tém demonstrado os efeitos neurotdxicos dos acidos

glutarico e 3-hidroxiglutarico. Inicialmente, foi demonstrado que o acido glutarico &

36



toxico em cultura de células estriatais (Whetsell, 1984), porém imagina-se que o
acido 3-OHAG seja a principal neurotoxina acumulada na AG | (Kolker et al.,
2000a), atuando como excitotoxina principalmente por interagdo com receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA. Esta interagdo seria especificamente sobre as
subunidades NR1/NR2B destes receptores e a extensdo da neurotoxicidade seria
dependente da expressao destas subunidades durante a maturacdo neuronal ao
longo do desenvolvimento. Posteriormente, foi demonstrado que o 3-OHAG
atuaria como um agonista de receptores NMDA, porém com um efeito
estimulatério menor, quando comparado a glutamato (Rosa et al., 2004). Tais
estudos reforcam a hipétese de que o dano neuronal observado na AG | pode
ocorrer por uma alta expressao dos receptores NR1/NR2B no cérebro anterior
(cortex e estriado) durante um periodo vulneravel do desenvolvimento cerebral
(Standaert et al., 1994; Kosinski et al., 1998). Acredita-se que concentragdes muito
altas de 3-OH-AG e AG sejam necessarias para a indugdao de crises
encefalopaticas agudas na AG | durante esse periodo. Por outro lado,
concentragdes altas mas subtoxicas de 3-OH-AG ou AG nao causariam uma
doenga excitotéxica mas um down-regulation dos receptores NR1/2B in vitro,
induzindo um atraso na maturagdo neuronal (Resink et al.,1996; Herkert et
al.,1998).

Véarios fatores exdgenos e endbégenos podem precipitar crises
encefalopaticas agudas nos pacientes afetados por AG I. No entanto, apos 5-6
anos de vida, nenhuma crise encefalopatica aguda ocorre no cérebro maduro que
€ composto predominantemente pelos receptores do subtipo NR2A (Kolker et al.,

2000a). Por outro lado, foi demonstrado que 0s processos axonais sao
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enriquecidos de subunidades NR2B em cérebro de ratos neonatais (Herkert et al,
1998), fortalecendo esta teoria.

Outros mecanismos excitotoxicos podem provavelmente levar a
degeneracdo neuronal na AG | como a inibicdo competitiva da glutamato
descarboxilase (GAD), enzima responsavel pela biossintese do acido o-
aminobutirico (GABA), causada por AG, 3-OHAG e acido glutacénico (Stokke et
al., 1976), com a resultante diminuicdo na formacao intracelular de GABA (Leibel
et al., 1980).

Por outro lado, também tem sido atribuido ao AG um papel na
excitotoxicidade ao SNC. Foi visto que este acido provocou dano celular a culturas
organotipicas cortico-estriatais (Whetsell & Schwarcz, 1983), inibicao da captagao
de glutamato por sinaptossomas de ratos e da ligacdo de glutamato a seus
transportadores em cértex cerebral de ratos, sugerindo que o acido se ligaria aos
sitios transportadores de glutamato (Porciuncula et al., 2000). Foi também
verificado que o AG em baixas concentragdes estimula receptores de glutamato
metabotropicos e ionotrépicos do tipo AMPA, ndo alterando a ligagao a receptores
do tipo NMDA e kainato (Porciuncula et al., 2004). Este resultado explicaria o fato
que convulsdes tdnico-clénicas provocadas por inje¢des intraestriatais deste acido
foram prevenidas por DNQX, um antagonista de receptores AMPA, mas nao por
MK-801, um antagonista de receptores NMDA (Lima et al., 1998). Por ultimo, foi
demonstrado que AG inibe a captacdo de glutamato em vesiculas sinapticas de
cértex cerebral, indicando que poderia estar havendo um prejuizo no turnover de

glutamato da fenda sinaptica e no ciclo glutamato-glutamina entre astrécitos e
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neurdnios. Essas alteragbes podem resultar em um aumento nos niveis de
glutamato na fenda sinaptica e diminuigdo dos niveis de GABA, possivelmente
levando a excitotoxicidade. Neste sentido, convém enfatizar que concentracdes
reduzidas de GABA foram detectadas nos ganglios da base de pacientes afetados
por AG | (Leibel et al., 1980).

No entanto, recentemente dois grupos de pesquisa independentes
demonstraram que o 3-OHAG n&o se mostrou excitotoxico em cultura primaria de
neurénios de cérebro de ratos neonatos e de neurdnios neocorticais (Bjugstad et
al., 2001; Lund et al., 2004). Estes grupos preconizam que o 3-OHGA deva ser
neurotoxico através de outros mecanismos que nao a excitotoxicidade. Portanto,
em busca de mecanismos acessorios que pudessem explicar, ao menos em parte,
as caracteristicas alteragdes neuroldgicas em pacientes afetados por AG |, foi
investigado o papel do estresse oxidativo na fisiopatologia desta doenga. Foi
demonstrado que o tratamento in vitro com 3-OHAG em cultura neuronal de pinto
induz a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), a qual foi prevenida
pela co-incubagdo com MK-801, um antagonista de receptores NMDA, ou pelos
sequestradores de radicais livres (antioxidantes) o-tocoferol ou melatonina.
Também foi demonstrada uma maior producdo de Oxido nitrico, porém o
tratamento com L-NAME, que é um inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS), ndo
evitou a morte neuronal, indicando que outros mecanismos além do oxido nitrico
sao responsaveis pela mesma (Kolker et al., 2001a). Por outro lado, foi observado
um aumento na expressao da enzima oOxido nitrico sintase em culturas de

hipocampo de ratos quando as células foram tratadas com 3-OHAG juntamente
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com interleucina-1p e interferon-3 por 24 hs, mas este efeito ndo foi observado
quando as citocinas inflamatérias foram incubadas separadamente. Estes
resultados indicam uma potencializagdo da neurotoxicidade do 3-OHAG pela
inducdo da NOS e uma participagado do sistema neuro-imunoldgico inflamatorio
nas crises encefalopaticas agudas caracteristicas desta doenca (Kdlker et al.,
2001b). Foi também demonstrado que o 3-OHAG e o AG diminuem as defesas
antioxidantes, induzem peroxidacado lipidica e formacdo de espécies reativas,
particularmente de oOxido nitrico, em cortex cerebral e estriado de ratos jovens
(Latini et al., 2002, 2005; de Oliveira Marques et al., 2003). Em conjunto, estas
evidéncias sugerem fortemente que um desequilibrio entre os sistemas pré e
antioxidantes deve estar envolvidos na fisiopatogenia da AG |.

Os efeitos dos metabdlitos acumulados na AG | sobre o metabolismo
energético, principalmente o AG e 3-OHAG, também tém sido alvo de estudos,
porém os resultados sdo poucos e, algumas vezes, conflitantes. Foi demonstrado
que altas concentragdes de 3-OHGA inibem as atividades dos complexos Il e V da
cadeia respiratoria e o pool de fosfocreatina in vitro (Ullrich, et al., 1999; Das et al.,
2003). Entretanto, foi demonstrado que mesmo concentragdes maiores do que 5
mM do 3-OHGA ndo alteraram o conteudo de ATP de fatias cortico-estriatais
(Flott-Rhamel et al., 1997). Além disso, este acido nao teve efeito sobre as
atividades dos complexos | e V da cadeia respiratoria em particulas
submitocondriais de coragao bovino (Kolker et al., 2002b). Em relagdo ao AG, os
resultados sdo ainda mais contraditorios. Foi demonstrada uma inibicdo da

atividade dos complexos I-lll e lI-lll da cadeia respiratéria, bem como uma
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diminuicdo da producédo de CO, e dos niveis de ATP em cortex de ratos jovens
(Silva et al., 2000). Tais resultados, porém, s&o diferentes de outros trabalhos
realizados, que nado encontraram nenhum efeito deste acido sobre as atividades
isoladas dos complexos |-V da cadeia respiratoria em coragéo bovino (Kdlker et
al., 2002a), indicando que o AG nao inibe o metabolismo energético. Uma redugao
da atividade da enzima Na®, K’-ATPase por este acido foi também descrita em
cortex cerebral de ratos, sendo prevenida por antioxidantes (Kolker et al., 2002a).

Além dos efeitos do AG e 3-OHAG, estima-se que glutaril-CoA possa inibir
multiplas enzimas mitocondriais e transportadores, ou atuar como um inibidor
competitivo de rotas como o ciclo dos acidos tricarboxilicos. Acredita-se também
que outros metabdlitos acumulados na AG |, como glutarilcarnitina e acido
glutacénico também possam estar envolvidos na fisiopatogenia desta doenga, mas
tais hipoteses nao passam de suposicoes.

Outros mecanismos propostos para explicar a neurodegeneragao na AG |
apontam para um disfuncdo vascular (alteragdo da permeabilidade e diminuicao
da integridade vascular) causada pelo acido 3-OHAG (Mudhlhausen et al., 2004),
bem como o envolvimento do acido quinolinico, um metabdlito da via catabdlica do
triptofano (Heyes, 1987; Varadkar & Surtees, 2004). Tais resultados porém foram
inconclusivos, visto que, até o presente momento, ainda ndo foi confirmado um
aumento das concentragcdes do acido quinolinico e de outros metabdlitos da via
das quinureninas em pacientes afetados por esta doenca.

Concluindo, a fisiopatogenia das alteragbes neurolégicas caracteristica de
pacientes afetados pela AG | parece ser explicada, ao menos em parte, por um

desequilibrio entre os sistemas GABAérgico e glutamatérgico no SNC, e
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especificamente nas areas mais afetadas nesta doenga como cortex cerebral e
nucleos da base (Wajner et al., 2004), bem como pela indugcédo de radicais livres.
O papel dos metabdlitos acumulados na AG | sobre o metabolismo energético
cerebral ainda nao esta bem estabelecido e necessita ser melhor estudado. Neste
sentido, uma disfuncdo mitocondrial pode ser um evento importante na
fisiopatogenia da doenga, resultando em eventos celulares interligados
(excitotoxicidade, deficiéncias no metabolismo energético e formacado de ROS). A
instalacdo de um destes processos facilitaria e amplificaria o surgimento dos
outros, explicando, assim, o extenso dano neuroldgico dos pacientes afetados por

esta doenca.

1.2 METABOLISMO ENERGETICO CEREBRAL

O cérebro possui uma intensa atividade metabdlica, no entanto suas
reservas energéticas sdo extremamente pequenas em relagédo a sua demanda.
Assim, ha a necessidade de substratos energéticos para o cérebro de mamiferos,
sendo a glicose o principal deles onde, em contraste com outros tecidos, nao
necessita de insulina para ser captada e oxidada (Dickinson, 1996). No entanto, o
padrao de utilizagdo deste nutriente varia conforme a etapa de desenvolvimento
do sistema nervoso central (SNC), o estado nutricional do individuo e o destino de
sua cadeia de atomos de carbono (Marks et al., 1996). Por exemplo, o lactato é a
principal fonte de obtengao de energia cerebral apds o nascimento (Vicario et al.,

1991). Quando inicia o periodo de amamentagao, ja comeg¢a uma utilizacdo de
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grandes quantidades de corpos cetdnicos, que sado formados a partir da oxidagao
dos acidos graxos contidos no leite materno, sendo uma importante fonte de
energia para o cérebro nas primeiras semanas de vida. Neste periodo, 0 consumo
de glicose pelo cérebro esta reduzido, sendo aumentado em poucas semanas
durante o desenvolvimento, até por volta dos 18 dias de vida, quando a utilizagcéo
de glicose se torna preferencial em condigdes normais (Crone, 1965; Cremer et
al., 1976). Essa utilizagdo também pode ser modulada por padrbes nutricionais,
como, por exemplo, situagdes de jejum prolongado, onde o SNC utiliza corpos
cetdnicos.

O ciclo do acido citrico € a via comum de oxidagdo dos glicidios,
aminoacidos e acidos graxos (aproximadamente 95% do ATP sintetizado). O
metabolismo energético cerebral se mostra essencialmente aerdbico, sendo a
glicose o principal substrato utilizado (Clark et al., 1993), entrando no ciclo sob a
forma de acetil-CoA, que é entdo oxidada completamente a CO,. As reacoes
anaplerdticas, que alimentam o ciclo fornecendo diretamente seus intermediarios,
também fornecem substratos para as reagdes de oxidagdo no cérebro. Quando
nao ha hipdxia, a fosforilagdo oxidativa é dependente da concentragcao de ATP,
ADP e fosfato inorganico (Pi) e da razdo mitocondrial de NADH/NAD", que é
determinada pela atividade da cadeia transportadora de elétrons e pela
transferéncia de elétrons provenientes de reagdes catalisadas por enzimas
mitocondriais. A cadeia transportadora de elétrons oxida o NADH e bombeia
prétons para o espago intermembrana da mitocondria formando assim um
gradiente de prétons que através da passagem pela ATP-sintase, produz ATP na

fosforilagdo oxidativa (Erecinska & Silver, 1994).
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Outro importante sistema que auxilia a manutengcao dos niveis cerebrais de
ATP é o da creatina quinase, que esta presente tanto no citosol quanto ligada as
membranas mitocondriais e catalisa a transferéncia reversivel de um grupamento
fosfato entre a fosfocreatina e o ATP. Esse sistema tem sido associado a algumas
funcbes particularmente importantes para o cérebro, como tamponamento
energeético (através da regeneracédo do ATP a da manutencado de niveis baixos de
ADP) e transferéncia de ATP de sitios de produgdo para outros de consumo

(Erecinska & Silver, 1994).

1.2.1 FOSFORILACAO OXIDATIVA

Fosforilacdo oxidativa € o processo mais importante do metabolismo de
producédo energética em organismos aerobicos. Todos os passos da degradagao
de carboidratos, lipideos e aminoacidos convergem para este estagio final da
respiracao celular em que os elétrons provenientes do NADH e FADH, dirigem a
sintese de ATP. Em eucariotos, a fosforilagdo oxidativa ocorre nas mitocdndrias e
envolve a reducdo do O, a H,O com elétrons doados por NADH ou FADH,, que
fluem por varios pares redox (cadeia respiratoria) ocorrendo concomitante
producdo de ATP a partir de ADP + Pi. Nosso atual entendimento de sintese de
ATP esta baseado na hipotese introduzida por Peter Mitchel em 1961, que diz que
diferengcas transmembrana na concentragao de prétons sdo o reservatério da
energia extraida de reagdes de oxidagao bioldgica, e € conhecida como a teoria

quimiosmatica (Nelson & Cox, 2004).
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As mitocédndrias sdo corpusculos envolvidos por uma membrana externa,
facilmente permeavel a pequenas moléculas e ions, e por uma membrana interna,
impermeavel & maioria das moléculas e ions, incluindo protons H* (Nelson e Cox,
2000). A membrana interna contém transportadores especificos para substancias
como o piruvato, glicerolfosfato, malato, acidos graxos e outras moléculas
essenciais as fungdes mitocondriais. O fluxo de elétrons do NADH e FADH; até o
O, se da através de complexos enzimaticos ancorados na membrana mitocondrial
interna. Essa transferéncia de elétrons é impulsionada por um crescente potencial
redox entre NADH e FADH,, os complexos enzimaticos e O,, o aceptor final da
cadeia respiratoria.

Como mostra a Figura 1.2, a cadeia respiratoria possui varios complexos
protéicos: NADH desidrogenase (complexo 1), sucinato: ubiquininona oxirredutase
(complexo 1), complexo citocromo b-c; (complexo Ill) e citocromo oxidase
(complexo 1V), além de elementos moveis que se localizam entre os complexos.
Sao eles a coenzima Q (CoQ), um componente nao protéico lipossoluvel que
carreia elétrons entre os complexos | e lll, e o citocromo ¢, uma pequena proteina
localizada na face externa da membrana que transfere os elétrons do complexo IlI

para o complexo IV (Marks et al., 1996).
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Figura 1.2. Fluxo de elétrons através dos quatro complexos da cadeia
respiratéria. O gradiente eletroquimico transmembrana formado possibilita a

sintese de ATP pela ATP-sintase (adaptado de Nelson & Cox, 2004).

1.2.1.1 COMPLEXO |: NADH DESIDROGENASE

O complexo | contém flavina mononucleotideo (FMN) e centros ferro-
enxofre (Fe-S). FMN recebe elétrons do NADH e é capaz de transferi-los aos
centros Fe-S. O NADH é reoxidado a NAD" e retorna para o ciclo de Krebs ou
para outras rotas metabdlicas para receber elétrons. Os centros Fe-S estao

envolvidos na transferéncia de elétrons para a CoQ (Marks et al., 1996).
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1.2.1.2 COENZIMA Q (UBIQUINONA)

A CoQ, também chamada de ubiquinona, é o unico componente da cadeia
respiratoria que néo é ligado a proteinas. A CoQ é capaz de difundir-se através
dos lipidios da membrana mitocondrial interna, devido ao alto grau hidrofébico da
sua cadeia lateral. Este movimento transmembrana faz parte do mecanismo de
bombeamento de prétons da NADH desidrogenase e do complexo b-c; (Marks et

al., 1996).

1.2.1.3 COMPLEXO II: SUCINATO: UBIQUINONA OXIRREDUTASE

O complexo Il, também conhecido como sucinato: ubiquinona oxirredutase,
€ um tetrdamero composto por duas subunidades polipeptidicas cataliticas que
correspondem a sucinato desidrogenase soluvel (SDH) ou sucinato: metassulfato
de fenazina oxirredutase, e duas subunidades polipeptidicas ancoradas na
membrana mitocondrial interna. A sucinato desidrogenase ocupa uma posi¢ao
unica como parte integrante do ciclo do acido citrico e também da cadeia
respiratoria (Oyedotum & Lemire, 1999). Ligado a SDH, o FAD recebe 2 elétrons e
é reduzido a FADH,. Este transfere seus elétrons para os centros Fe-S da enzima
que entdo doa esses elétrons para a CoQ, para que estes fluam pela cadeia
respiratoria. Esse complexo, diferentemente dos outros (complexos |, Il e IV), ndo
funciona como bomba de prétons, ndo gerando gradiente eletroquimico (Marks et

al., 1996).
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1.2.1.4 COMPLEXO Ill: COMPLEXO b-c; E CITOCROMO c

Os citocromos sao proteinas que contém um grupamento heme (um atomo
de ferro ligado a um nucleo porfirina formado por 4 anéis pirrélicos). Os elétrons
fluem entre os citocromos no sentido do citocromo de menor potencial redox para
o de maior. Os atomos de ferro nos citocromos se encontram no estado Fe™.
Quando este recebe um elétron é reduzido para Fe*?, e, ao passar este elétron
para o préximo componente da cadeia respiratoria, é reoxidado a Fe™.

Os citocromos b e c¢;, juntamente com outras proteinas, formam o complexo
de membrana b-c;. O citocromo ¢ € uma pequena proteina localizada na face
externa da membrana mitocondrial interna, e, assim como a CoQ, é um
transportador movel de elétrons que transfere os elétrons do complexo b-c; para a

citocromo oxidase (Marks et al., 1996).

1.2.1.5 COMPLEXO |V: CITOCROMO OXIDASE

A citocromo oxidase (COX), ultimo complexo da cadeia respiratoria,
transfere elétrons do citocromo ¢ para o O,. Este complexo contém os citocromos
a e az e um sitio de ligagao ao O,. Cada molécula de O, precisa receber 4 elétrons
para ser reduzida a duas moléculas de H,O. Na COX, a presenca de ions Cu*?
facilita a redugao do O,. Como o Km da COX para o O, € muito menor que o Km

da mioglobina e da hemoglobina, o O, dos eritrocitos € faciimente transferido para

seus sitios de reducgéo (Marks et al., 1996).
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1.2.2 BOMBEAMENTO DE PROTONS

O bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espago entre as
membranas interna e externa (espago intermembranas) da mitocéndria ocorre
simultaneamente com a transferéncia de elétrons do NADH para a CoQ
(catalisado pelo complexo |) e da CoQ para o citocromo c (catalisado pelo
complexo Ill). A cada ciclo, a CoQ recebe 2 protons e 2 elétrons da matriz
mitocondrial. Ela transfere os 2 prétons para o espaco intermembranas e doa um
elétron de volta para outro componente do complexo Il e o outro para o citocromo
c. O citocromo c transfere entdo este elétron para a COX (complexo IV) que
também bombeia prétons para fora da matriz, contribuindo para a formagao do
gradiente de protons. O complexo Il ndo atua diretamente como bomba de prétons

e participa diretamente do ciclo de Krebs (Marks et al., 1996).

1.2.2.1 TRANSFERENCIA SEQUENCIAL DE ELETRONS

O fluxo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons deve ser
sequencial a partir do NADH ou FADH, até o O, para que ocorra a geragao de
ATP. Na cadeia respiratoria, cada complexo que atua como bomba de prétons
esta associado a formagao de aproximadamente uma molécula de ATP. Portanto,
o bloqueio em qualquer ponto da cadeia transportadora de elétrons prejudica a
formacado ATP, pois o bombeamento de prétons para o espago intermembrana
esta associado ao movimento dos elétrons de um carreador para o seguinte, e

impede a formagéao do potencial eletroquimico (Marks et al., 1996).
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Além do possivel déficit na produgao de ATP, algumas doengas genéticas e
outros disturbios que envolvam a cadeia respiratoria acabam por aumentar os
niveis de NADH, inibindo o ciclo do acido citrico e prejudicando a converséo de
piruvato a acetil-CoA para entrar no ciclo. Nessas condi¢des, piruvato é convertido

a lactato, cujos niveis séricos encontram-se aumentados (Voet & Voet, 1990).

1.2.3 CREATINA QUINASE

A enzima creatina quinase (CK) (E.C. 2. 7. 3. 2) catalisa a reacgéo reversivel
de transferéncia do grupamento y-fosfato do ATP para o grupamento guanidino da
creatina (Cr), formando fosfocreatina (PCr) e ADP (Figura 1.3). A CK esta
presente em grandes quantidades em tecidos que requerem altas e flutuantes
demandas de energia, como o musculo esquelético, 0 musculo cardiaco e o

cérebro (Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000).
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Figura 1.3. Reagao catalisada pela creatina quinase (CK).
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Foram identificadas cinco isoenzimas de CK (duas mitocondriais e trés
citosélicas), cujas subunidades sao produzidas por genes distintos com expressao
tecido-especifica. As isoenzimas citosdlicas (Cy-CK) existem exclusivamente
como moléculas diméricas, compostas por dois tipos de subunidades (CK-B e CK-
M), originando trés diferentes isoformas: CK-MM (predominante em musculo
esquelético adulto), CK-BB (predominante em cérebro) e CK-MB (predominante
em musculo cardiaco) (Manos et al., 1991; Molloy et al., 1992). As duas
isoenzimas mitocondriais, Mi-CK ubiqua e Mi-CK sarcomérica, sdo encontradas no
espaco intermembranas, formando moléculas homodiméricas ou
homooctameéricas prontamente interconversiveis (Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000).
A Mi-CK octamérica é considerada a forma predominante e ativa in vivo, sendo
muito importante para a fungao da enzima (Soboll et al., 1999).

A Mi-CK interage simultaneamente com as membranas mitocondriais
interna e externa, permanecendo acoplada a translocase de nucleotideos de
adenina, canal transportador do ATP da matriz mitocondrial para o espacgo
intermembranas. O grupamento y-fosfato do ATP é transferido pela Mi-CK no
espaco intermembranas para a Cr, formando ADP e PCr. A PCr deixa a
mitocondria e se difunde através do citoplasma até os sitios de consumo de
energia, onde, por agdo das isoenzimas citosolicas (CK-MM, CK-MB ou CK-BB),
ira regenerar o ATP e formar novamente Cr. A Cr liberada pode retornar a
mitocéndria fechando o ciclo (Figura 1.4) (Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000). Foi
também verificado que, em regides cerebrais ricas em mitocéndrias, grandes
quantidades de Mi-CK foram encontradas juntamente com CK-BB, o que poderia

reforgar a hipétese desta associacéo (Kaldis et al., 1996).
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Figura 1.4. Funcdo do sistema Cr/CK/PCr na difusdo dos grupamentos

fosfato e no tamponamento dos niveis de ATP junto aos sitios de consumo.

Tem sido demonstrada também uma relagcdo da CK com ATPases celulares
especificas, como as bombas responsaveis por manter gradientes ibnicos
transmembranas (Molloy et al., 1992; Kaldis et al., 1996).

Sao relatadas, basicamente, duas funcdes para o sistema Cr/CK/PCr: a
funcdo de tamponamento energético e a fungcéo de transporte de grupamentos
fosfato. Enquanto para o tamponamento energético uma alta atividade da Mi-CK
nao seria requerida, para a funcao de transporte sua atividade pode ser essencial,
principalmente quando a difusdo de nucleotideos de adenina através da

membrana mitocondrial externa for limitada. De acordo com esta idéia, a atividade
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da Mi-CK esta relacionada a capacidade oxidativa da musculatura estriada, sendo
muito maior no tecido cardiaco (cerca de 35% da atividade total da CK) que em
musculo esquelético (0,5 - 2% da ativdade da CK total) (Wyss & Kaddurah-Daouk,
2000).

Recentemente, foi demonstrado que a Mi-CK é susceptivel a inativagao por
peroxinitrito, produto que se acumula em diversas doengas neurodegenerativas.
Esta inibicdo esta relacionada a alteragao de seus grupos tidis mediante a agédo de
agentes oxidantes (Stachowiak et al., 1998). Além disso, a diminuigdo de atividade
da CK-BB tem sido encontrada em pacientes com doencas como a doenca de
Alzheimer, em que o dano oxidativo parece estar relacionado a neurodegeneragao
(Aksenov et al., 2000).

Inibicdo in vitro da atividade total da CK, bem como de suas isoenzimas
citosélica e mitocondrial causada por acidos organicos acumulados em algumas
acidemias organicas, clinicamente caracterizadas por severa encefalopatia, tém
causado um prejuizo na produgdo ou no consumo de energia, podendo estar

relacionado com a fisiopatogenia destas doencgas (da Silva et al., 2004).

1.3 MODELOS EXPERIMENTAIS

O estudo de doengas genéticas em seres humanos € extremamente dificil
pela raridade das mesmas, e a criagdo de modelos animais experimentais que
simulem a situagéo patoldgica envolvida no homem facilitou o entendimento das

alteragdes bioquimicas observadas em varios EIM.
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Segundo Herchkowitz (1982), nenhum modelo animal pode mimetizar
completamente uma doenga humana, mas pode ajudar no entendimento de varios
aspectos da mesma. A grande vantagem dos modelos animais seria o estudo de
individuos com o mesmo background genético, além do que este estudo pode ser
realizado durante todo periodo de desenvolvimento da doenga, ou seja, desde os
estagios iniciais, e ndo somente no estagio terminal, quando as alteragbes
patoldgicas ja estdo instaladas. Deve-se enfatizar também que uma das principais
vantagens da utilizacdo de modelos experimentais é que eles permitem estudar
isoladamente as diferentes variaveis que podem estar envolvidas com a

etiopatologia do estudo.

1.3.1 MODELOS DE ACIDEMIA GLUTARICA TIPO |

Um modelo animal de acidemia glutarica tipo |, através da delegéo do gene
Gcdh em células tronco embrionarias de camundongos foi recentemente
desenvolvido (Koeller et al., 2002). Estes animais possuem um fendtipo
bioquimico muito similar aos pacientes humanos com AG |, incluindo elevacdes
das concentragcoes de AG e 3-OHAG. Apesar de apresentarem um leve déficit
motor, estes camundongos ndo desenvolvem uma distonia progressiva, como
vista em pacientes humanos. Patologicamente, apresentam uma mielinopatia
espongiforme, porém nao demonstram nenhuma evidéncia de perda de neurdnios
ou astrogliose no estriado, que sao caracteristicas da doenga em humanos.

Quando submetidos a um estresse metabdlico, que em humanos precipitam as
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crises encelopaticas e o desenvolvimento de distonia, ndo apresentaram nenhum
efeito neurolégico nos camundongos.

Um interessante modelo animal espontaneo de deficiéncia de GCDH
(variante genético) ocorre em uma espécie de morcegos egipcios Rousettus
aegypticus que apresentam um fendtipo bioquimico similar ao dos pacientes com
AG |, excretando niveis elevados de AG e 3-OHAG em sua urina. Estes morcegos
perdem a atividade da GCDH no figado e rim, mas mantém a atividade enzimatica
em cérebro e medula espinhal comparavel a de ratos normais. No entanto, os
morcegos nao desenvolvem sintomas declarados de degeneragao estriatal, o que
tem sido atribuido a atividade residual da GCDH em seu sistema nervoso central
(Koeller et al., 2004).

Por outro lado, foi sugerido um modelo de necrose estriatal aguda através
da intoxicagédo sistémica com acido 3-nitropropidnico (3-NPA), pois segundo os
autores, ela mimetiza mais corretamente as crises encelopaticas de criangas com
AG | (Strauss & Morton, 2003). O 3NPA inibe irreversivelmente a atividade do
complexo Il da cadeia respiratéria causando a degeneragao estriatal, deixando os
pacientes com distonia severa (Ludolph et al., 1991).

No entanto, apesar das contribuicbes que estes modelos animais de AG |
tém trazido ao estudo da fisiopatogenia desta doencga, € importante salientar que

nenhum modelo mimetiza corretamente a condicdo humana.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Tendo em vista que pacientes afetados pela acidemia glutarica tipo | (AG [)
apresentam dano cerebral predominante no estriado, o objetivo geral deste estudo
foi investigar a influéncia in vivo e in vitro do acido glutarico (AG), principal
metabdlito acumulado na AG |, sobre parametros do metabolismo energético
celular no cérebro médio, musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos
jovens, na expectativa de se identificar possiveis alteracées que possam explicar a

neuropatologia dos pacientes afetados por esta doenga.

2.2 ESPECIFICOS

e Desenvolver um modelo animal experimental de acidemia glutarica atraves
da administragdo subcutanea do acido glutarico em ratos durante o seu
desenvolvimento;

o Verificar os efeitos da administracao in vivo e da adicao in vitro do AG sobre
a producao de CO, em cérebro médio de ratos de 21 dias;

o Verificar os efeitos da administracao in vivo e da adicao in vitro do AG sobre
as atividades dos complexos enzimaticos da cadeia respiratoria em cérebro

médio de ratos de 21 dias;
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Verificar os efeitos da administracao in vivo do AG sobre as atividades dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria em musculo esquelético de
ratos de 21 dias;

Verificar os efeitos da administracao in vivo do AG sobre as atividades dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratéria em musculo cardiaco de
ratos de 21 dias;

Verificar os efeitos da administragao in vivo e da adi¢ao in vitro do AG sobre
a atividade da enzima creatina quinase no cérebro médio de ratos de 21
dias;

Verificar os efeitos da administragdo in vivo do AG sobre a atividade da
enzima creatina quinase em musculo esquelético de ratos de 21 dias;
Verificar os efeitos da administragao in vivo do AG sobre a atividade da

enzima creatina quinase em musculo cardiaco de ratos de 21 dias;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram de grau de pureza

pré-analise (p.a.). O acido glutarico (AG) foi sempre dissolvido e diluido na solugao

tampao especifica de cada técnica no dia da realizagdo dos ensaios.

3.1.1 REAGENTES UTILIZADOS

e o-Naftol — Sigma

e Acetato de etila - Merck

e [1-'*C] acido acético - Amersham

e Acido glutarico - Sigma

o Acido acético - Merck

e Acido cloridrico - Merck

e Acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) sal dissédico — Sigma
e Acido margarico - Sigma

e Acido p-hidroximercuribenzéico (pHMB) — Sigma
e Acido sulfarico - Merck

e Acido tricloroacético - Merck

¢ Adenina-5-difosfato (ADP) - Sigma

¢ Albumina bovina - Sigma
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Azida sddica - Sigma

Bicarbonato de potassio - Reagen
Borohidrato de sddio — Sigma

BSTFA + 1% TMS (bis-Trimetilsililtrifluoroacetamida + Trimetilclorosilano) -
Sigma

Cianeto de potassio - Merck
Citocromo ¢ — Sigma

Cloreto de aménio - Reagen

Cloreto de magnésio hexahidratado - Sigma
Cloreto de potassio - Merck

Cloreto de sodio -Sigma
Creatina - Sigma

D-[U-"*C] glicose - Amersham

Diacetil - ICN
Dicloroindofenol (DCIP) — Sigma

Etanol absoluto - Merck

Fosfato de potassio dibasico - Reagen
Fosfato de potassio monobasico - Merck
Fosfocreatina - Sigma

Glicose - Sigma

Heparina 5.000 U.l./mL — Cristalia
Hexadecano - Sigma

Hiamina - Sigma
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e Hidréxido de sodio - Vetec

e Lauril-maltosideo - Sigma

¢ Metassulfato de fenazina (PMS) - Sigma

¢ Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (B-NADH) - Sigma
e POP e POPOP - Sigma

¢ Rotenona - Sigma

e Sacarose — Reagen

e Solugao fisioldgica NaCl 0,9% - Texon

e Sulfato de sédio anidro - Merck

e Succinato de sddio hexahidratado - Sigma

¢ Sulfato de magnésio heptahidratado - Reagen
e Tolueno - Merck

e Trisma base - Sigma

3.1.2 EQUIPAMENTOS E OUTROS MATERIAIS

e Agitador de tubos Thermolyne modelo Maxi Mix Plus
e Agitador magnético Fisaton modelo 1005

e Balanga Acculab modelo V-200

e Balancga analitica digital Sartorius Basic

e Balanca digital Kern modelo 430-21

e Banho metabdlico Dubnoff

e Banho-maria Biomatic modelo 1052
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Centrifuga Eppendorf modelo 5403

Cromatoégrafo gasoso Varian GC 3400

Cromatégrafo gasoso Varian GC Star 3400 CX

Contador de cintilacao liquida Wallac modelo 1409

Deionizador

Destilador

Espectrometro de Massa Varian Saturn 2000

Espectrofotdmetro Hitachi modelo U-2001 com leitura cinética e controle de
temperatura

Evaporador seco — Reacti Therm - Pierce

Freezer -20°C Prosddscimo modelo HS

Freezer -70°C Scien Temp

Guilhotina

Homogenizador elétrico B. Braun Biotech International modelo Potter S
Maquina de fazer gelo Everest

Material cirurgico: tesouras, bisturis e espatulas

Micropipetas de volume regulavel Gilson

Potencidmetro modelo Tec-2 (Tecnal).

Refrigerador Brastemp

Seringas Hamilton 10 yL

Tubos plasticos Eppendorffs
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o Vidraria: provetas, pipetas graduadas, potter de vidro, baldes volumétricos,
pacas de Petri, pipetas Pasteur, tubos de ensaio, funis, béqueres, cubetas,

vials, pogos de vidro.

3.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para a determinagdo do modelo experimental, foram utilizados ratos Wistar
de 7, 14 e 21 dias de vida. Para a determinacdo da producdo de CO, e das
atividades enzimaticas dos complexos da cadeia respiratoria e da creatina
quinase, foram utilizadas amostras de cérebro médio de ratos Wistar de 21 dias de
idade de ambos os sexos. Os animais, fornecidos pelo Departamento de
Bioquimica — ICBS — UFRGS, foram mantidos em temperatura constante (20 + 1
°C), em intervalos de 12 horas de ciclo claro/escuro, alimentados com ragao
padrao (Supra ou Purina, Sdo Leopoldo, RS) e livre acesso a agua. Este trabalho
faz parte de um projeto maior entitulado “Estudo dos mecanismos de
neurotoxicidade de &cidos organicos” ja aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (projeto e parecer 0351/2001) e a utilizagao
dos animais seguiu um protocolo experimental aprovado pelo Comité de Etica
acima mencionado e os Principios de Cuidados de Animais de Laboratério
(Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos Estados

Unidos da América, NIH, publicagdo numero 85-23, revisada em 1985).
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3.3 ADMINISTRACAO SUBCUTANEA E MEDIDA DOS NIVEIS
PLASMATICOS E TECIDUAIS DO ACIDO GLUTARICO

O 4&cido glutarico foi administrado subcutaneamente em quantidade
necessaria para atingir niveis cerebrais de aproximadamente 0,5 umol/g de
cérebro (~0,5 mM). Nossa experiéncia anterior com produgdo de modelos in vivo
de acidemias organicas utilizou doses que variaram de 0,5 a 12 umol/ g de peso
do animal. Essas foram as doses testadas para a obtencdo dos niveis cerebrais
desejados. A determinagao das concentragdes do acido glutarico foi feita por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama e cromatografia
gasosa associada a espectrometria de massas. Ratos Wistar de 7, 14 e 21 dias de
idade foram sacrificados 15, 30, 60, 120 e 240 minutos apds a injecéo, o0 sangue
foi coletado por puncgéo cardiaca e o cérebro (cérebro total apés o descarte dos
bulbos olfatérios, cerebelo e tronco cerebral), musculo cardiaco e musculo
esquelético isolados e homogeneizados com solugédo salina (NaCl 0,85%). Os
parametros farmacocinéticos (volume de distribuicdo, depuracdo plasmatica e
meia-vida plasmatica) foram calculados por programa de computador apropriado
desenvolvido em nosso laboratorio.

Apos a obtencdo dos niveis plasmaticos e cerebrais desejados do acido
glutarico, o mesmo foi administrado agudamente a animais de 21 dias, nos quais
os parametros bioquimicos do metabolismo energético foram determinados em
cérebro médio. Foi usada uma solugdo de acido glutarico em solugéo salina

tamponada, pH 7,4, que se administrou subcutaneamente na regiao dorso-lombar
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na dose de 5 umol por g de peso do animal. Os animais controles receberam

solugao salina nos mesmos volumes.

3.3.1 COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE, CEREBRO,
MUSCULO ESQUELETICO E MUSCULO CARDIACO

Os animais foram anestesiados com éter por alguns segundos. Apds a
injecdo de acido glutarico, amostras de sangue foram coletadas por puncgao
cardiaca em seringas previamente heparinizadas apos 15, 30, 60 ,120 ou 240
minutos. As amostras de sangue foram entdo centrifugadas a 100 x g por 10
minutos para a separagao do plasma, e este imediatamente congelado a -20°C.

Apoés a coleta de sangue, os animais foram sacrificados por decapitagcédo e
imediatamente tiveram seus cérebros removidos; o tecido cerebral, musculo
cardiaco e musculo esquelético foram dissecados, pesados e homogeneizados
em, respectivamente, 1:3, 1:5 e 1:7 (p/v) de NaCl 0,9 g%. Os homogeneizados
foram centrifugados a 500 x g por 15 minutos; os sobrenadantes foram vertidos
para tubos Eppendorf e congelados a -20°C.

As amostras foram submetidas posteriormente a analise quantitativa de
acido glutarico através de cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de

chama e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.

3.3.2 QUANTIFICACAO DE ACIDO GLUTARICO

As concentragbes de acido glutarico nas amostras de plasma e nos

homogeneizados do tecido cerebral, musculo esquelético e musculo cardiaco de
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ratos foram medidas pelo método de Sweetmann (1995) modificado em
cromatdgrafo gasoso ou cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrometro de
massa.

O método usa um injetor tipo spy ou split/splitess e uma coluna
cromatografica capilar (DB-5 metilpolisiloxano) (J & W Scientfic) com detector de
ionizagcdo de chama (DIC) (CG, Varian CG 3400) ou com detecgdo por

espectrometria de massa (CG/EM, Varian Saturn 2000).

Preparacdo das amostras:

A um volume de 250 pL de plasma ou homogeneizado de tecido
adicionaram-se 100 pL dos padrbes internos hexadecano (3,8 mM) e acido
margarico (acido heptadecandico) (2,7 mM). Acidificou-se essa mistura até o pH 1
com acido sulfarico 2 N. Adicionou-se entdo 250 pL de cloreto de aménio saturado
e, imediatamente apds, extraiu-se duas vezes com 3,5 mL de acetato de etila com
agitacao por 8 minutos em vortex. Apos centrifugagéo a 400 x g por 10 minutos, os
sobrenadantes das duas extra¢des foram reunidos e evaporados com nitrogénio a
60°C. Foram adicionados 200 pL de etanol aos frascos para dissolugdo do
material e agitou-se por 1 minuto em vortex. Apds centrifugacdo, o liquido
resultante foi transferido para vials de vidro. Apds nova evaporagao (N, a 60°C),
as amostras foram derivatizadas com 275 pyL de BSTFA (bis-
Trimetilsililtrifluoroacetamida) + 1% TMS (Trimetilclorosilano). A mistura foi
homogeneizada em vértex por 1 minuto, e, apos centrifugacao (400 x g por 10

minutos), incubou-se por 1 hora a 60°C com os vials envoltos em papel aluminio.
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Uma aliquota de 1uL foi utilizada para a inje¢gdo nos cromatografos (CG/DIC e

CG/EM).

Condicbes da cromatografia gasosa:
- Temperatura inicial da coluna: 90°C
- Temperatura final da coluna: 280°C
- Temperatura do injetor: 250°C

- Velocidade do fluxo de gas hélio: 27 mL/min.

Condicdes do espectrdmetro de massa:
- Temperatura da fonte de ions: 280°C

- Temperatura do analisador de massa: 280°C

A analise cromatografica demorou 78,33 minutos e a temperatura da coluna
aumentou gradativamente até atingir 280°C.

Uma curva padrdo com o acido glutarico foi feita no mesmo dia das
determinagdes do acido glutarico no sangue e tecido cerebral e comparada aos
picos cromatograficos verificados nesses tecidos para possibilitar o calculo final da
concentragdo de acido glutarico nas amostras. Utilizou-se padronizagao interna
para fins de analise quali e quantitativa, sendo o acido margarico o padrao interno

utilizado.
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3.4 TRATAMENTO AGUDO COM ACIDO GLUTAARICO PARA A
DETERMINACAO DOS DIFERENTES PARAMETROS DO
METABOLISMO ENERGETICO

Ratos de 21 dias foram submetidos a 3 administracbes subcutaneas do
acido com intervalos de 90 minutos entre as inje¢des. O volume maximo de cada
injecao foi de 5 pL/g de peso do animal. A primeira dose foi de 5 pymol de AG/g de
peso do animal, e as seguintes foram equivalentes a 75% desta dose (3,75
umol/g). Uma hora apds a ultima injegdo, os animais foram sacrificados e os
tecidos isolados para cada técnica. As concentragdes atingidas pelo AG quando
os animais foram sacrificados foram as mesmas de quando se fez uso de injegao

Unica do acido.

3.5 PRODUCAO DE CO, POR HOMOGENEIZADOS DE
CEREBRO MEDIO DE RATOS JOVENS

A produgao de CO; por homogeneizados de cérebro médio foi determinada a
partir de D-[U-"*C] glicose (0,055 pCi) na presenca de 5 mM de D-glicose no meio
de incubagdo ou de [1-'*C] acido acético (0,055 pCi) na presenca de 1 mM de
acido acético. Para os experimentos in vitro, os tubos testes continham 0,2, 1 ou 5
mM de AG. Os tubos controles ndo continham o AG. Nos experimentos in vivo, 0s
animais foram injetados com AG dissolvido em solug&o salina (NaCl 0,9%, grupo

experimental) ou com solugao salina (grupo controle).
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3.5.1 PREPARACAO DOS TECIDOS

Os animais foram sacrificados por decapitacédo, o cérebro médio, contendo
o estriado, foi isolado e homogeneizado na proporgéao de 1:10 (p/v) em solugéo
tampao contendo KHCO3; 30 mM, KH,PO4 30 mM, NaCl 30 mM, MgCl; 3,5 mM,
EDTA 0,2 mM e sacarose 24 mM, pH 7,4, previamente aerada com mistura

carbogénica durante 10 minutos.

3.5.2 PRODUCAO DE CO,

Um volume de 450 pL de homogeneizado, contendo aproximadamente 45
mg de cérebro médio, foi pré-incubado por 20 minutos a 35°C em banho
metabdlico com agitagao (os testes in vitro foram realizados na presenca de 1,4
mM de lauril-maltosideo). Apds, foram acrescentados ao meio de incubacéo os
substratos marcados e os acidos a serem testados (tubos testes in vitro). Os
frascos foram fechados com tampas de borracha contendo cacgapas de vidro com
papel filtro dobrado em forma de “W”, vedados com parafiime e devolvidos ao
banho. Transcorrida 1 hora de incubagao a reacao foi interrompida pela adicéo de
200 pyL de TCA 50% ao homogeneizado e foram adicionados entédo 100 uL de
hiamina dentro das cagapas. Os frascos foram devolvidos ao banho por 30
minutos para que o CO; pudesse ser incorporado ao papel filtro impregnado por
hiamina. Terminado este procedimento, o papel filtro embebido em hiamina foi

retirado com o auxilio de uma pinga e de uma micropipeta sendo transferido para
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tubos de plastico. Em cada tubo foi adicionado 3 mL de liquido de cintilagéo
POP/POPOP/tolueno (4g/ 50 mg/ tolueno q.s.p 1000 mL) quando da adigdo do
papel filtro e da hiamina nos tubos. Posteriormente, os tubos foram agitados e a
radioatividade incorporada ao CO, foi determinada em contador de cintilagao
liquida. Os resultados foram expressos em pmol de glicose ou pmol de acetato

convertidos a CO, / mg de tecido/ h de incubagao.

3.6 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS DOS
COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA EM
HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO MEDIO, MUSCULO
ESQUELETICO E MUSCULO CARDIACO DE RATOS
JOVENS

Para os experimentos in vitro, as atividades dos complexos da cadeia
respiratoria foram determinadas na presenga de 0,2, 1 ou 5 mM de AG (tubos
testes) ou na auséncia do acido (tubos controles). Para os experimentos in vivo,
foram utilizados ratos tratados com AG (grupo teste) ou com NaCl 0,9% (grupo
controle). O AG foi sempre dissolvido e diluido na solugao tampé&o utilizada para

cada técnica. Os experimentos foram sempre realizados em duplicata.

3.6.1 PREPARACAO DO TECIDO

Ratos Wistar de 21 dias de idade foram sacrificados por decapitagdo, o
cérebro foi rapidamente removido e o cérebro médio (que consiste no encéfalo,

apos retirada do cerebelo, bulbos olfatérios, ponte, medula e cortex cerebral),
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musculo esquelético e musculo cardiaco foram isolados e homogeneizados 1:20
(p/v) em tampao SETH (sacarose 250 mM, EDTA 2 mM, Trisma base 10 mM e
heparina dissolvidos em agua destilada e deionizada q.s.p 50 mL) pH 7,4. Os
homogeneizados foram centrifugados a 800 x g por 10 minutos e os
sobrenadantes separados em aliquotas de 200 a 300 pyL e mantidos a -70°C por
um periodo maximo de um més até o momento das determinagcdes enzimaticas.
No momento das determinagdes, as amostras foram congeladas e
descongeladas por duas vezes consecutivas para a determinagcédo dos complexos

[, -1 e I-111.

3.6.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DO COMPLEXO I-1ll (NADH:

CITOCROMO C OXIRREDUTASE)

Ao meio de incubagao contendo tampao fosfato de potassio 20 mM pH 8,
KCN 2 mM, EDTA 10 uM, citocromo ¢ 50 pM, foram adicionados 10 a 25 ug de
proteinas do homogeneizado e 25 uM de NADH iniciando a reagao. A redugao do
citocromo c foi registrada a 550 nm e 25° C. Apds, foram adicionados 10 uM de
rotenona e as absorbancias continuaram sendo registradas por mais 3 minutos. A
diferenca entre os dois momentos de leitura correspondeu a atividade da NADH:
citocromo c oxirredutase sensivel a rotenona (Schapira et al., 1990). A atividade

foi expressa em nmol de citocromo ¢ reduzido / min / mg de proteina.
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3.6.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DO COMPLEXO I
(SUCINATO: DCIP OXIRREDUTASE) E  SUCINATO
DESIDROGENASE (SDH)

Ao meio de incubacdo contendo tampado fosfato de potassio
(K2HPO4/KH2PO4) 62,5 mM pH 7,4, tampao SETH pH 7,4, sucinato de sodio 1
mM, dicloroindofenol (DCIP) 9 uM, foi adicionada amostra contendo cerca de 80 a
140 ng de proteina. Os sistemas foram pré-incubados por 20 minutos a 30°C em
banho-maria e, apds, foram adicionados azida sédica 4,3 mM, rotenona 7 uM e
DCIP 42 uM.

A reducéo do DCIP foi determinada em 600 nm a 25°C durante 5 minutos
para a medida da atividade global do complexo Il. Transcorridos os primeiros 5
minutos, foi adicionado metassulfato de fenazina (PMS) 1mM para a determinagao
da atividade da SDH, também pela redugéo do DCIP, por mais 5 minutos (Fischer
et al., 1985). Ambas as atividades foram expressas em nmol de DCIP reduzido /

min / mg de proteina.

3.6.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DO COMPLEXO -l
(SUCINATO: CITOCROMO C OXIRREDUTASE)
Ao meio de reagao constituido de tampao fosfato de potassio 40 mM pH 7,4
e sucinato de sédio 16 mM, foi adicionada amostra contendo 40 a 80 ug de
proteina. Os sistemas foram pré-incubados por 30 minutos a 37°C e, apoés, foram
adicionados 4 mM de azida sodica e 7 uM de rotenona e a reagao foi iniciada pela

adicao de 0,6 ug/mL de citocromo c. A reduc¢ao do citocromo c foi registrada em
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550 nm de a 25°C durante 5 minutos (Fischer et al.,1985). A atividade foi expressa

em nmol de citocromo ¢ reduzido / min / mg de proteina.

3.6.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DO COMPLEXO IV
(CITOCROMO C OXIDASE)

A oxidacao do citocromo c, previamente reduzido com borohidrato de sodio,
foi registrada a 25°C em 550 nm durante 10 min. O meio de incubagéo continha
tampao fosfato de potassio 10 mM pH 7, lauril-maltosideo 0,6 mM e amostra com
2 a 4 ug de proteina. A reagéo foi iniciada com a adi¢géo de 0,7 ug de citocromo ¢
reduzido (Rustin et al., 1994). A atividade foi expressa em nmol de citocromo ¢

oxidado / min / mg de proteina.

3.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA CREATINA
QUINASE EM HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO MEDIO,
MUSCULO ESQUELETICO E MUSCULO CARDIACO DE
RATOS JOVENS DE RATOS JOVENS

Para os experimentos in vitro em cérebro médio, a atividade total da creatina
quinase (CK total) foi determinada na presenca de 0,2 ,1 e 5 mM de AG (tubos
testes) e na auséncia do acido (tubos controles). Para os experimentos in vivo,
foram utilizados ratos tratados com AG (grupo teste) e com NaCl 0,9% (grupo
controle). O acido foi dissolvido e diluido na solugdo tampéo da técnica e os

experimentos realizados em triplicata.
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3.7.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Ratos Wistar de 21 dias de vida foram sacrificados por decapitacédo, o
cérebro foi removido sobre placa de Petri em gelo, e o cérebro médio foi
rapidamente isolado. Posteriormente, o tecido foi homogeneizado na proporgéo de
1:10 (p/v) em solugao salina 0,85% tamponada, pH 7,5. A homogeneizagao foi
feita manualmente utilizando homogeneizador de vidro em gelo. O
homogeneizado foi armazenado em aliquotas de 10 uL a -70°C por, no maximo

uma semana, até o momento da medi¢ao da atividade total da enzima (CK total).

3.7.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da CK foi medida em homogeneizado de cérebro médio (CK
total). A mistura reacional continha tamp&o Tris-HCI 60 mM, pH 7,5, fosfocreatina
7 mM, MgSO4 9 mM, lauril-maltosideo 0,625 mM e aproximadamente 0,4-1,2 ug
de proteina em um volume final de 100 uL. Os sistemas foram pré-incubados por
um periodo de 15 minutos a 37°C, sendo a reacdo iniciada com a adigcao de ADP
e glutationa reduzida a uma concentragdo final de 3,2 mM e 0,8 mM,
respectivamente. A reacéao foi interrompida apés 10 minutos de incubagado com a
adicao de 20 uL de acido p-hidroximercuribenzoéico (pHMB) 50 mM. A creatina
formada foi estimada através de método colorimétrico, e a coloragdo foi obtida
pela adicdo de 100 pL de a-naftol 20%, 680 uL de agua deionizada e 100 pL de

diacetil 20%. A leitura foi feita apds uma segunda incubagéo de 20 minutos a 37°C
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por espectrofotometria a 540 nm (Hughes et al., 1962). O resultado final foi

expresso em umol de creatina formada / min / mg de proteina.

3.8 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE PROTEINA

O conteudo protéico foi determinado pelo método de Lowry et al. (1951)

usando albumina bovina como padrao.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados usando o programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versao 11.0 em um computador PC compativel.
Para os experimentos in vitro, utilizou-se analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida do teste de multipla amplitude de Duncan, quando o valor de F foi
significativo. Para os experimentos in vivo, utilizou-se o teste t de Student para

amostras independentes. Um valor de p <0,05 foi considerado significante.
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4 RESULTADOS

4.1 INDUCAO DE ACIDEMIA GLUTARICA:
DESENVOLVIMENTO DO MODELO EXPERIMENTAL

Procuramos no presente trabalho induzir niveis cerebrais de
aproximadamente 0,5 umol de &cido glutarico por grama de tecido (~0,5mM)
através da administracdo do acido a ratos Wistar de 7, 14 e 21 dias por via
subcutanea, valor encontrado em estudos postmorten realizados em cérebro de

pacientes afetados pela AG I.

4.1.1 DETERMINACAO DA DOSE DO ACIDO GLUTARICO

O primeiro passo do trabalho foi estabelecer as doses subcutineas de AG a
serem administradas aos animais que levassem a atingir niveis cerebrais deste
acido similares aos encontrados nos pacientes afetados por AG I.

Nesse particular, o calculo das doses foi feito tomando-se em consideragéo
a experiéncia na produgcdo de outros modelos animais por nosso grupo de
pesquisa, especialmente o de acidemia metilmalénica (Dutra et al., 1991) e o de
acidemia propidnica (Brusque et al., 1997). Assim, a dose de acido glutarico que
ficou estabelecida que resultou em niveis cerebrais em torno de 0, 5 umol/g foi de
5 umol de acido glutarico por g de peso corporal.

Antes da injecdo do acido, apenas tragos do AG podiam ser encontrados

nos tecidos, pois apesar do pico referente ao composto possuir um espectro de
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massas compativel com o AG, ele encontrava-se abaixo da linha de base,

impossibilitando sua quantificagao.

4.1.2 EFEITO DA ADMINISTRAC}AQ DE ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE SEUS NIVEIS PLASMATICOS
Injecbes de AG dissolvido em solugdo salina tamponada (pH 7,4) foram
administradas subcutaneamente em ratos Wistar de 7, 14 e 21 dias em uma dose
de 5 umol do acido por g de peso corporal do animal. Podemos observar na tabela
4.1 os niveis plasmaticos de acido glutarico quantificados em intervalos de 15, 30,

60, 120 e 240 minutos apos a injegao.

Tabela 4.1. Niveis plasmaticos do AG em ratos Wistar de 7, 14 e 21 dias

Idade Tempo apos ainjecdo do acido glutarico (min)
(dias) 15 30 60 120 240
. 6,39+023 645+030 6,20+060 3,67+0,65° 0,77 +0,10°
(3) (4) (4) (3) (3)
14 6,32+0,95 628+044 521+048 251+020° 0,39+0,22°
(3) (4) (4) () (3)
21 6,20+2,01 4,83+027% 3694023 1,79+0,41° 0,19 +0,08°

3) (4) (4) 3) (2)

Os valores acima representam a média, expressa em mmol.L™" + erro padrdo encontrados
~ ’ . . a .
no plasma e o valor entre parénteses corresponde ao nimero de animais testados. “ diferente das
. b . . C .
outras idades no mesmo tempo; ~ diferente dos outros tempos na mesma idade; ~ diferente de 15

minutos na mesma idade; 4 diferente de 15, 30 e 60 minutos na mesma idade (ANOVA seguida do
teste de Duncan, p <0,05).
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Verifica-se que, a medida que a idade dos animais avanga, a concentragao
de AG no plasma diminui mais rapidamente.

A tabela 4.2 apresenta os parametros farmacocinéticos do AG calculados a
partir dos niveis plasmaticos obtidos nos diferentes tempos apds a injecao do

acido em ratos Wistar de 7, 14 e 21 dias de idade.

Tabela 4.2. Determinagédo dos parametros farmacocinéticos do acido glutarico em

ratos de 7, 14 e 21 dias de idade

Idade D ty CLp vd
(dias) (umol.g™) (min) (mL.mint.kg™) (L.kg™
7 5 58,8 5,20 0,44
14 5 47,4 6,70 0,46
21 5 41,0 9,05 0,54

D= dose ; t .= tempo de meia-vida plasmatica; CLp = depuragao plasmatica; Vd= volume
aparente de distribuicdo

Observamos na tabela que, a medida que a idade dos animais avanga, o
tempo de vida médio do acido glutarico no plasma diminui, enquanto a depuragao
plasmatica e o volume de distribuicdo aumentam. Isso possivelmente se deve a
maturacado renal nos animais de mais idade, bem como a maturacdo enzimatica
dos varios tecidos necessaria a metabolizacdo do acido, enquanto que, nos ratos

de 7 dias de vida, estes sistemas estdo pouco desenvolvidos.
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4.1.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE ACIDO GLUTARICO
SOBRE SEUS NIVEIS CEREBRAIS

A tabela 4.3 mostra os niveis cerebrais de acido glutarico nos ratos nos
diferentes tempos apdés a administracdo do acido. Podemos observar uma
diferenca no comportamento da droga no cérebro em relacdo ao plasma, pois
enquanto o pico da concentragdo plasmatica ocorre ja aos 15 minutos, nota-se
que ha uma tendéncia de os niveis cerebrais de AG alcangarem um pico por volta
de 30 - 60 minutos, indicando a seletividade da barreira hemato-encefalica a este
composto. Além disso, os ratos de 21 dias de idade apresentaram uma menor

concentragao do farmaco.

Tabela 4.3. Niveis cerebrais de AG em ratos Wistar de 7, 14 e 21 dias

Idade Tempo apos ainjecdo do acido glutarico (min)
(dias) 15 30 60 120 240
7 0,14 +0,01%° 0,39+0,02 0,63+0,05%° 0,37+0,06 0,17 +0,03?¢
(4) (4) (4) (4) (4)
14 0,17 +0,01° 0,47 £0,07 0,43+0,03 0,32+0,04 0,11+0,02°
(4) (3) (3) (2) )
21 023+004 0,27+0,04° 0,31+001 022+0,01 0,07+0,01°

3) (4) (4) ©) (4)

Os valores acima representam a média, expressa em pumol.g” (~mM) + erro padrao,
encontrados no cérebro e o valor entre parénteses corresponde ao niumero de animais testados.
a ;. . b ;. . [

diferente de 21 dias no mesmo tempo; ~ diferente de 14 dias no mesmo tempo; ~ diferente de

14 e 21 dias no mesmo tempo; 4 diferente dos outros tempos na mesma idade; © diferente de 30,
60 e 120 minutosna mesma idade (ANOVA seguida do teste de Duncan, p <0,05).
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4.1.4 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE SEUS NIVEIS EM MUSCULO CARDIACO E
ESQUELETICO

As tabelas 4.4 e 4.5 mostram os niveis de acido glutarico nos ratos nos
diversos tempos apdés a administracdo da droga em musculo cardiaco e
esquelético, respectivamente. Comparando-se ao cérebro, observa-se que o AG

atinge concentracdes aproximadamente cinco vezes maiores nestes tecidos.

Tabela 4.4. Niveis de AG em musculo cardiaco de ratos Wistar de 7, 14 e 21 dias

Idade Tempo apoés ainjecdo do acido glutarico (min)
(dias) 30 60 120
7 3,29 £0,13 2,52 +0,36 2,03 +0,21°
(2) (4) (4)
14 3,12 £ 0,14° 2,44 +0,16° 1,62 £ 0,20
(4) (4) 3)
21 1,93 + 0,537 1,64 £ 0,16 0,90 £ 0,35""’b

(4) (2) (4)
Os valores acima representam a média, expressa em pymol.g" (~mM) # erro padrdo
encontrados no musculo cardiaco e o valor entre parénteses corresponde ao numero de animais
testados. ? diferente de outras idades no mesmo tempo; ® diferente de 30 minutos na mesma

idade; ° diferente dos outros tempos na mesma idade (ANOVA seguida do teste de Duncan, p
<0,05).
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Tabela 4.5. Niveis de AG em musculo esquelético de ratos Wistar de 7, 14 e 21

dias

Idade Tempo apos ainjecdo do acido glutarico (min)
(dias) 30 60 120
7 4,33 + 0,247 3,92 + 0,252 3,20 + 0,292
(4) (4) (4)
14 2,31+0,14 2,28 + 0,31 1,43 +£0,49
(4) (3) (2)
o1 2,17 0,23 1,74 £0,19 1,30 £ 0,26

(4) (4) (4)

Os valores acima representam a média, expressa em pmol.g" (~mM) #+ erro padrdo

encontrados no musculo esquelético e o valor entre parénteses corresponde ao numero de
animais testados. ? diferente de outras idades no mesmo tempo; b giferente de 120 minutos na
mesma idade (ANOVA seguida do teste de Duncan, p <0,05).

Observamos nas tabelas 4.4. e 4.5 que as concentragdes do acido glutarico

no musculo cardiaco e esquelético encontram-se em seus valores maximos 30

min apos a injegao e sao aproximadamente cinco vezes maior do que no cérebro,

provavelmente indicando uma maior permeabilidade da membrana plasmatica

desses tecidos ao acido, diferentemente do que ocorre no cérebro que, além da

membrana plasmatica, possui a seletiva barreira hemato-encefalica.

As tabelas 4.6, 4.7 e 4.8 mostram as relacbes entre as médias das

concentragdes do AG nos varios tecidos e no plasma em ratos de 7, 14 e 21 dias.
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Tabela 4.6. Razoes entre os niveis de AG encontradas nos varios tecidos e no

plasma em ratos Wistar de 7 dias

Idade Tempo apos ainjecdo do acido glutarico

7 dias 15 min 30 min 60 min 120 min 240 min
C/P 0,022 0,060 0,102 0,102 0,217
MC/P - 0,510 0,406 0,553 -
ME/P - 0,671 0,632 0,872 -

C = cérebro total; P = plasma; MC = musculo cardiaco; ME = musculo esquelético

Tabela 4.7. Razoes entre os niveis de AG encontradas nos varios tecidos e no

plasma em ratos Wistar de 14 dias

Idade Tempo aos ainjecado do acido glutéarico

14 dias 15 min 30 min 60 min 120 min 240 min
C/P 0,027 0,074 0,083 0,129 0,279
MC/P - 0,497 0,468 0,645 -
ME/P - 0,368 0,438 0,570 -

C = cérebro total; P = plasma; MC = musculo cardiaco; ME = musculo esquelético
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Tabela 4.8. Razoes entre os niveis de AG encontradas nos varios tecidos e no

plasma em ratos Wistar de 21 dias

Idade Tempo apo6s ainjecdo do acido glutérico
21 dias 15 min 30 min 60 min 120 min 240 min
C/P 0,036 0,047 0,084 0,123 0,373
MC/P - 0,399 0,444 0,503 -
ME/P - 0,449 0,471 0,726 -

C = cérebro total; P = plasma; MC = musculo cardiaco; ME = musculo esquelético

Os resultados demonstram que a relagdo dos niveis de AG nos diferentes
tecidos estudados com o plasma aumenta com o tempo apés a inje¢gao do acido,
Oou seja, que o acido permanece mais tempo no cérebro, musculo cardiaco e

musculo esquelético do que no plasma.
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4.2 INVESTIGACAO DO EFEITO DA ADMINISTRACAO DO
ACIDO, GLUTARICO SOBRE PARAMETROS
BIOQUIMICOS DO METABOLISMO ENERGETICO

Investigou-se o efeito da administragdo do acido glutarico sobre os
parametros do metabolismo energético em cérebro médio, musculo esquelético e

musculo cardiaco de ratos jovens.

4.2.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO DO ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE A PRODUCAO DE CO, A PARTIR DE GLICOSE EM
HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO MEDIO DE RATOS DE 21
DIAS DE IDADE

A figura 4.1 mostra que a administragdo do AG nao inibe significativamente

a produgéo de CO; a partir de glicose [t(8)=0,728; p > 0,05].
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Figura 4.1. Efeito da administracdao do AG sobre a producao de CO, a partir
de glicose em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens. Os valores
representam média (expressa em pmol de glicose convertida a CO, / mg de tecido
/ hora de incubacgédo) + erro padrao (n=5). A diferenca entre as médias foi
calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Ndo houve

diferenca significativa entre os grupos.
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4.2.2 EFEITO DA ADMINISTRACAO DO ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE A ATIVIDADE DOS COMPLEXOS ENZIMATICOS DA
CADEIA RESPIRATORIA EM HOMOGENEIZADOS DE
CEREBRO MEDIO DE RATOS DE 21 DIAS DE IDADE

O efeito da administracdo de AG sobre as atividades dos complexos
enzimaticos da cadeia respiratoria em homogeneizados de cérebro médio de ratos
jovens foi investigado. Verificamos que a administragdo do acido inibiu
significativamente a atividade do complexo I-llI [t(8)= 3,845; p <0,01] (figura 4.2) e
nao teve efeito significativo sobre as atividades dos complexos Il [t(8)= 0,238; p
>0,05] (figura 4.3), II-1Il [t(8)= 1,383; p >0,09] (figura 4.4), IV [t(8)= 0,697; p >0,05]

(figura 4.5) e da enzima sucinato desidrogenase [t(8)= 0,696; p >0,05] (figura 4.6).
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Figura 4.2. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo I-llI
da cadeia respiratéria em homogeneizados de cérebro médio de ratos
jovens. Os valores representam meédia (expressa em nmol de citocromo ¢
reduzido / min / mg de proteina) + erro padrao (n=5). A diferencga entre as médias
foi calculada pelo teste t de Student para amostras independentes (**p <0,01,

comparado ao controle).
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Figura 4.3. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo Il
da cadeia respiratéria em homogeneizados de cérebro médio de ratos
jovens. Os valores representam meédia (expressa em nmol de DCIP reduzido / min
/ mg de proteina) * erro padrao (n=5). A diferenga entre as médias foi calculada
pelo teste t de Student para amostras independentes. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura 4.4. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo II-llI
da cadeia respiratéria em homogeneizados de cérebro médio de ratos
jovens. Os valores representam meédia (expressa em nmol de citocromo ¢
reduzido / min / mg de proteina) + erro padrao (n=5). A diferenga entre as médias
foi calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Nao houve

diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 4.5. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo IV
da cadeia respiratéria em homogeneizados de cérebro médio de ratos
jovens. Os valores representam média (expressa em nmol de citocromo ¢ oxidado
/ min / mg de proteina) + erro padrdao (n=5). A diferenca entre as médias foi
calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Ndo houve

diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 4.6. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade da enzima SDH
em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens. Os valores
representam média (expressa em nmol de DCIP reduzido / min / mg de proteina) +
erro padrao (n=5). A diferengca entre as médias foi calculada pelo teste t de
Student para amostras independentes. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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4.2.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO DO ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE A ATIVIDADE DOS COMPLEXOS ENZIMATICOS DA
CADEIA RESPIRATORIA EM HOMOGENEIZADOS DE
MUSCULO ESQUELETICO DE RATOS DE 21 DIAS DE IDADE

O efeito da administracdo de AG sobre as atividades dos complexos
enzimaticos da cadeia respiratéria em homogeneizados de musculo esquelético
de ratos jovens foi avaliado. Verificamos que a administragcdo do acido inibiu
significativamente a atividade dos complexos I-1ll [t(8)= 2,429; p <0,05] (figura 4.7)
e -l [t(8)= 2,636; p <0,05] (figura 4.9) e ndo teve efeito significativo sobre a
atividade dos complexos Il [t(8)= 1,640; p >0,05] (figura 4.8), IV [t(8)= 1,479; p
>0,05] (figura 4.10) e sobre a atividade da enzima sucinato desidrogenase [t(8)=
1,765; p >0,05] (figura 4.11). No entanto, podemos observar que o AG apresenta
uma tendéncia de diminuicdo da atividade do complexo Il e IV e da SDH, embora

esta diferenga n&o seja significativa.

91



6- Complexo I-11I

a1
1
—t—
)(.

D
1
—t—

nmol / min/ mg proteina
w

Controle AG

Figura 4.7. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo I-llI
da cadeia respiratdria em homogeneizados de musculo esquelético de ratos
jovens. Os valores representam meédia (expressa em nmol de citocromo ¢
reduzido / min / mg de proteina) + erro padrao (n=5). A diferenga entre as médias
foi calculada pelo teste t de Student para amostras independentes (*p <0,05,

comparado ao controle).
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Figura 4.8. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo I
da cadeia respiratdria em homogeneizados de musculo esquelético de ratos
jovens. Os valores representam meédia (expressa em nmol de DCIP reduzido / min
/ mg de proteina) * erro padrao (n=5). A diferenga entre as médias foi calculada
pelo teste t de Student para amostras independentes. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.

93



16- Complexo Il
I *
© T
£ *
T 124
o
o
o
E 84
=
£
S 41
g
[
0_
Controle AG

Figura 4.9. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo II-llI
da cadeia respiratdria em homogeneizados de musculo esquelético de ratos
jovens. Os valores representam meédia (expressa em nmol de citocromo ¢
reduzido / min / mg de proteina) + erro padrao (n=5). A diferenga entre as médias
foi calculada pelo teste t de Student para amostras independentes (*p <0,05,

comparado ao controle).
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Figura 4.10. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo IV
da cadeia respiratdria em homogeneizados de musculo esquelético de ratos
jovens. Os valores representam média (expressa em nmol de citocromo ¢ oxidado
/ min / mg de proteina) + erro padrdo (n=5). A diferenca entre as médias foi
calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Ndo houve

diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 4.11. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade da enzima SDH
em homogeneizados de musculo esquelético de ratos jovens. Os valores
representam média (expressa em nmol de DCIP reduzido / min / mg de proteina) +
erro padrao (n=5). A diferengca entre as médias foi calculada pelo teste t de
Student para amostras independentes. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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4.2.4 EFEITO DA ADMINISTRACAO DO ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE A ATIVIDADE DOS COMPLEXOS ENZIMATICOS DA
CADEIA RESPIRATORIA EM HOMOGENEIZADOS DE
MUSCULO CARDIACO DE RATOS DE 21 DIAS DE IDADE

A seguir, investigou-se o efeito da administragdo de AG sobre as atividades
dos complexos enzimaticos da cadeia respiratoria em homogeneizados de
musculo cardiaco de ratos jovens. Verificamos que a administracdo do acido néo
teve efeito significativo sobre a atividade dos complexos I-lll [t(8)= 0,918; p >0,05]
(figura 4.12), Il [t(8)= 0,856; p >0,05] (figura 4.13), II-Ill [t(8)= 0,732; p >0,05] (figura
4.14), IV [t(8)= 1,480; p >0,05] (figura 4.15) e sobre a atividade da enzima sucinato

desidrogenase [t(8)= 1,394; p >0,05] (figura 4.16).

97



10- Complexo I-11I
©

i T
g ° : I
5 |
o
o 61
£
[
£ 4
2 2
[

0_

Controle AG

Figura 4.12. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo I-
Il da cadeia respiratéria em homogeneizados de musculo cardiaco de ratos
jovens. Os valores representam média (expressa em nmol de citocromo ¢
reduzido / min / mg de proteina) + erro padrdo (n=5). A diferenga entre as médias
foi calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Nao houve

diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 4.13. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo I
da cadeia respiratdria em homogeneizados de musculo esquelético de ratos
jovens. Os valores representam média (expressa em nmol de DCIP reduzido / min
/ mg de proteina) * erro padrao (n=5). A diferenga entre as médias foi calculada
pelo teste t de Student para amostras independentes. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Figura 4.14. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo II-
Il da cadeia respiratéria em homogeneizados de musculo cardiaco de ratos
jovens. Os valores representam média (expressa em nmol de citocromo ¢
reduzido / min / mg de proteina) + erro padrao (n=5). A diferenga entre as médias
foi calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Nao houve

diferencga significativa entre os grupos.
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Figura 4.15. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade do complexo IV
da cadeia respiratéria em homogeneizados de musculo cardiaco de ratos
jovens. Os valores representam média (expressa em nmol de citocromo ¢ oxidado
/ min / mg de proteina) + erro padrdo (n=5). A diferenca entre as médias foi
calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Ndo houve

diferencga significativa entre os grupos.

101



281

211

144

nmol / min/ mg proteina

——

Controle

SDH

AG

Figura 4.16. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade da enzima SDH

em homogeneizados de musculo cardiaco de ratos jovens. Os valores

representam média (expressa em nmol de DCIP reduzido / min / mg de proteina) +

erro padrao (n=5). A diferengca entre as médias foi calculada pelo teste t de

Student para amostras independentes. Ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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4.2.5 EFEITO DA ADMINISTRACAO DO ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE A ATIVIDADE TOTAL DA CREATINA QUINASE (CK
TOTAL) EM HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO MEDIO DE
RATOS DE 21 DIAS DE IDADE

A figura 4.17 mostra que a administragdo do AG nao exerceu nenhum efeito
significativo sobre a atividade total da enzima CK em homogeneizados de cérebro

médio de ratos jovens [t(13)= 0,047; p >0,05].
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Figura 4.17. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade total da enzima
creatina quinase (CK total) em homogeneizados de cérebro meédio de ratos
jovens. Os valores representam média (expressa em umol de creatina formada /
min / mg de proteina) + erro padrao (n=7-8). A diferengca entre as médias foi
calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Ndo houve

diferenca significativa entre os grupos.
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4.2.6 EFEITO DA ADMINISTRACAO DO ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE A ATIVIDADE TOTAL DA CREATINA QUINASE (CK
TOTAL) EM  HOMOGENEIZADOS DE  MUSCULO
ESQUELETICO DE RATOS DE 21 DIAS DE IDADE

Observamos na figura 4.18 mostra que a administragdo do AG nao exerceu
nenhum efeito significativo sobre a atividade total da enzima CK em

homogeneizados de musculo esquelético de ratos jovens [t(9)= 1,531; p >0,05].
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Figura 4.18. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade total da enzima
creatina quinase (CK total) em homogeneizados de musculo esquelético de
ratos jovens. Os valores representam média (expressa em umol de creatina
formada / min / mg de proteina) + erro padrdo (n=5-6). A diferenca entre as médias
foi calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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4.2.7 EFEITO DA ADMINISTRACAO DO ACIDO GLUTARICO (AG)
SOBRE A ATIVIDADE TOTAL DA CREATINA QUINASE (CK
TOTAL) EM HOMOGENEIZADOS DE MUSCULO CARDIACO
DE RATOS DE 21 DIAS DE IDADE

Pode-se notar na figura 4.19 mostra que a administragdo do AG néo
exerceu nenhum efeito significativo sobre a atividade total da enzima CK em

homogeneizados de musculo cardiaco de ratos jovens [t(9)= 1,082; p >0,05].
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Figura 4.19. Efeito da administracdo do AG sobre a atividade total da enzima
creatina quinase (CK total) em homogeneizados de musculo cardiaco de
ratos jovens. Os valores representam média (expressa em umol de creatina
formada / min / mg de proteina) + erro padrdo (n=5-6). A diferenca entre as médias
foi calculada pelo teste t de Student para amostras independentes. Nao houve

diferenca significativa entre os grupos.
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4.3 INVESTIGACAO DO EFEITO DA ADICAO IN VITRO DO
ACIDO GLUTARICO SOBRE VARIOS PARAMETROS
BIOQUIMICOS DO METABOLISMO ENERGETICO
CEREBRAL

O proximo passo de nossa investigagao foi estudar o efeito in vitro do AG
sobre os mesmos parametros bioquimicos do metabolismo energético para
podermos comparar os resultados da administracdo do acido com o tratamento in
vivo. Neste caso, o AG foi adicionado em varias concentracbes aos meios de

incubacéo.

4.3.1 EFEITO IN VITRO DO ACIDO GLUTARICO (AG) SOBRE A
PRODUCAO DE CO; A PARTIR DE GLICOSE E ACETATO EM
HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO MEDIO DE RATOS DE 21
DIAS DE IDADE

As figuras 4.20 e 4.21 mostram que, nas concentragdes testadas, o AG nao
inibiu significativamente a produgédo de CO, a partir de glicose [F(3,18)= 0,225; p

>0,05] e acetato [F(3,19)=0,442; p > 0,05], respectivamente.
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Figura 4.20. Efeito in vitro do AG sobre a producéo de CO; a partir de glicose
em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens. Os valores
representam meédia (expressa em pmol de glicose convertida a CO, / mg de tecido
/ hora de incubagdo) + erro padrdao (n=5-6). A diferenga entre as médias foi
calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferenga

significativa entre os grupos.
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Figura 4.21. Efeito in vitro do AG sobre a producgédo de CO; a partir de acetato
em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens. Os valores
representam média (expressa em pmol de acetato convertido a CO, / mg de tecido
/ hora de incubagdo) + erro padrdao (n=5-6). A diferenga entre as médias foi
calculada por analise de variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferenga

significativa entre os grupos.
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4.3.2 EFEITO IN VITRO DO ACIDO GLUTARICO (AG) SOBRE AS
ATIVIDADES DOS COMPLEXOS ENZIMATICOS DA CADEIA
RESPIRATORIA EM HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO
MEDIO DE RATOS DE 21 DIAS DE IDADE

Foi observado que o AG nao exerceu efeito significativo in vitro sobre a
atividade dos complexos Il [F(3,20)= 1,494; p >0,05] (figura 4.23), lI-lll [F(3,20)=
0,556; p >0,05] (figura 4.24) e IV [F(3,20)= 0,167; p >0,05] (figura 4.25). Por outro
lado, verificamos que o AG na concentragcdo de 5 mM inibiu as atividades do
complexo I-lll da cadeia respiratoria [t(4)= 2,776; p <0,05] (figura 4.22) e da

enzima sucinato desidrogenase [F(3,20)= 10,013; p <0,01] (figura 4.26).
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Figura 4.22. Efeito in vitro do AG sobre a atividade do complexo I-lll da

cadeia respiratoria em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens.
Os valores representam média (expressa em nmol de citocromo ¢ reduzido / min /
mg de proteina) + erro padréo (n=5). Os resultados foram analisados por teste t de

Student para amostras nao pareadas (*p <0,05, comparado ao controle)
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Figura 4.23. Efeito in vitro do AG sobre a atividade do complexo Il da cadeia
respiratéria em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens. Os
valores representam média (expressa em nmol de DCIP reduzido / min / mg de
proteina) + erro padrdo (n=6). Os resultados foram analisados por analise de

variancia de uma via (ANOVA). N&o houve diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 4.24. Efeito in vitro do AG sobre a atividade do complexo II-lll da

cadeia respiratéria em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens.
Os valores representam média (expressa em nmol de citocromo ¢ reduzido / min /
mg de proteina) £ erro padrdo (n=6). Os resultados foram analisados por analise
de variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferenga significativa entre os

grupos.
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Figura 4.25. Efeito in vitro do AG sobre a atividade do complexo IV da cadeia
respiratéria em homogeneizados de cérebro meédio de ratos jovens. Os
valores representam média (expressa em nmol de citocromo ¢ oxidado / min / mg
de proteina) * erro padrao (n=5-6). Os resultados foram analisados por analise de

variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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Figura 4.26. Efeito in vitro do AG sobre a atividade da enzima SDH em
homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens. Os valores representam
média (expressa em nmol de DCIP reduzido / min / mg de proteina) £ erro padrao
(n=6). Os resultados foram analisados por analise de variancia de uma via

(ANOVA) seguido do teste de Duncan (***p <0,001, comparado ao controle).
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4.3.3 EFEITO IN VITRO DO ACIDO GLUTARICO (AG) SOBRE A
ATIVIDADE TOTAL DA CREATINA QUINASE (CK TOTAL) EM
HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO MEDIO DE RATOS DE 21
DIAS DE IDADE

A figura 4.27 mostra que o AG nao exerceu nenhum efeito sobre a atividade
total da enzima CK em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens

[F(3,20)=1,234; p >0,05].
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Figura 4.27. Efeito in vitro do AG sobre a atividade total da enzima creatina
guinase (CK total) em homogeneizados de cérebro médio de ratos jovens. Os
valores representam média (expressa em umol de creatina formada / min/ mg de
proteina) + erro padrdao (n=6). Os resultados foram analisados por analise de

variancia de uma via (ANOVA). Nao houve diferenga significativa entre os grupos.
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5 DISCUSSAO

A acidemia glutarica tipo | (AG ) caracteriza-se por uma hipomielinizagéo
ou desmielinizagdo progressiva do coértex cerebral que pode se observar ao
nascimento com atrofia do lobo frontal e, principalmente, do lobo temporal. Tais
sintomas aparecem com a crianga ainda no utero materno com o desenvolvimento
de hidrocefalia, e, ao nascer, muitas apresentam macrocefalia. O que parece, no
entanto, ser fundamental para o curso clinico da doenga, € uma degeneragao
estriatal importante que ocorre durante as crises encefalopaticas nos pacientes
principalmente entre os 3 e os 36 meses de vida, seguindo-se a situacdes
associadas a eventos altamente catabdlicos, tais como infecgdes, vacinas e
cirurgias. Apos essas crises, 0s pacientes apresentam distonia e discinesia que
progride rapidamente e os incapacita para as atividades normais (Hoffmann &
Zschocke, 1999). Embora diversos estudos ja tenham sido realizados, os
mecanismos de leséo estriatal nesses pacientes nao estdo definidos e continuam
sendo investigados.

Acredita-se que os metabdlitos acumulados nessa doenca, os acidos
glutarico (AG) e 3-hidroxiglutarico (3-OHAG), e algumas vezes, o acido trans-
glutacénico, sejam os principais responsaveis pelas lesdes cerebrais. Além destes
compostos, glutarilcarnitina e derivados CoA (como glutaril-CoA) também
encontram-se acumulados nesta doenca e poderiam exercer um papel na
fisiopatologia da AG |.

A excitotoxicidade tem sido considerada um mecanismo essencial para o

dano cerebral nos pacientes com AG |. Imagina-se que os acidos acumulados na
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doenga, principalmente o 3-OHAG, possam atuar como toxinas excitotdxicas
(Flott-Rahmel et al., 1997; Kolker et al., 1999; 2000 a, b). Foi verificado que o
acido 3-OHAG atua ativando receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, atuando
como um agonista fraco (Kdlker et al., 2000 a, 2001 a, b; Rosa et al., 2004). Este
acido agiria estimulando especificamente as subunidades NR1/NR2B dos
receptores NMDA. A extensdo da neurotoxicidade induzida seria dependente da
expressao destas subunidades durante a maturagdo neuronal ao longo do
desenvolvimento. Assim, acredita-se que a alta expressao de receptores NR1/2B
na fase mais suscetivel da doenca, associada a concentracbes téxicas de 3-
OHAG seriam as condi¢gdes necessarias para a inducao de crises encefalopaticas
agudas na AG |. Por outro lado, concentragbes subtéxicas de 3-OHAG nao
causariam uma doenga excitotoxica, mas levariam a um down-regulation dos
receptores NR1/2B in vitro e induziriam um atraso na maturagcéo neuronal. Ainda,
foi verificado que AG aumenta a interagdo entre glutamato e receptores
glutamatérgicos metabotropicos e do tipo AMPA, indicando também um papel
excitotoxico deste acido (Wajner et al., 2004). Também foi demonstrado que este
acido provoca dano celular a culturas organotipicas corticoestriatais (Whetsell &
Schwarcz, 1983), inibigdo da captagado de glutamato por sinaptossomas de ratos e
da interacdo entre glutamato e seus transportadores em cortex cerebral de ratos,
sugerindo que o acido interage com sitios transportadores de glutamato
(Porciuncula et al., 2000). Um efeito estimulatério deste acido sobre receptores de
glutamato metabotrépicos e ionotrépicos do tipo AMPA em baixas concentragdes
também foi reportado, ndo alterando porém a interagdo com receptores do tipo

NMDA e kainato (Porciuncula et al., 2004). Esse fato poderia explicar o fato de
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que convulsdes tonico-clénicas provocadas por inje¢des intraestriatais deste acido
foram prevenidas por DNQX, um antagonista de receptores AMPA, mas n&o por
MK-801, um antagonista de receptores NMDA (Lima et al., 1998). Por ultimo, foi
demonstrado que AG inibe a captagcdo de glutamato a vesiculas sinapticas de
cortex cerebral, indicando que poderia estar havendo um prejuizo no turnover de
glutamato da fenda sinaptica e no ciclo glutamato-gutamina entre astrocitos e
neurdnios. Essas alteragdes indicam que um desequilibrio dos sistemas
glutamatérgicos e GABAérgicos pode levar a excitotoxicidade nestes pacientes.
Neste sentido, convém enfatizar que concentragcdes reduzidas de GABA foram
detectadas nos ganglios da base de pacientes afetados por AG | (Leibel et al.,
1980).

Estudos recentes, entretanto, ndo indicam que a excitotoxicidade seja o
principal mecanismo de morte neuronal causada pelo 3-OHAG (Bjugstad et al.,
2001; Lund et al., 2004). Neste sentido, o estresse oxidativo também parece estar
envolvido na fisiopatologia das caracteristicas alteracbes neurolégicas dos
pacientes. Neste contexto, foi demonstrado que o tratamento in vitro com 3-OHAG
em cultura neuronal de pinto induz a producao de espécies reativas de oxigénio,
que foi prevenida pela co-incubagdo com MK-801, que € um antagonista de
receptores NMDA, ou a-tocoferol ou melatonina. Neste mesmo sistema, foi
demonstrada uma maior produgdo de Oxido nitrico, mas o tratamento com L-
NAME, que é um inibidor da oxido nitrico sintase (NOS), ndo evitou a morte
neuronal (Kolker et al., 2001a). Entretanto, em culturas de hipocampo de ratos foi

demonstrado um aumento na expressao da enzima o6xido nitrico sintase quando
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as células foram tratadas com 3-OHAG juntamente com interleucina-1p e
interferon-8 durante 24 hs, mas tal efeito ndo foi observado quando incubados
separadamente. Tais resultados indicaram que a neurotoxicidade do 3-OHAG é
potencializada pela indugdo da NOS e indica uma participagédo do sistema neuro-
imunolégico inflamatdério nas crises encefalopaticas agudas caracteristicas desta
doencga (Kolker et al., 2001b).

Foi também demonstrado que o tratamento com os acidos 3-OHAG e AG
diminui as defesas antioxidantes, induzem peroxidacao lipidica e formacédo de
espécies reativas, particularmente de 6xido nitrico, em coértex cerebral e estriado
de ratos jovens (Latini et al., 2002, 2005; de Oliveira Marques et al., 2003). Em
conjunto, todas estas evidéncias sugerem fortemente que um desequilibrio entre
os sistemas pro e antioxidantes pode estar envolvido na fisiopatogenia da AG .

Por ultimo, foi proposto que alteragbes no metabolismo energético poderiam
ser responsaveis pelo dano cortico-estriatal caracteristico dos pacientes afetados
por AG | (Ullrich et al., 1999; Strauss & Morton, 2003). Assim, foi demonstrado
que o acido 3-OHAG inibe os complexos Il e V da cadeia respiratéria (Ullrich et al.,
1999), e que este acido estaria provavelmente envolvido no dano estriatal causado
por um disturbio do metabolismo energético (Strauss & Morton, 2003). No entanto,
outros pesquisadores demonstraram que o 3-OHGA néo inibe os complexos da
cadeia respiratoria isoladamente em subparticulas mitocondriais de coragao
bovino. Em relacdo ao AG, que é o metabdlito mais acumulado nesta doenca, foi
verificado que este acido inibe in vitro os complexos I-lll e Il-lll da cadeia

respiratéria e diminui a producdo de CO; e dos niveis de ATP em

119



homogeneizados de cortex cerebral de ratos (Silva et al., 2000), resultados que
sao conflitantes com outros encontrados na literatura (Ullrich et al., 1999).

Assim, embora varios mecanismos tenham sido apontados como
responsaveis pela neurodegeneragdo estriatal nenhum dos efeitos propostos
tomado isoladamente parece ser potente o suficiente para induzir um dano
cerebral compativel com a extensao de lesao estriatal encontrada em pacientes
apoés as crises encefalopaticas. Recentemente, foi proposto que uma inibigdo do
metabolismo energético possa ser um mecanismo crucial para explicar a lesao
estriatal nesta doenga (Strauss & Morton, 2003). Os autores desta proposta
basearam-se na lesdo estriatal especifica causada pelo acido 3-nitropropidnico,
muito semelhante a encontrada nos pacientes com AG |, e propuseram um
modelo animal através da injecao desta neurotoxina. Neste sentido, € possivel que
uma disfungdo mitocondrial possa desencadear uma série de eventos toxicos que
ocorreriam em cascata, incluindo excitotoxicidade, geragdo de ROS, indugéo da
NOS e posterior inibicdo do metabolismo energético em um ciclo vicioso, sendo
que a instalacdo de um destes processos facilitaria e amplificaria a instalacao de
outro.

Portanto, considerando que os mecanismos que levam ao dano estriatal da
AG | ainda nado estéo esclarecidos e que o AG € o principal metabdlito acumulado
nesta doenga, o objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito in vivo e in
vitro do AG sobre parametros importantes do metabolismo energético em cérebro
médio de ratos, regido onde esta localizado o estriado, que é a estrutura cerebral
mais afetada na AG |. Inicialmente, desenvolvemos um modelo quimico

experimental de AG | através da administragdo subcutanea do AG na dose de 5
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pumol/g a ratos de 7, 14 e 21 dias de vida com o objetivo de atingir niveis cerebrais
de aproximadamente 0,5 pmol/g (~0,5 mM), tal como descrito nos pacientes com
AG | (Goodman et al., 1975, 1977). Verificamos que os niveis séricos alcangados
foram aproximadamente dez vezes maiores (6 mM) do que os cerebrais,
provavelmente pela seletividade da barreira hemato-encefalica. E interessante
observar-se que em modelos de outras acidemias, tais como a acidemia
metilmaldnica e a propiénica (Dutra et al., 1991; Brusque et al., 1997) a dose
administrada aos animais da mesma idade foi 4 - 8 vezes menor e a concentragéo
alcangada no cérebro foi superior (~1 mM), enquanto os niveis séricos foram
aproximadamente de 2,5 e 5 mM, respectivamente. Tais resultados sugerem que
o transporte do AG por membranas celulares e pela barreira hemato-encefalica é
mais dificil, comparado ao dos acidos metilmalonico e propiénico. Verificamos
também que a penetracdo do AG nos musculos cardiaco e esquelético foi mais
efetiva do que no tecido cerebral, visto que os valores de AG atingidos nesses
tecidos foram aproximadamente 5 vezes maiores do que no cérebro. Esses dados
reforgam a idéia de que a barreira hemato-encefalica seja menos permeavel ao
AG do que outras membranas celulares. Podemos também supor que, como essa
barreira impde dificuldades na entrada deste acido, o mesmo aconteceria no
sentido inverso deste transporte, isto é, haveria uma dificuldade na saida desse
acido das células neurais. Nesse particular, convém salientar que se considera a
AG | uma acidemia organica cerebral, pois os pacientes afetados apresentam
predominantemente sintomas neurolégicos (Hoffmann et al.,, 1993, 1994). Em
resumo, € possivel que nessa doencga a saida do AG do cérebro apos eventos

catabdlicos como vacinacgao, cirurgias ou infecgcbes seja lenta, aumentando as
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suas concentragdes no tecido neural e contribuindo para esses sintomas. Neste
contexto, foi demonstrado recentemente que a concentracdo do AG medida
postmortem no cérebro de dois pacientes falecidos por AG | atingiram até 8 mM
(Kolker et al., 2004), o que esta de acordo com esta hipotese. Deve-se também
salientar que em varios pacientes com AG | ndo se consegue detectar o AG nos
liquidos corporais, reforcando a idéia de sequestramento deste acido no SNC por
deficiéncia no transporte do mesmo (Hoffmann et al., 1996%; Pineda et al.,1998).

Verificamos ainda em nosso modelo que os parametros farmacocinéticos
volume de distribuicdo e depuracéo plasmatica aumentam com o avango da idade,
enquanto o tempo de meia-vida plasmatica diminui, provavelmente devido a
maturagao do sistema renal (excreg&o urinaria aumenta com o avancgo da idade) e
de outros 6rgaos periféricos.

A idéia de desenvolver um modelo experimental animal quimico de AG I,
através da administracdo de AG | a ratos jovens, tem a vantagem de estudar
isoladamente o efeito do AG sobre diferentes paradmetros bioquimicos e
neurocomportamentais. No modelo knock-out de AG | recentemente desenvolvido
(Koeller et al., 2002), apesar dos niveis dos &acidos atingirem valores bastante
similares as encontradas em pacientes afetados, o0 mesmo ndo mimetiza a doencga
humana, pois n&o apresenta a lesdo estriatal caracteristica. Além disso, os varios
metabdlitos encontram-se simultaneamente acumulados, o que impossibilita a
investigagao do efeito isolado de cada um.

Verificamos que a administragdo subcutédnea aguda de AG a ratos de 21
dias de idade nao alterou a produgao de CO; a partir de glicose em cérebro médio

dos ratos e tampouco alterou a atividade total da enzima creatina quinase em
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cérebro meédio, musculo cardiaco e musculo esquelético dos animais. Por outro
lado, a atividade do complexo I-lll foi significativamente inibida (25%) pela
administracdo do AG no cérebro médio dos animais enquanto todas as outras
atividades enzimaticas da cadeia respiratoria ndo foram afetadas. Ja no musculo
esquelético, além da inibicdo do complexo I-Ill (25%), observamos que a atividade
do complexo lI-lll também foi significativamente inibida (15%). Por outro lado, a
administracdo do AG nao afetou a atividade dos complexos da cadeia respiratoria
em musculo cardiaco, onde as concentragbes do AG foram semelhantes a do
musculo esquelético. Portanto, € possivel que este efeito diferenciado do AG seja
tecido-especifico, o que pode estar relacionado com diferentes isoformas desses
complexos em varios tecidos (Capaldi et al., 1998). Os resultados encontrados em
musculo cardiaco de ratos foram semelhantes as encontradas com 3-OHAG em
musculo cardiaco bovino e esta de acordo com a clinica dos pacientes que nao
apresentam problemas cardiacos. Por outro lado, hipotonia € comum nesses
pacientes, o que estaria de acordo com uma inibicado da cadeia respiratéria neste
tecido e consequente reducéo na sintese de ATP.

Também estudamos o efeito in vitro do AG sobre os mesmos parametros
do metabolismo energético em cérebro médio de ratos de 21 dias de idade.
Verificamos que o AG nao alterou a produgdo de CO, a partir de glicose ou
acetato e tampouco a atividade total da enzima creatina quinase em cérebro
médio nas concentragdes testadas (0,2, 1 e 5 mM). Em relagéo as atividades dos
complexos da cadeia respiratoria, o AG nao alterou as atividades dos complexos
Il, lI-Ill e IV nas concentragbes testadas, mas inibiu significativamente as

atividades do complexo I-lll (20%) e da enzima SDH (30%) no cérebro médio dos
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animais. Em resumo, tanto a administragéo in vivo quanto a adigcdo do AG no meio
de incubacédo provocaram uma inibicdo consistente do complexo I-lll da cadeia
respiratéria no cérebro médio dos ratos de 21 dias de idade. Tendo em vista que
somente a presenca de 5 mM de AG inibiu a enzima sucinato desidrogenase, mas
nao apos a administracao do acido onde as concentragbes do mesmo atingem 0,3
umol/g (~0,3mM), é possivel que esta inibicdo ocorra somente em altas
concentragdes do acido. Neste particular, convém salientar que concentragdes de
AG de até 8 mM foram encontradas postmorten no cérebro de dois pacientes com
AG L.

Outro fato interessante encontrado em nossa investigacéo foi uma inibigao
da SDH sem uma correspondente inibicdo do complexo Il, que é um tetramero
composto por duas subunidades polipeptidicas cataliticas, que correspondem a
sucinato desidrogenase soluvel (SDH), e duas subunidades polipeptidicas
ancoradas na membrana mitocondrial interna. Essa inibicdo seletiva
possivelmente possa estar relacionada com a utilizagao de um aceptor artificial de
elétrons (metassulfato de fenazina) para a avaliagdo da atividade SDH, estando
relacionada com o fluxo de elétrons até a fenazina.

E importante salientar que percentuais de inibicdo enzimatica similares aos
encontrados em nosso estudo tém sido observado em outras doencgas
neurodegenerativas (Olpin et al., 2002; Brusque et al., 2002).

Previamente haviamos descrito que o AG inibe in vitro a produgao de CO; e
de ATP em ratos de 7 dias de vida na concentracdo de 3mM, bem como os

complexos I-lll e lI-1ll da cadeia respiratéria em cortex cerebral de ratos de 30 dias
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de vida. Os resultados do presente trabalho, portanto, ndo detectaram inibicdo da
producdo de CO, in vivo e in vitro em cérebro médio de ratos de 21 dias de vida. E
possivel, portanto, que os efeitos detectados sobre esse parametro sejam devidos
a diferengas relacionadas a ontogenia e morfologia das regides estudadas dos
animais.

Em conclusdo, detectamos na presente investigagdo uma inibicdo
consistente da cadeia respiratéria a nivel do complexo I-1ll no cérebro médio e a
nivel dos complexos lI-lll e Il-1ll no musculo esquelético dos animais provocada
pelo AG. Caso estes achados também ocorram na condicdo humana, um déficit
energético poderia contribuir, a0 menos em parte, para a caracteristica lesao
estriatal bem como pela hipotonia observada em pacientes afetados pela acidemia

glutarica do tipo I.
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6 CONCLUSOES

O acido glutarico administrado subcutaneamente a ratos de 7, 14 e 21 dias
na dose de 5 pumol.g” atingiu concentragdes cerebrais em torno de
0,5 umol.g™", valor semelhante ao encontrado em pacientes afetados pela

acidemia glutarica tipo I.

As concentragdes do acido glutarico atingidas por este modelo no plasma,
musculo esquelético e musculo cardiaco foram respectivamente em torno

de 6, 3 e 4 mM.

Os parametros farmacocinéticos volume de distribuicdo e depuragao
plasmatica do acido glutarico aumentaram com avango da idade dos

animais, enquanto o tempo de meia-vida diminuiu.

A administracdo subcutédnea de acido glutarico ndo alterou a produgao de
CO; a partir de glicose em homogeneizados de cérebro médio de ratos de

21. dias de idade.

A administragdo subcutédnea de acido glutarico inibiu significativamente a
atividade do complexo I-1ll da cadeia respiratoria no cérebro médio de ratos
de 21 dias de idade, sem alterar as atividades dos complexos Il, lI-lll e IV e

da enzima sucinato desidrogenase.
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A administragcdo subcutanea de acido glutarico inibiu significativamente as
atividades dos complexos I-lll e II-lll da cadeia respiratéria em musculo
esquelético de ratos de 21 dias de idade, sem alterar as outras atividades

da cadeia respiratéria.

A administracdo subcutdnea de acido glutarico n&o alterou
significativamente as atividades dos complexos da cadeia respiratoria em

musculo cardiaco de ratos de 21 dias de idade.

A administracdo subcutanea de acido glutarico ndo alterou a atividade total
da enzima creatina quinase no cérebro médio, musculo esquelético e

musculo cardiaco de ratos de 21 dias de idade.

O acido glutarico nas concentragbes de 0,2, 1 e 5 mM n&o inibiu
significativamente a produgédo de CO; in vitro a partir de glicose e acetato

em homogeneizados de cérebro médio de ratos de 21 dias de idade.

A presenga de 5 mM do acido glutarico no meio de incubagéo resultou em
uma inibicao significativa da atividade do complexo I-lll da cadeia
respiratéria e da enzima sucinato desidrogenase em homogeneizados de

cérebro médio de ratos de 21 dias de idade.
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O acido glutarico nas concentragbes de 0,2, 1 e 5 mM n&o inibiu
significativamente a atividade total da enzima creatina quinase em

homogeneizados de cérebro médio de ratos de 21 dias de idade.

Nossos resultados, demonstrando uma inibicdo da cadeia transportadora
de elétrons pelo acido glutarico, sugerem que esse composto inibe o
metabolismo energético no cérebro médio e no musculo esquelético, o que
pode contribuir para o dano cerebral e hipotonia caracteristicas dos

pacientes afetados por AG I.
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