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4. DISCUSSÃO 
A ação do L-glutamato, um aminoácido de cadeia acíclica e estrutura flexível, 

nos vários subtipos de receptores ionotrópicos e metabotrópicos tem um importante 

papel tanto na comunicação neuronal como em doenças que afetam o SNC (Cotman 

et al., 1995). Em função disso, muitos pesquisadores tem investido na síntese de 

novos análogos do L-glutamato, tanto agonistas quanto antagonistas seletivos 

daqueles receptores. Estes novos agonistas são valiosos para caracterizar a 

farmacologia dos receptores (Willis et al., 1997). 

 No primeiro artigo, foi demonstrado por meio de experimentos com glutamato 

rádio-marcado, que o D,L-cis-2,3-PDC, um análogo do L-glutamato de cadeia cíclica 

e estrutura rígida, inibiu a ligação do [3H]-L-glutamato Na+-independente em 

preparações de membranas plasmáticas de córtex de ratos, sugerindo uma 

interação com receptores glutamatérgicos. Da mesma forma, o seu diasteroisômero, 

o L-trans-2,3-PDC também inibe a ligação do [3H]-L-glutamato, preferentemente em 

receptores NMDA (Willis et al., 1996). Por outro lado, o D,L-cis-2,3-PDC não 

interagiu com sítios de captação de L-glutamato, pois ele não inibiu a ligação do [3H]-

L-glutamato Na+-dependente em preparações de membranas plasmáticas de córtex 

de ratos. Estes dados contrastam com a capacidade do seu diasteroisômero inibir, 

embora fracamente, a captação de [3H]-D-aspartato em sinaptossomas de cérebro 

de ratos (Ki= 33μM) (Willis et al., 1996). Já o derivado pirrolidínico L-trans-2,4-PDC, 

cujos grupos carboxilas distam um do outro três átomos carbonos, é um potente 

inibidor seletivo do transportador de glutamato Na+-dependente (Ki= 1μM) (Bridges 

et al., 1991). Embora, o D,L-cis-2,3-PDC não tenha apresentado efeito sobre a 

ligação do [3H]-L-glutamato Na+-dependente, isso não quer dizer que tal composto 

não altere a captação ou liberação de L-glutamato, já que os estudos de ligação não 

são diretamente usados para avaliar a atividade funcional e sim, identificar sítios 

específicos de ação. O fato de que o derivado cis-dicarboxilato de pirrolidina não ter 

alterado a ligação do [3H]-L-glutamato Na+-dependente enquanto o isômero trans 

altera, sugere que a configuração cis nos grupamentos carboxilas do anel 

pirrolidínico lhe atribui alguma seletividade de ligação em sítios para o L-glutamato 

não-transportáveis. Por isso, foi investigado se o D,L-cis-2,3-PDC causava alguma 

alteração comportamental em camundongos, e qual o possível mecanismo de ação 

envolvido nessas alterações.  
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 A injeção intracerebroventricular de D,L-cis-2,3-PDC causou convulsões 

tônico-clônicas generalizadas nos camundongos de uma maneira dose-dependente. 

Entretanto, estas convulsões foram prevenidas pela co-administração de MK-801, 

um antagonista não-competitivo dos receptores NMDA. Por outro lado, a co-

administração de DNQX, um antagonista dos receptores AMPA e KA, causou 

apenas uma ligeira proteção das convulsões induzidas pelo D,L-cis-2,3-PDC, 

sugerindo que o D,L-cis-2,3-PDC causa convulsões por ativar os receptores NMDA, 

possivelmente por se ligar no mesmo sítio que o L-glutamato, e que o envolvimento 

dos receptores não-NMDA é de menor relevância para o seu efeito convulsivante. 

Da mesma forma, o diasteroisômero L-trans-2,3-PDC causa neurotoxicidade quando 

injetado no hipocampo de ratos in vivo e também em culturas corticais de cérebro de 

ratos, os quais são revertidos pela co-administração de MK-801 (Willis et al., 1996). 

Um fato interessante é que o L-trans-2,3-PDC também apresenta alguma reatividade 

com os receptores AMPA e KA (Willis et al., 1996) in vitro. Esses resultados 

sugerem que embora haja uma restrição conformacional imposta pelo anel 

pirrolidínico este pode sofrer uma interconversão do tipo envelope-envelope o que 

permite a esses compostos assumir conformações nos três tipos de receptores 

ionotrópicos (Chamberlin & Bridges, 1993). Da mesma forma, uma relação similar 

entre estrutura/atividade foi observada em outros análogos do L-glutamato com 

conformação restrita, tal como carboxiciclopropil-glicinas (Ishida et al., 1991; Kawai 

et al., 1992). 

 O sucinato é um metabólito endógeno do ciclo de Krebs e também pode ser 

produzido por meio de uma rota alternativa a partir do GABA (Sanders et al., 1969). 

Este composto está largamente distribuído no SNC, como na matéria branca e 

córtex cerebrais e no cerebelo (Petroff et al., 1988). 

 No segundo artigo, foi demostrado que a administração ICV de sucinato 

diminuiu a atividade exploratória, aumentou as Substâncias que reagem ao Ácido 

Tiobarbitúrico (TBARS) e carbonilação protéica bifasicamente. O sucinato nas doses 

de 0,7 μmol e 1,0 μmol diminuiu a atividade locomotora e aumentou os marcadores 

bioquímicos do dano oxidativo. MK-801 preveniu o aumento da carbonilação 

proteica total e a diminuição da atividade locomotora induzida por 1,0 μmol de 

sucinato.  

O aumento na produção de TBARS induzido por sucinato sugere que este 

ácido orgânico causa dano oxidativo já que a substância formada durante a 
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degradação de lipídios por EAO, o MDA, reage com TBA formando um complexo 

MDA-TBA de coloração rósea (Kohn & Liversedge, 1944; Patton & Kurtz, 1951; 

Dahle et al., 1962; Ohkawa et al., 1979). Da mesma forma, sucinato aumentou a 

carbonilação protéica, um marcador específico do dano oxidativo. Estes resultados 

fortemente sugerem que as doses de 0,7 μmol e 1,0 μmol induzem dano oxidativo. 

Por outro lado, uma alta dose de sucinato (1,7 μmol) retornou TBARS e carbonilação 

protéica aos valores do controle, caracterizando um efeito bifásico do sucinato sobre 

os marcadores do dano oxidativo estudados. O mecanismo molecular pelo qual a 

dose de 1,7 μmol apresenta efeito antioxidante não está estabelecido, mas é 

interessante que um efeito bifásico similar de sucinato sobre os potenciais pós-

sinápticos excitatórios de campo (PEPSs) tem sido relatado. Enquanto baixas 

concentrações (0,3-1,0 mM) de sucinato aumenta os PEPSs em fatias de hipocampo 

de ratos através da ativação dos receptores NMDA, altas concentrações de sucinato 

(3-10 mM) diminuem os PEPSs e revertem o aumento destes causados por baixas 

concentrações de sucinato (Roehrs et al., 2004). Naquele estudo, o efeito bifásico 

sobre os PEPSs foi atribuído a um efeito bifásico do sucinato sobre o receptor 

NMDA. Dado o marcado padrão similar de variação da curva dose-efeito para o 

sucinato o qual foi relatado por Roehrs et al. (2004), pode–se propor que eles podem 

ocorrer por mecanismos similares, isto é, receptores NMDA. Chen et al. (2003) 

demonstraram que o sucinato exibe uma curva de dose-resposta na forma de U 

invertido, atuando como ansiolítico no teste de plus maze, corroborando com os 

efeitos bifásicos do sucinato já descritos anteriormente.  

Portanto, decidiu-se investigar se os receptores NMDA estavam envolvidos no 

dano oxidativo e, não no dano lipídico, induzido por sucinato utilizando a técnica de 

carbonilação protéica. Embora a medida de malondialdeído (MDA) tenha sido usada 

extensivamente nas últimas quatro décadas como um marcador da LPO (Janero, 

1990) este método possui algumas peculiaridades e limitações que podem levar a 

uma interpretação errônea dos resultados. Conseqüentemente, foi avaliado o 

envolvimento dos receptores NMDA somente sobre a carbonilação protéica induzida 

por sucinato. 

A co-administração de MK-801 protegeu contra o aumento da carbonilação 

protéica induzida por sucinato, sugerindo o envolvimento deste subtipo de receptor 

glutamatérgico no dano oxidativo induzido por este ácido dicarboxílico. 
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Um importante resultado deste estudo é que o dano oxidativo foi 

acompanhado por significantes alterações comportamentais, cujo padrão de 

variação ao longo das doses de sucinato coincidiu com os marcadores do dano 

oxidativo. Mais especificamente, sucinato causou um aumento dos marcadores do 

dano oxidativo no cérebro, o qual coincidiu com a diminuição na atividade 

locomotora. Além disso, o aumento nas doses de sucinato retornou os escores da 

atividade locomotora e marcadores bioquímicos ao nível do controle. Esses 

resultados revelam um paralelismo entre esses eventos, sendo tentador propor que 

alguma relação pode existir entre eles. Evidência adicional de que o aumento no 

dano oxidativo e a diminuição na atividade locomotora estão, de alguma forma, 

relacionados, é proveniente dos experimentos que mostraram que o MK-801 previne 

os efeitos do sucinato sobre ambos os parâmetros bioquímicos e comportamental. 

Uma vez que o tratamento farmacológico afetou ambos os parâmetros (bioquímico e 

comportamental) na mesma direção, de forma similar, não dissociável, é possível 

que esses efeitos estejam relacionados. De qualquer maneira, se existe uma relação 

causa-efeito entre eles ainda não pode ser estabelecido e, uma análise mais 

detalhada da variação dos níveis de marcadores do estresse oxidativo cerebral e 

atividade convulsiva ao longo do tempo é necessária para determinar se existe uma 

relação causa-efeito entre esses efeitos. Além disso, não foi investigado se o 

sucinato altera outros importantes marcadores do dano oxidativo, tais como o DNA, 

e em que extensão nossos resultados se comparam às condições humanas. 

Independente se os efeitos neuroquímicos e neurocomportamentais do 

sucinato aqui descritos estão casualmente relacionados, este estudo mostra que o 

sucinato causa dano oxidativo e efeitos comportamentais em doses 

subconvulsivantes, por mecanismos mediados por receptores NMDA. Estes 

resultados são particularmente importantes para o estudo de condições nas quais 

acumulam sucinato, tais como a exposição a toxinas exógenas inibidoras da SDH 

(Riepe et al., 1992; Hassel & Sonnewald, 1995; Greene & Greenamyre, 1996; 

Urbanska et al., 1998; Alexi et al., 1998; Calabresi et al., 2001) e endógenas 

(Greene et al., 1993; Davolio & Greenamyre, 1995; Toyoshima et al., 1995; De Mello 

et al., 1996; Fighera et al., 1999, 2003; Marisco et al., 2003; Royes et al., 2003; Fleck 

et al., 2004) bem como deficiências da SDH herdadas por erros inatos do 

metabolismo (Brismar & Ozand, 1994; Ozand et al., 1994; Brockman et al., 2002; 

Okun et al., 2002; Fleck et al., 2004), pois revela que pelo menos alguns dos efeitos 
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deletérios dessas condições podem ser decorrentes do acúmulo secundário de 

sucinato, uma possibilidade que tem sido negligenciada.  

Nesse contexto, pode-se concluir do presente estudo que o sucinato, um 

ácido dicarboxílico de cadeia acíclica e estrutura flexível, provavelmente exerça seus 

efeitos neurotóxicos por ativar os receptores NMDA e que a formação das EAO 

podem estar envolvidas nos episódios convulsivos causados por este ácido. Além 

disso, não se pode descartar que o acúmulo de sucinato seja de grande importância 

nas acidemias orgânicas nas quais acumulam malonato e metilmalonato, inibidores 

reversíveis da SDH. E, que o D,L-cis-2,3-PDC, um análogo do L-glutamato de cadeia 

cíclica e estrutura rígida, diasteroisômero do L-trans-2,3-PDC, interage com sítios de 

ligação para o L-glutamato não-transportáveis e causa convulsões em camundongos 

via ativação dos receptores NMDA. Outros estudos são ainda necessários para 

determinar se esta nova neurotoxina afeta outras funções do L-glutamato, bem como 

sua utilidade como uma ferramenta farmacológica. 

Esses resultados demonstram que mesmo havendo mudança na cadeia ou 

estrutura química, os compostos dicarboxílicos parecem modular funcionalmente os 

receptores glutamatérgicos. 

 

 

 

 

 48



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 - CONCLUSÃO 

  



 
Conclusão 

 

a) O D,L-cis-2,3-PDC inibi a ligação do [3H]-L-glutamato Na+-independente em 

receptores de membranas plasmáticas de córtex de ratos e não apresenta 

efeito sobre a ligação de [3H]-L-glutamato Na+-dependente. 

 

b) A administração intracerebroventricular de D,L-cis-2,3-PDC em camundongos 

induz convulsões tônico-clônicas generalizadas de uma maneira dose-

dependente. 

 

c) A co-administração de MK-801, um bloqueador do canal NMDA, com D,L-cis-

2,3-PDC totalmente protege os animais das convulsões induzidas por  D,L-cis-

2,3-PDC. A co-administração de DNQX, um antagonista dos receptores AMPA 

e KA, aumenta a latência para as convulsões induzidas por D,L-cis-2,3-PDC, 

mas não altera a percentagem de animais que apresentam convulsões. Estes 

resultados sugerem que o D,L-cis-2,3-PDC induz seus efeitos 

preferencialmente por meio da ativação dos receptores NMDA. 

 

d) A administração intracerebroventricular de sucinato diminui bifasicamente a 

atividade locomotora dos camundongos. 

 

e) A administração intracerebroventricular de sucinato aumenta bifasicamente a 

produção de Substâncias que reagem ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) em 

cérebros de camundongos ex vivo.  

 

f) A administração intracerebroventricular de sucinato aumenta bifasicamente a 

carbonilação de proteínas em cérebros de camundongos ex vivo. 

 

g) A co-administração de MK-801 previne a diminuição da atividade locomotora 

in vivo e o aumento da carbonilação de proteínas em cérebros de 

camundongos ex vivo. Estes resultados sugerem o envolvimento dos 

receptores NMDA no dano oxidativo induzido por sucinato. 
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