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RESUMO 
Tese de Doutorado 
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EFEITO DO MONOSSIALOGANGLIOSÍDEO GM1 
SOBRE AS ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS, 

NEUROQUÍMICAS E ELETROGRÁFICAS INDUZIDAS 
PELO ÁCIDO GLUTÁRICO E NAS DEFESAS 

ANTIOXIDANTES NO SNC DE RATOS 
 

Autora: Michele Rechia Fighera 
Orientador: Carlos Fernando de Mello 

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 12 de maio de 2006. 
 

O monossialogangliosídeo (GM1) é um componente natural de membrana plasmática 
que está envolvido no crescimento, reconhecimento e diferenciação celular, além de proteger 
o SNC da ação dos radicais livres. No presente estudo investigou-se o efeito do GM1 sobre a 
atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa 
peroxidase (GPx), assim como na quimiluminescência e capacidade antioxidante total 
(TRAP) em córtex cerebral de ratos machos adultos ex vivo e in vitro. A administração 
sistêmica de GM1 (50 mg/kg, i.p.; duas doses: 24 horas e 30 minutos antes do sacrifício) 
reduziu a quimiluminescência e aumentou significativamente a atividade da CAT ex vivo. A 
adição de GM1 (103-104 nM) ao meio de incubação diminuiu a atividade da CAT in vitro. 
Estes resultados sugerem que o efeito neuroprotetor do GM1 não é devido à ação antioxidante 
intrínseca deste glicoesfingolipídeo, mas devido ao aumento secundário das defesas 
antioxidantes e/ou uma redução da geração de radicais livres. Além disso, avaliamos se o 
GM1 tinha efeito neuroprotetor em um modelo experimental da acidemia glutárica, um erro 
inato do metabolismo caracterizado pelo acúmulo tecidual de ácido glutárico (GA) e 
alterações neurológicas, como degeneração estriatal e convulsões. A administração de GM1 
preveniu as convulsões, o aumento da produção dos marcadores do dano oxidativo 
(carbonilação protéica total e substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico - TBARS) e a 
inibição da atividade da Na+,K+-ATPase induzidas pelo GA (4 μmol/2 µl) em estriado de 
ratos. Além disso, os episódios convulsivos induzidos por GA apresentaram uma correlação 
significativa com a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase no estriado injetado, mas não 
com os níveis dos marcadores do estresse oxidativo. A adição de GM1 (50 – 200 μΜ) ao 
meio de incubação preveniu a inibição da Na+,K+-ATPase, mas não reduziu o dano oxidativo 
induzido por GA (6 mM) in vitro. A administração intraestriatal de  muscimol (46 pmol/0,5 
μl), um agonista de receptor GABAA, mas não dos antagonistas de receptores 
glutamatérgicos, MK-801 (3 nmol/0,5 μl) e DNQX (8 nmol/0,5 μl), preveniu as convulsões e 
a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase induzidas por GA. A proteção do GM1 e muscimol 
contra as convulsões induzidas por GA apresentou uma correlação significativa com a 
manutenção da atividade da Na+,K+-ATPase no estriado injetado com GA. Desde que o GM1 
e o muscimol preveniram os efeitos neurotóxicos induzidos pelo GA, investigou-se a ação do 
GM1 após a administração intraestriatal de pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista de 

  



receptores GABAA. O tratamento com GM1 preveniu as convulsões, o dano oxidativo e a 
inibição da atividade da Na+,K+-ATPase induzidas por PTZ (1,8 µmol/2 µl). Esses dados 
sugerem que a atividade da Na+,K+-ATPase e mecanismos mediados pela ativação de 
receptores GABAérgicos podem ser de grande importância para a atividade convulsiva 
induzida por GA, bem como nos mecanismos de neuroproteção induzidos pelo GM1.  
   
Palavras-chaves: Monossialogangliosídeo; radicais livres; defesas antioxidantes; Ácido 
glutárico; TBARS; carbonilação protéica; Na+,K+-ATPase, convulsões; MK-801; muscimol; 
DNQX; pentilenotetrazol. 
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 Monosialoganglioside (GM1) is a component of most cell membranes and is thought 
to play a role in development, recognition and cellular differentiation. Furthermore, GM1 is a 
neuroprotective agent that has been reported to scavenge free radicals generated during 
reperfusion and to protect receptors and enzymes from oxidative damage. In the present study 
we investigate the effect of GM1 on the catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and 
glutathione peroxidase (GSH-Px) activities, on the spontaneous chemiluminescence and total 
radical-trapping potential (TRAP) in cortex of rats ex vivo and in vitro. Systemic GM1 
administration (50 mg/kg, i.p.; twice) reduced spontaneous chemiluminescence and increased 
CAT activity ex vivo. On the other hand, GM1 (103-104 nM) reduced CAT activity in vitro. 
The other parameters were not affected by GM1 administration. These findings agree with 
the view that the antioxidant action of GM1 is not due to an intrinsic antioxidant activity of 
this glycolipid, but due to a secondary decrease of reactive species generation and/or increase 
of antioxidant defenses. Moreover, we evaluated whether GM1 could have a neuroprotective 
action on the experimental model of glutaric acidemia, an inherited metabolic disorder 
characterized by glutaric acid (GA) accumulation and neurological dysfunction, as striatal 
degeneration and convulsion. The systemic GM1 administration (50 mg/kg, i.p. twice) 
protected against the convulsions, oxidative damage markers increase (total protein 
carbonylation and thiobarbituric acid-reactive substances - TBARS) production and Na+,K+-
ATPase activity inhibition induced by GA (4 μmol/ 2 μl)  in striatum of rats. Furthermore, 
convulsive episodes induced by GA strongly correlated with Na+,K+-ATPase activity 
inhibition in the injected striatum, but not with oxidative stress marker measures. In addition, 
GM1 (50-200 μM) protected against Na+,K+-ATPase inhibition induced by GA (6 mM), but 
not against oxidative damage in vitro. Intrastriatal administration of muscimol (46 
pmol/striatum), a GABAA receptor agonist, but not glutamatergic receptor antagonists MK-
801 (3 nmol/striatum) and DNQX (8 nmol/striatum), prevented GA-induced convulsions and 
inhibition of Na+,K+-ATPase activity. The protection of GM1 and muscimol against GA-
induced seizures strongly correlated with Na+,K+-ATPase activity maintenance in the  
injected striatum with GA. Since GM1 and muscimol prevented neurotoxic effects induced 
by GA, we investigated the GM1 action after intrastriatal administration of pentylenetetrazole 
(PTZ), a GABAA receptor antagonist. GM1 treatment prevented seizures, Na+,K+-ATPase 
inhibition, and increase of TBARS and protein carbonyl induced by PTZ (1.8 μmol/striatum) 

  



in the rats striatum. Furthermore, these data suggest that Na+,K+-ATPase and GABAA 
receptor-mediated mechanisms may play important roles in GA-induced seizures and in their 
prevention by GM1. 
   
Keywords: Monosialoganglioside; free radicals; antioxidant defenses; glutaric acid; TBARS; 
protein carbonylation; Na+,K+-ATPase; seizures; MK-801; muscimol; DNQX; 
pentilenotetrazole. 
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Introdução e Objetivos 
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I. INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

Os gangliosídeos são glicoesfingolipídeos, que se localizam na parte externa das 

membranas plasmáticas, concentrando-se principalmente no sistema nervoso (Hakomori, 

1981). A utilização clínica dos gangliosídeos, especialmente do monossialogangliosídeo 

(GM1), tem sido proposta para uma grande diversidade de patologias relacionadas ao SNC 

(Schneider et al., 1994; Svemerholm 2002l). Essa diversidade de aplicações clínicas 

provavelmente está relacionada à considerável variedade de mecanismos de ação e dos 

efeitos farmacológicos promovidos por esses glicoesfingolipídios.  

Mahadik & Karpiak (1986) relataram que a administração intraperitoneal de GM1 

promove uma recuperação tanto na assimetria comportamental quanto na perda da atividade 

da Na+,K+-ATPase que se seguem à lesão da via nigroestriatal por 6-OH-dopamina em ratos. 

Outros estudos demonstraram que os gangliosídeos também protegem os neurônios após a 

hipoglicemia, mantendo os níveis de lactato por mais tempo (Zoli et al., 1990), e previne a 

morte neuronal induzida por apoptose (Ferrari et al., 1995). 

Tem sido sugerido que um possível mecanismo de neuroproteção do gangliosídeo 

GM1 também seja devido à sua ação antioxidante (Maulik et al., 1993; Fighera, et al., 2003). 

De fato, o tratamento com GM1 é capaz de proteger receptores e enzimas do dano oxidativo 

após eventos isquêmicos (Mahadick et al., 1989), além de prevenir a lipoperoxidação e as 

convulsões promovidas pela injeção intraestriatal de metilmalonato (MMA), um metabólito 

que acumula na acidemia metilmalônica, um erro inato do metabolismo (Fighera et al., 2003). 

 A acidemia glutárica tipo I (AG-I) é um outro erro inato do metabolismo 

caracterizado bioquimicamente pela deficiência da atividade da glutaril-CoA desidrogenase 

(E.C 1.3.99.7), causando um acúmulo de ácidos orgânicos, entre eles o ácido glutárico (AG), 

no sangue e no cérebro dos pacientes afetados (Goodman et al., 1995). Clinicamente, esta 

acidemia é caracterizada por alterações neurológicas, como degeneração estriatal e 

convulsões (Hoffmann et al., 2001). Embora as alterações neurológicas sejam predominantes 

na AG-I, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais o AG é neurotóxico.  

No SNC, a neurotoxicidade tem sido relacionada a um aumento na produção de 

radicais livres pelos tecidos. O cérebro é particularmente mais vulnerável a ação de radicais 

livres do que os outros tecidos devido ao seu alto consumo de O2, maior conteúdo lipídico e 

baixos níveis das defesas antioxidantes (Halliwell & Gutteridge, 1999). A liberação 

aumentada de aminoácidos excitatórios (AAE), como o glutamato, é capaz de induzir a morte 
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neuronal devido à estimulação excessiva de seus receptores e à produção de radicais livres 

(Rothman and Ohey, 1987). O AG tem estrutura semelhante ao glutamato, e assim como esse 

neurotransmissor, é capaz de induzir a despolarização neuronal devido à ativação de 

receptores glutamatérgicos (Lima et al., 1998, Kolker et al., 1999). A estimulação excessiva 

desses receptores pode induzir a um aumento do Ca2+ intracelular. Essa cascata de eventos 

pode ativar um grande número de toxinas envolvidas no fenômeno da neurotoxicidade, 

dentre as quais o radical hidroxil (·OH), um dos mais potentes radicais livres envolvido em 

diversas doenças neurodegenerativas, como Parkinson, Huntigton, Alzheymer e 

esquizofrenia (Mahadik and Mukherjee, 1996). O radical ·OH é capaz de reagir com 

fosfolipídeos e proteínas de membrana, induzindo a uma lipoperoxidação e á oxidação 

protéica, e provavelmente, à morte neuronal (Mahadik and Mukherjee, 1996), assim como é 

capaz de reduzir a atividade de enzimas antioxidantes e da Na+,K+-ATPase in vitro (Maulik 

et al., 1993; Puntarulo, et al., 1999).  Recentes estudos mostraram que o AG aumenta a 

produção de radicais livres e inibe a atividade de enzimas antioxidantes e da Na+,K+-ATPase 

no cérebro de ratos in vitro (Oliveira Marques et al., 2003). Embora tenha sido proposto que 

o estresse oxidativo esteja envolvido nas alterações neurológicas da AG-I, ainda são escassos 

na literatura estudos que investiguem a especificidade dos mecanismos de ação do AG nas 

convulsões e na atividade da Na+,K+-ATPase, bem como seus efeitos na lipoperoxidação e 

carbonilação protéica no estriado de ratos. Além disso, dada à capacidade neuroprotetora do 

GM1 em vários modelos de neurotoxicidade, e a escassez de medidas terapêuticas efetivas da 

acidemia glutárica, torna-se importante determinar se a administração de GM1 previne as 

alterações comportamentais, neuroquímicas e eletrográficas induzidas pelo AG e, se esse 

gangliosídeo altera a atividade das enzimas antioxidantes no SNC de ratos. 
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Revisão de Literatura 
 

II-REVISÃO DE LITERATURA 
 

II.1. Gangliosídeos 

II.1.1. Estrutura química e nomenclatura 

 
 Os gangliosídeos são glicoesfingolipídios cujo componente característico da molécula 

é o ácido siálico. O número de resíduos de ácido siálico por molécula de gangliosídeo varia de 

1 a 7. No que diz respeito aos gangliosídeos cerebrais, o ácido siálico mais abundante é o N-

acetil-neuramínico (Yu & Saito, 1989). Os resíduos de ácido siálico se encontram unidos a 

oligossacarídeos neutros através de ligações β-glicosídicas, sendo que estes resíduos de 

açúcares neutros podem ser a glicose, galactose, N-acetilglicosamina e fucose (Tettamanti & 

Riboni, 1993).  

Baseando-se em sua composição oligossacarídica neutra, os gangliosídeos são 

classificados em diferentes séries (gala, hemato, ganglio, neolacto, globo, isoglobo), sendo 

que os gangliosídeos que predominam no tecido nervoso pertencem à série gânglio. A porção 

oligossacarídica liga-se, por meio de uma ligação β-glicosídica, a uma ceramida, constituída 

de uma cadeia longa de ácido graxo e uma esfingosina, que estão unidas por uma ligação 

amida (Tettamanti & Riboni, 1993). 

Atualmente, a nomenclatura utilizada para designar os diferentes tipos de 

gangliosídeos é aquela proposta por Svennerholm (1963). Segundo essa classificação, os 

gangliosídeos são designados pela letra G seguida de M (monossialo-), D (dissialo-), T 

(trissialo-), Q (tetrassialo), P (pentassialo-), H (hexassialo-) ou S (heptassialo-) de acordo com 

o número de resíduos de ácido siálico (1 a 7, respectivamente) seguido de um número, que, 

por convenção, é a subtração da quantidade de resíduos de açúcares neutros presentes na 

molécula do número 5. Finalmente, adiciona-se a letra a ou b para indicar a configuração do 

isômero quando for o caso. Assim, o GM1, é constituído por um resíduo de ácido siálico e 

quatro açúcares neutros (Figura 1). 
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Figura 1 - Estrutura Química do Monossialotetra-hexosilgangliosídeo 

 

II.1.2. Localização 

 

Os gangliosídeos são componentes das membranas plasmáticas, localizando-se 

principalmente na parte externa dessas membranas (Hakomori, 1981). Os gangliosídeos estão 

presentes nas membranas de todos os tecidos de vertebrados (Ledeen & Yu, 1982), 

concentrando-se no sistema nervoso (Wiegandt, 1985), onde representam cerca de 10% do 

conteúdo total de lipídios (Ledeen, 1984). No cérebro de mamíferos os gangliosídeos 

predominantes são o GM1, o GD1a, o GD1b e o GT1b, os quais correspondem de 80 a 90% 

do total de gangliosídeos (Ando et al., 1978). 

No tecido nervoso dos vertebrados, os gangliosídeos estão localizados 

assimetricamente na camada externa da membrana plasmática, com a porção oligossacarídica 

exposta na superfície extracelular e a porção ceramida inserida na membrana, em contato com 

os vários componentes lipídicos e protéicos da membrana (Tettamanti & Riboni, 1993).  

Devido a essa distribuição assimétrica, e também à sua diversidade química, os gangliosídeos 

estão sujeitos a interações com moléculas sinalizadoras extracelulares (Dal Toso et al., 1988). 

Entretanto os gangliosídeos também podem estar localizados dentro de estruturas na 

membrana celular. Essas estruturas podem ser isoladas porque elas são insolúveis em 
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detergente à 4ºC e, são chamadas de domínios de membrana resistentes a detergente, ou 

ainda, de microdomínios enriquecidos de glicoesfingolipídeos (MEG). A toxina da cólera e 

anticorpos contra gangliosídeo também tem sido usados para separar os MEG de diferentes 

composições de gangliosídeos. Exemplos de MEG ricos em GM1 e GM3 foram descritos na 

literatura. Além disso, muitos componentes de vias de transdução de sinal também estão 

localizados nos MEG (Miljan e Bremer, 2002). A habilidade para identificar e isolar esses 

MEG de diferentes composições pode auxiliar a responder muitas questões biológicas, 

incluindo aquelas relacionadas a transdução de sinal no sistema nervoso.   

Embora estejam presentes em toda a superfície neuronal, os gangliosídeos se 

encontram mais concentrados na região sináptica (Hansson et al., 1977; Yu & Saito, 1989), 

sendo sintetizados no corpo celular do neurônio e posteriormente transferidos para locais 

apropriados pelo sistema de transporte axonal (Forman & Ledeen, 1972). Uma pequena 

quantidade dessas substâncias, portanto, localiza-se intracelularmente, em parte ligada às 

organelas responsáveis pelo transporte intracelular e metabolismo e em parte ligada a 

carreadores protéicos solúveis (Sonnino et al., 1979). 

 

II.1.3 Gangliosídeos endógenos 

 
As altas concentrações de gangliosídeos no tecido nervoso, em comparação a outros 

tecidos, sugerem que esses compostos sirvam a um propósito específico neste tecido 

(Svennerholm, 1980). Diversas ações foram sugeridas para os gangliosídeos endógenos, e 

acredita-se que eles exerçam seu papel biológico basicamente por meio de dois tipos de 

funções: (1) como receptores, podendo interagir com outras células, com a matriz extracelular 

ou com substâncias exógenas e (2) como moduladores de proteínas funcionais de membrana, 

tais como receptores de fatores tróficos e transportadores (Hakomori et al., 1990).  

Dentre as ações endógenas propostas para os gangliosídeos, a participação dessas 

substâncias nos processos de crescimento, reconhecimento e diferenciação celular foi sugerida 

(Hakomori, 1981). Em função do aumento significativo no conteúdo dos principais 

gangliosídeos durante alguns estágios da diferenciação neuronal, tem sido postulada uma 

necessidade funcional dessas substâncias nos processos de neuritogênese e sinaptogênese 

(Vanier et al., 1971). Assim, acredita-se que o crescimento e a maturação do SNC sejam 

particularmente influenciados por esses glicoesfingolipídios, particularmente porque que a 

concentração e a topografia de certos tipos de gangliosídeos sofrem importantes mudanças 
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durante o desenvolvimento cerebral (Karpiak & Mahadik, 1990). Nesse sentido, foi 

demonstrado que a administração de gangliosídeo facilita o aprendizado e aumenta os níveis 

de acetilcolinesterase cortical em ratos neonatos (Karpiak et al., 1984). Além disso, a 

administração de anticorpos antigangliosídeos no período perinatal resulta em déficit 

comportamental, diminuição da dendritogênese e sinaptogênese (Kasarkis et al., 1981). 

Finalmente, o fato dos gangliosídeos estarem presentes em altas concentrações nas 

terminações sinápticas levou à investigação de um possível papel dessas substâncias na 

neurotransmissão. De fato, foi verificado que os gangliosídeos localizados nos terminais 

sinápticos ligam cálcio com grande afinidade e, portanto, seriam candidatos a carreadores do 

cálcio necessário para a liberação de neurotransmissores (Svennerholm, 1980). Além disso, 

foi mostrado que os gangliosídeos GM1e GQ1b são capazes de aumentar o influxo de íons 

cálcio (Ca++) em sinaptossomas (Ando, 1997) e que o GD3 faz parte de receptores de 

neurotransmissores como a serotonina (Matinyan et al., 1989). 

 

II.1.4. Gangliosídeos exógenos  

 
Durante os últimos 15 anos muitos estudos in vitro e in vivo realizados, tanto em 

animais como no homem, têm utilizado gangliosídeos exógenos para avaliar o papel de cada 

gangliosídeo em um processo celular específico ou em uma função (Saqr et al., 1993; Vital et 

al., 1995), devido à habilidade que essas substâncias têm de ser incorporadas à membrana 

plasmática neuronal, atuando como gangliosídeos endógenos (Moss et al., 1976).  Embora 

somente 1 a 3% da dose de GM1 administrada parenteralmente ultrapasse a barreira hemato-

encefálica (Wells et al., 1996), a utilização clínica de gangliosídeos exógenos, especialmente 

do monossialogangliosídeo, tem sido proposta para uma grande diversidade de patologias 

relacionadas ao sistema nervoso: lesão de medula espinhal (Mahadik & Karpiak, 1988; 

Geisler et al., 1991), neuropatias periféricas (Schneider et al., 1994), doenças cérebro-

vasculares (Carolei et al., 1991) e doença de Parkinson (Schneider et al., 1994). 

Essa diversidade de aplicações clínicas provavelmente está relacionada à 

considerável variedade de mecanismos de ação e dos efeitos farmacológicos promovidos por 

esses glicoesfingolipídios. Estudos têm mostrado que, quando administrados em cultura de 

neurônios in vitro, os gangliosídeos promovem efeitos neuronotróficos (relacionados à 

sobrevivência e manutenção do neurônio) e neuritogênicos (que envolvem aumento no 

número, tamanho e/ou ramificação dos processos neuronais (Ledeen, 1984). As propriedades 

 8  



Revisão de Literatura 
 

neuritogênicas e neurotróficas dos gangliosídeos podem estar relacionadas à potencialização 

da ação do fator de crescimento neural (nerve growth factor - NGF) promovida por essa 

substância. O mecanismo pelo qual os gangliosídeos potencializam as ações do NGF ainda é 

controverso. Gonatas e colaboradores (1983) sugeriram que esses glicoesfingolipídios 

exerceriam seus efeitos após a internalização do NGF pela célula. Por outro lado, Mutoh e 

colaboradores (1995) verificaram que o GM1 associa-se diretamente com o receptor para 

NGF, e regula sua função. Em outro estudo foi sugerido, ainda, que além da ativação do 

receptor de NGF, o GM1 promoveria a fosforilação das proteínas de transdução de sinal 

responsivas ao NGF (Rabin & Mocchetti, 1995; Miljan e Bremer, 2002).  

Tendo em vista o efeito anti-isquêmico, um possível papel protetor dos gangliosídeos 

na neurotoxicidade por AAE e algumas neurotoxinas tem sido investigado. De fato, o GM1 

atenua a citotoxicidade promovida pelo L-aspartato em cultura de células cerebelares de ratos 

(Skaper et al., 1990) e promove a recuperação de diferentes tipos de lesão no sistema 

dopaminérgico (Toffano et al., 1983; Agnati et al., 1985; Raiteri et al., 1985; 1992).  Vários 

estudos têm mostrado os efeitos protetores do GM1 no parkinsonismo induzido por 1-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), como a restauração do conteúdo dopaminérgico 

(Hadjiconstantinou et al., 1986; Weihmuller et al., 1988; Scheneider & Yuwiller, 1989; 

Fazzini et al., 1990; Schneider, 1992; Schneider & DiStefano, 1995), a atividade da tirosina 

hidroxilase (Weihmuller et al., 1988; Hadjiconstantinou & Neff, 1990) e a recuperação do 

déficit comportamental (Weihmuller et al., 1988; Fazzini et al., 1990) secundário à injeção 

desta neurotoxina. 

Tem sido proposto que um possível mecanismo de neuroproteção do gangliosídeo 

GM1 esteja relacionado à sua ação antioxidante, tanto in vivo como in vitro (Avrova et al., 

1994; Maulik et al., 1993). De fato, o GM1 inibe a lipoperoxidação e protege receptores e 

enzimas, como a Na+,K+-ATPase, contra o dano oxidativo induzido pela isquemia (Mahadik 

et al., 1989). Entretanto, o mecanismo pelo qual o GM1 exerce seu efeito antioxidante ainda 

não está completamente esclarecido. Maulik e colaboradores (1993) sugerem que esse 

glicoesfingolipídio tem atividade antioxidante direta, já que é capaz de neutralizar a ação dos 

radicais livres, como os radicais hidroxil e superóxido, induzidos por isquemia em coração de 

ratos in vitro. Por outro lado, Fighera e colaboradores (2003) não verificaram ação 

antioxidante intrínseca do GM1, uma vez que este glicoesfingolipídeo não reduziu a 

lipoperoxidação induzida por MMA no estriado de ratos in vitro. Nesse mesmo estudo, os 

autores sugeriram que a ação neuroprotetora do GM1 poderia ser devido ao aumento 
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secundário dos níveis de ascorbato estriatal. Outra explicação seria que os efeitos 

neuroprotetores do GM1 podem ser mediados, pelo menos em parte, por tirosinas quinases 

associadas com fatores de crescimento, assim como, a proteínas quinases C e a ativação de 

fatores de transcrição (Ariga, et al., 1998).  

Além disso, o GM1 também tem sido proposto como um agente anticonvulsivante, 

desde que ele inibe a atividade epileptiforme recorrente induzida pela administração 

intracerebral de anticorpos contra gangliosídeos cerebrais (Karpiak et al., 1976; 1981) e 

atenua as convulsões induzidas pelo MMA no estriado de ratos (Fighera et al., 2003). 

Entretanto, o GM1 não altera as convulsões induzidas por estimulação elétrica em ratos 

(Albertson et al., 1987), e não está bem esclarecido se o GM1 pode prevenir as convulsões 

induzidas por outros agentes convulsivantes e se esta prevenção está relacionada com suas 

propriedades antioxidantes.  

 

II.2. Radicais Livres e Espécies Reativas 

 

II.2.1. Conceito e Formação dos Radicais Livres e Espécies Reativas 

 

Do ponto de vista químico, um RL é definido como qualquer átomo, grupo de átomo 

ou molécula capaz de existir sob forma independente e que contém um ou mais elétrons 

desemparelhados (Del Maestro, 1980; Southorn & Powis, 1988; Halliwell & Gutteridge, 

1999) (Figura 2). Portanto, os radicais livres podem ser formados pela adição ou pela perda de 

um elétron de uma substância não-radical. Entretanto, existem compostos igualmente reativos 

quanto os radicais livres que não possuem elétron não-pareado na última camada e, portanto 

não podem ser classificados como radicais livres (Dröge, 2002). Essas substâncias são 

classificadas de maneira mais ampla como espécies ativas do oxigênio (EAO) ou espécies 

ativas de nitrogênio (EAN).  

As EAO geralmente têm uma curta duração de vida e sua recombinação química é 

quase imediata. Estudos mostram que elas têm uma forte tendência para estabilizar sua órbita 

externa, captam um elétron de outro átomo ou molécula que se torna uma molécula radicalar 

(Rice-Evans & Burdon, 1993). 
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Figura 2 – Configuração eletrônica das Espécies Ativas de Oxigênio (EAO) (Halliwel & Gutteridge, 

1999). 

 

Uma fonte importante de RLs é o sistema de transporte de elétrons mitocondrial (Del 

Maestro, 1980; Southorn & Powis, 1988), sendo seu principal sítio de formação o complexo 

citocromo b-ubiquinona (Tyler, 1975). Na mitocôndria, a citocromo oxidase promove a 

redução completa de uma molécula de O2 em uma molécula de água e, para isso, são 

necessários quatro elétrons.  

O2 + 4H++4e-→ 2H2O 

Contudo, nem sempre o oxigênio origina água diretamente. Como conseqüência de 

sua configuração eletrônica, a molécula de oxigênio tem forte tendência, durante as reações, 

em receber um elétron de cada vez formando uma série de intermediários tóxicos e reativos 

(Meneghini, 1987), tais como: radical superóxido (O2
•), o peróxido de hidrogênio (H2O2), 

ambos listados na figura acima, e o radical hidroxil (•OH). O primeiro e o último destes 
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apresentam elétrons desemparelhados e são classificados como RLs. Já o H2O2 não tem 

elétrons não-pareados na última camada e é classificado como uma EAO (Fisher, 1987).  

O superóxido é o primeiro intermediário formado a partir da redução incompleta do 

oxigênio molecular na formação da H2O (Harris, 1992), e a partir dele podem se formar outras 

espécies ativas de oxigênio como o radical hidroxil e o peróxido de hidrogênio (Esterbauer et 

al., 1986). Muitos sistemas enzimáticos catalisam a redução do oxigênio à radical superóxido. 

Podemos citar como exemplos: xantina oxidase, aldeído oxidase, flavina oxidase e 

peroxidases (Fridovich, 1976, McCord, 1985). Varias outras enzimas como aquelas que 

catalisam a formação de prostaglandinas (cicloxigenases) e leucotrienos (lipoxigenases), 

também são fontes de superóxido (Machlin & Bendich, 1987) (Figura 3). 

 
Figura 3. Fontes de radicais livres e sistema de defesa antioxidante. A enzima óxido nítrico 

sintase, a cadeia de transporte de elétrons e metabolismo do ácido araquidônico são as principais 

fontes de LOO , radical peroxil; L , radical alcoxil; HETES, ácidos hidroxieicosatetraenóico; 

H4T, tetraiodobiopterina; O•
2, radical superóxido; CaM, cálcio/calmodulina; NO , oxido nítrico; 

FAD, flavina adenina dinucleotídeo; FMN, flavina mononucleotídeo. O AH-, ascorbato; AH2
-, 

radical semihidroascorbato; vitamina E•, radical tocoferil. 
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Em condições fisiológicas, o H2O2 é formado na mitocôndria em função da atividade 

metabólica (Chance et al., 1979). Tem sido mostrado que, em alguns órgãos, a atividade 

celular leva à formação de H2O2, tanto pelos peroxissomos quanto por enzimas citosólicas 

(Boveris & Chance, 1973; Chance et al., 1979). O H2O2 é gerado a partir do superóxido por 

meio de dismutação, sendo esta reação catalisada pela enzima superóxido dismutase (SOD) 

(Figura 4) (Fridovick, 1975; 1978). A isoforma da SOD presente na matriz mitocondrial é 

dependente de manganês (MnSOD), enquanto isoforma da SOD presente no citosol é a 

dependente de cobre e zinco (CuZnSOD) (Fridovich, 1978). O RL mais reativo é o •OH, que 

pode ser gerado pelo H2O2 quando reage com os íons cobre (Cu+1) ou ferro (Fe+2). Esta reação 

é conhecida como reação de Fenton (Figura 5). 

    
O2  +  H2O2  

SODO2   +  O2   +  2H+

 

Figura 4 - Dismutação do radical superóxido por ação da superóxido dismutase (SOD). 

 

H2O2  +  Cu+1

H2O2  +  Fe+2

         Cu+2  +   OH  + OH   

    Fe+3  +   OH  +  OH   

 

Figura 5 – Reação de Fenton. 

Os metais de transição podem catalisar a reação entre o H2O2 e O2
.,  levando à 

produção de radical •OH. Esta reação é conhecida como reação de Haber-Weiss, e é catalisada 

pelo cobre (II) ou ferro (III) (Figura 6), que pode ser oriundo da ferritina, hemoglobina ou 

mioglobina (Werns & Luchesi, 1990). 

H2 2O + .
OHO2

-. Cu /Fe1 2++

+ +OH- O2  

Figura 6 – Reação de Haber-Weiss 
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 As EAN também são formadas tanto no citosol como na mitocôndria, e as mais 

representativas são o óxido nítrico (NO•) e o peroxinitrito (ONOO-). O NO• é gerado a partir 

da arginina por ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS), presente no citosol e na 

mitocôndria (Riobo et al., 2002). O NO• é essencial para vasorregulação, agregação 

plaquetária e neurotransmissão, mas em excesso inibe a citocromo-c oxidase levando a 

conseqüente formação de O2
• (Forfia et al., 1999). O ONOO-, entretanto, é formado a partir 

de uma reação entre NO• e O2
• (Radi et al., 1994) e ele pode difundir-se para o meio intra ou 

extracelular e então promover a oxidação de lipídeos, proteínas e DNA (Beckman et al., 

1996). Além disso, o ONOO- pode causar inibição da cadeia respiratória levando à morte 

neuronal e produzir íons nitrônio, que são capazes de nitrificar resíduos de tirosina (Beckman 

et al., 1996).  

 Entretanto, a toxicidade exercida pelas espécies reativas não está somente relacionada 

a danos biológicos ao organismo, mas também podem exercer uma atividade benéfica, como 

na eliminação de bactérias fagocitadas através dos neutrófilos (Packer et al., 1996). 

  

II.2.2. Sistema de defesas antioxidantes contra as Espécies Ativas de Oxigênio e Nitrogênio 

 
Os seres vivos dispõem de mecanismos protetores para evitar o acúmulo de espécies 

ativas de oxigênio (Halliwell, 1994) que incluem mecanismos enzimáticos e não-enzimáticos 

(Figura 3). As principais enzimas antioxidantes são a superóxido dismutase, a catalase e a 

glutationa peroxidase. Essas enzimas evitam o acúmulo de O2
• e de H2O2, e a conseqüente 

produção de •OH, contra o qual não existe nenhum sistema enzimático de defesa. Existem 

substâncias que neutralizam ação do •OH, levando à formação de produtos menos tóxicos. As 

substâncias que neutralizam os radicais livres na fase de iniciação ou de propagação da 

lipoperoxidação, levando à formação de produtos menos tóxicos, são os denominados 

scavengers, enquanto aquelas que atuam absorvendo a energia de excitação dos RLs, 

neutralizando-os, são chamados de quenchers (Machlin & Bendich, 1987).  

As defesas não-enzimáticas incluem os antioxidantes lipofílicos (tocoferóis, 

carotenóides e bioflavonóides) e hidrofílicos (glutationa e ascorbato) (Heffner & Repine, 

1989; Cao et al., 1997; Halliwell & Gutteridge, 1999). 
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II.2.2.1. Defesas enzimáticas 

 
II.2.2.1.1. Catalase 

Esta enzima está presente em todos os tipos de células de mamíferos e está localizada, 

principalmente, num componente subcelular chamado peroxissoma. Alguns órgãos como o 

coração, músculo esquelético e cérebro contêm níveis mais baixos de catalase do que outros, 

como o fígado, e assim estão mais expostos aos danos provocados pelos RLs (Boveris & 

Chance, 1973). A atividade catalásica é a principal reguladora dos níveis intracelulares de 

H2O2 (Gaetani et al., 1989). A figura 7 mostra a decomposição do H2O2 pela catalase.  

2 H2O2 2 H2O  +  O2
CAT

 

 

Figura 7– Reação de decomposição do peróxido de hidrogênio pela catalase. 

 
 
II.2.2.1.2. Superóxido Dismutase 

 
 A superóxido dismutase (SOD) é uma enzima essencial para todas as células 

aeróbicas, pois catalisa a dismutação do radical superóxido, uma importante EAO, formando 

H2O2 e O2 (Figura 4). 

    Existem três tipos de superóxido dismutase: 

1) As que contêm cobre e zinco no sítio ativo (Cu Zn-SOD ) são encontradas no 

citoplasma em maior quantidade, mas estão presentes também nos peroxissomas, 

lisossomas e no espaço intermembranas da mitocôndria; 

2) As que contêm manganês (Mn-SOD), e estão presentes na matriz mitocondrial;  

3) As que contêm ferro, e que são encontradas em plantas e bactérias (Fridovich, 

1975; Chance et al., 1979). 

Este grupo de enzimas catalisa a reação de dois radicais superóxido, com consequente 

formação de H2O2, que é menos reativo e é degradado por outras enzimas (catalase ou 

glutationa peroxidase). Essa reação pode acontecer espontaneamente em condições 

fisiológicas, porém quando catalisada pela SOD a velocidade de dismutação é 104 vezes 

maior (Chance et al., 1979; Southorn & Povis, 1988). 
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II.2.2.1.3. Glutationa Peroxidase 

A glutationa peroxidase (GSH-Px), quando foi descoberta por Mills em 1957, era 

considerada uma enzima responsável apenas pela degradação do H2O2, tal como a catalase. 

Hoje, esta enzima, que é encontrada em muitos tecidos animais, é considerada um dos 

principais sistemas antioxidantes. A enzima reage com uma variedade de hidroperóxidos 

orgânicos assim como com o H2O2 (Wendel, 1981), e é a principal responsável pela 

degradação do peróxido de hidrogênio no sistema nervoso. 

Há dois tipos de GSH-Px: 

1) A que utiliza o selênio como cofator, encontrada tanto na mitocôndria como no 

citosol; 

2) A que não depende de selênio, encontrada no citosol e responsável pela 

metabolização de hidroperóxidos orgânicos. 

A GSH-Px catalisa a reação de hidroperóxidos com a glutationa reduzida (GSH) para 

formar glutationa oxidada (GSSG) e produto de redução do hidroperóxido (figura 8A). 

Fisiologicamente, a GSH-Px atua acoplada a enzima glutationa redutase (GR) que, por 

sua vez, catalisa redução de GSSG, usando NADPH como coenzima (Figura 8B) (Mills, 

1960; Maiorino et al., 1990). 

                   (A ) H 2O 2  +   2  G SH  G SSG   +   2  H 2OG Px

    G SSG    +   N A D PH   +   H + 2  G SH   +   N A D P +    (B )G R d

 

 

Figura 8 - (A) Reação catalisada pela GPx. O substrato também pode ser outros hidroperóxidos além do H2O2.. 

(B) Reação de redução da GSSG pela glutationa redutase, usando NADPH como coenzima. 

 

 

 

 

 16  



Revisão de Literatura 
 

II.2.2.2. Defesas não enzimáticas 

 
II.2.2.2.1. Antioxidantes hidrossolúveis  

Glutationa: é um tripeptídeo de baixo peso molecular que contém grupo tiol (-SH) e é 

substrato para a GPx (Figura 8A). A glutationa oxidada (GSSG) é reduzida a GSH pela 

enzima glutationa redutase (GRd) que utiliza NADPH para catalizar a reação (Figura 8B).  

Além de atuar como substrato para a família de GPx, a GSH previne a oxidação de 

grupos –SH de proteínas evitando a formação de pontes dissulfeto e, além disso, é capaz de 

quelar íons cobre e diminuir a produção de radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1999). 

A maior parte da glutationa livre intracelular, in vivo, está na forma reduzida (GSH) 

e na forma oxidada (GSSG), mas outra parte pode ser encontrada como dissulfetos mistos 

com outros grupos tióis (-SH), tais como a cisteína e coenzima A. A GSH é importante na 

degradação de proteínas que contém pontes dissulfeto, como a insulina. Devido as suas 

propriedades químicas, a GSH atua como nucleófilo e como um redutor efetivo que interage 

com numerosos agentes eletrofílicos e oxidantes como o H2O2, o O2
• e •OH. Talvez sua 

função mais importante seja a proteção que exerce frente ao dano oxidativo, causado por 

espécies reativas de O2 geradas durante o metabolismo normal das células. 

Ácido ascórbico (vitamina C): é capaz de neutralizar os radicais O2
• , •OH e HO2

• e 

de regenerar a vitamina E (Figura 9). Onde AH¯ representa o ascorbato, A2
• 

 indica o radical 

semihidroascorbato e vitamina E• se refere ao radical tocoferil. As propriedades antioxidantes 

do ascorbato derivam do radical semihidroascorbato, que tem baixa reatividade e pode atuar 

nas reações de dismutação interrompendo as reações em cadeia, ou então, reduzir-se 

enzimaticamente a ascorbato com baixo consumo de NADH ou GSH. A reciclagem da 

vitamina E é uma das mais importantes funções do ascorbato. 

AH    +  vitamina E vitamina E  + A2

   H2O2  +  A2

AH   +  HO2  H2O2  +  A2

AH    +  OH    H2O  +  A2     

AH    +  O2  +  H+  

  

  (A)

  (B)

(C)

(D)

 

Figura 9 – Reações de neutralização dos radicais O2
• (A), •OH (B) e HO2

• (C) e regeneração de viamina E (D). 
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II.2.2.2.2. Antioxidantes lipossolúveis 

 

Carotenos: os β-carotenos são considerados substâncias antioxidantes porque 

apresentam a capacidade de neutralizar os radicais. Eles protegem os lipídios da peroxidação 

porque neutralizam as espécies ativas de oxigênio, principalmente o 1O2 (Foote, 1979; 

Krinsky, 1979). 

 α-Tocoferol (vitamina E): é o antioxidante mais amplamente distribuído nos 

organismos vivos, encontrando-se em altas concentrações em muitos tecidos. Está associado 

às membranas como as membranas mitocondriais e retículo endoplasmático. Pode reagir tanto 

com lipoperóxidos quanto com radical alcoxil, sendo um efetivo protetor da LPO em 

membranas biológicas (Burton, 1988). A vitamina E neutraliza o 1O2, o O2
• e o HO2

• e reage 

com o OH•. Nas reações em cadeia, um radical lipoperóxido (LOO•) reage com o grupo 

hidroxifenólico da vitamina E, formando-se um lipoperóxido (LOOH) e, também, um radical 

α-tocoferil da vitamina E (vitamina E •) (Figura 10). O radical da vitamina E se converte em 

vitamina E por meio de um doador de hidrogênio que pode ser o GSH ou o ascorbato. 

LOO   +  vitamina E LOOH  +  vitamina E   
 

Figura 10 – Reação do radical lipoperóxido com vitamina E formando lipoperóxido e radical α-tocoferil da 
vitamina E.  
 

 Bilirrubina: resulta do catabolismo das hemoproteínas, estando presente na corrente 

sanguínea e nos tecidos. É um antioxidante que bloqueia as reações em cadeia (Halliwell & 

Gutteridge, 1999).       

Além desses compostos podemos citar outras substâncias com ação antioxidante 

como: proteínas séricas, transferrina, ferritina, ceruloplasmina, oligoelementos (selênio, zinco, 

manganês) e flavonóides (Halliwell & Gutteridge, 1999). 

Atualmente, a descoberta de novas substâncias com ação antioxidante tem despertado 

o interesse da medicina para o tratamento de patologias relacionadas à formação de radicais 

livres. Dentre essas substâncias está o gangliosídeo GM1 (Avrova et al., 1994), um composto 

com ação neuroprotetora em modelos animais de várias patologias relacionadas ao sistema 

nervoso (Weihmuller et al., 1988; Fazzini et al., 1990).  
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II.2.3. Radicais Livres e Sistema Nervoso Central  

Todos os tecidos dos organismos aeróbicos podem sofrer dano oxidativo, porém o 

tecido nervoso é o mais suscetível em comparação aos demais tecidos. Uma das razões é seu 

alto consumo de O2, já que é responsável por aproximadamente 20% do consumo basal de O2 

corporal (Halliwell & Gutteridge, 1999). Assim, o alto consumo de O2 pode resultar em um 

aumento da formação de O2
•. Além disso, outros fatores também contribuem para tornar o 

cérebro vulnerável às reações de oxidação, tais como: 

1) É relativamente deficiente em defesas antioxidantes; 

2) A ativação da óxido nítrico sintase neuronal (NOS) e formação de NO  devido a 

um aumento dos níveis de  Ca2+ intracelular (Kowaltowski et al., 2001; Souza et 

al., 2003). 

3) Contém altas concentrações de lipídios poliinsaturados, que servem como 

substrato para peroxidação lipídica (Wajner et al., 2004); 

4) Em regiões específicas do cérebro (substância nigra, caudato, putamen e globus 

pallidus) o ferro encontra-se presente em altas concentrações, o que favorece a 

lipoperoxidação e a autooxidação de neurotransmissores devido ao OH  formado 

na reação de Fenton (Wajner et al., 2004).  

 

II.2.4. Reatividade das espécies ativas de oxigênio em sistemas biológicos 

 

As ERs são necessárias para o funcionamento normal do organismo e são 

continuamente produzidas e neutralizadas pelo sistema de defesa antioxidante. Entretanto, 

quando as espécies reativas são produzidas em altas concentrações ou quando as defesas 

antioxidantes são deficientes, elas podem causar prejuízo na função celular, apoptose e 

necrose (Bergendi et al., 1999), caracterizando o “estresse oxidativo”. Esse desequilíbrio entre 

a produção celular de ERs e as defesas antioxidantes pode representar um mecanismo 

fundamental para as doenças em seres humanos (Halliwell and Gutteridge, 1999). De fato, há 

estudos que mostram uma redução nos níveis das defesas antioxidantes no sangue de 

pacientes epilépticos e em modelos experimentais de acidemias orgânicas (Ogunmekan et al., 

1979; Fighera et al., 2003; Patel et al., 2004; Sudah et al., 2004; Royes et al, 2005). 

 Existem muitos métodos de estudo para detectar a produção de ERs. No entanto, todos 

eles possuem algum grau de limitação devido à alta reatividade dos radicais formados e/ou a 

sua migração para pontos distantes. A geração de ERs pode ser medida por vários métodos, 
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entre eles, quimioluminescência, peroxidação lipídica e carbonilação protéica (Brown & 

Kelly, 1996). 

 

II.2.4.1. Oxidação de proteínas 

 
 A determinação de grupos carbonil nas proteínas oxidadas tem se tornado um dos 

métodos bioquímicos mais utilizados na investigação do dano oxidativo protéico (Pratico e 

Delanty, 2000). As proteínas de membrana podem sofrer modificações de grupos tióis e 

nitrosilação de grupos fenólicos acarretando na fragmentação na cadeia polipeptídica. 

Particularmente, os aminoácidos histidina, arginina e lisina são os principais alvos das EAO 

para a produção de grupos carbonil (>C–O). O conteúdo de grupos carbonil nas proteínas 

pode ser medido após a reação deste grupo com 2, 4-dinitrofenil-hidrazina (Praticò & 

Delanty, 2000) para formar 2,4-dinitrofenil-hidrazona, que pode ser detectada e quantificada 

espectrofotometricamente ou imunoquimicamente (Levine et al., 2002). 

 As alterações que ocorrem nas proteínas de membrana podem modificar o transporte 

de íons e aumentar os níveis de Ca2+ intracelular (Dawson & Dawson, 1996). Além disso, a 

modificação oxidativa das proteínas por EAO implica na etiologia ou progressão de várias 

doenças (Levine et al., 2002). A oxidação de proteínas, um dos marcadores de estresse 

oxidativo do cérebro, está aumentada na neurodegeneração relacionada com a idade, ou em 

modelos experimentais de doenças neurodegenerativas, como nas doenças de Alzheimer, 

Huntington e Parkinson (Butterfield & Kanski, 2001), assim como em modelos de convulsões 

induzidos por pentilenotetrazol (PTZ) (Oliveira et al., 2004) e MMA (Ribeiro et al., 2005).  

 

II.2.4.2. Lipoperoxidação 

 
 Por serem formadas em grande parte por lipídios insaturados e proteínas, as 

membranas são particularmente vulneráveis ao ataque oxidativo (Halliwell, 1994). Esses 

lipídios poliinsaturados reagem com as espécies reativas formando hidroperóxidos lipídicos 

(Halliwell, 1994).  

Quimicamente, o processo de lipoperoxidação (LPO) consiste de reações em cadeia e 

classicamente são divididas em três fases: reação de iniciação, reação de propagação e reação 

de terminação. Nas reações de iniciação, um RL é formado de uma espécie química não-

radical livre estável: 
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RH           R + H

 Nas reações de propagação, também chamadas de reação central, um RL reage com 

uma molécula estável originando outro RL como produto: 

R  + O2         ROO•

ROO• + RH         ROOH + R

Nas reações de terminação, dois RLs anulam seus elétrons solitários formando um 

produto estável (Boveris, 1998). 

ROO  + R           ROOR 

R  + R         R – R 

 

A LPO é um processo fisiológico contínuo que ocorre nas membranas celulares. Além 

de ser um fator de renovação da membrana, este processo é essencial na síntese de 

prostaglandinas e leucotrienos, bem como na fagocitose e pinocitose (Halliwell & Gutteridge, 

1999). Por outro lado, esse processo pode se tornar tóxico quando as defesas antioxidantes são 

insuficientes ou quando há intensa produção de espécies reativas. O ataque das espécies 

reativas pode oxidar as múltiplas cadeias laterais de ácidos graxos a lipoperóxidos, 

danificando proteínas de membrana e, assim afetar vários processos fisiológicos pela 

alteração da estrutura da membrana, tais como a permeabilidade, a fluidez e a função 

(Meerson et al., 1982; Halliwell & Gutteridge, 1990; Halliwell, 1992; 1994). A LPO produz 

aldeídos, gases hidrocarbonados e vários resíduos químicos, como o malondialdeído (MDA), 

dienos conjugados, acroleína e 4-OH-2-trans-nonenal (HNE). Assim, a peroxidação lipídica 

pode ser estimada pela medida de seus produtos e é utilizada para medir indiretamente a 

produção de RLs (Punchard & Kelly, 1996).  Vários estudos têm utilizado a técnica de 

TBARS como medida indireta de liperoxidação (Fighera et al., 2003; Malfatti et al., 2003; 

Marisco et al., 2003; Royes et al., 2003; Ribeiro et al., 2005). O TBARS é um método que 

mede a peroxidação de lipídeos pela reação do ácido tiobarbitúrico com o MDA, que é um 

biomarcador de estresse oxidativo e, é um dos últimos produtos liberados no processo de LPO 

e causa dano celular (Brown & Kelly, 1996). De fato, estudos mostraram que a LPO também 

está envolvida em alterações na atividade da bomba de Na+ e K+ (Morel et al., 1998; Jain & 

Lim 2001; Kaur et al., 2001). 
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II.2.4.3. Na+, K+-ATPase  

 
A Na+,K+-ATPase é uma enzima de membrana plasmática responsável por manter a 

homeostase celular. Esta enzima utiliza adenosina trifosfato (ATP) para exportar 3 íons Na+ 

para o meio extracelular e importar 2 íons K+ para o meio intracelular, e Mg2+ como cofator 

(Jorgensen, 1986).  

A atividade da Na+,K+-ATPase pode ser regulada por vários fatores, entre eles estão 

os glicosídeos cardíacos como a ouabaína e a digoxina (Rose & Valdes, 1994) e algumas 

condições patológicas, como as doenças cardiovasculares, metabólicas e neurológicas 

(Clerico Et Al., 1990;  El-Mallakh et al., 1993; Smith et al., 1993). Além disso, a atividade da 

Na+,K+-ATPase é modulada por agentes que ativam a proteína quinase G, como o GMPc, NO 

e CO, assim como por fosforilação/desfosforilação e pela proteína quinase C (PKC) (Muriel 

and Sandoval, 2000; Muriel et al., 2003; Barriviera et al., 2005).  

Assim, como foi citado anteriormente, pode-se afirmar que a bomba de sódio é 

fundamental para a manutenção do potencial de membrana de repouso e para a propagação 

do impulso nervoso. O mau funcionamento desta enzima ocasiona um aumento ou uma 

diminuição da excitabilidade neuronal, dependendo do grau de inibição apresentado (Grisar 

et al., 1983).  

Neurônios epilépticos exibem oscilações no potencial de membrana, com 

prolongadas despolarizações, hiperpolarizações e disparos neuronais repetitivos. Estas 

alterações podem ser decorrentes de danos na permeabilidade da membrana ou de mau 

funcionamento do sistema de transporte de cátions através da membrana (Harmony et al., 

1968). Em pacientes epilépticos, observa-se um decréscimo da atividade da Na+-K+-ATPase 

no tecido cerebral (Grisar et al., 1986). De acordo com alguns autores, a atividade da Na+-K+-

ATPase em córtex epiléptico pode estar reduzida, resultando em falha na remoção do Na+ 

intracelular e K+ do espaço extracelular (Pedley et al., 1975; Fisher et al., 1976) e facilitando 

a propagação da onda de despolarização (Grisar et al., 1986). Por outro lado, Bignami e 

colaboradores (1966) encontraram uma atividade aumentada da Na+-K+-ATPase em modelos 

de epilepsia.  

Existem algumas evidências de que os radicais livres podem estar relacionados com 

a morte neuronal (Dawson & Dawson, 1996) e com a inativação da Na+-K+-ATPase, uma vez 

que a produção de radicais livres se dá principalmente durante a reperfusão em cérebros 

isquemiados (Mishra et al., 1989; Huang et al., 1992). Como a Na+-K+-ATPase é uma 
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proteína integral de membrana, ela é um alvo fácil ao ataque dos radicais livres na membrana 

lipídica, principalmente no cérebro, uma estrutura rica em ácidos graxos poliinsaturados, os 

quais são altamente suscetíveis à LPO. Pierre e colaboradores (1999) mostraram que 

mudanças na atividade da Na+,K+-ATPase são acompanhadas por aumento do nível de MDA, 

um produto final da LPO.  

Além disso, foi demonstrado que o tratamento com ascorbato previne a inibição da 

Na+,K+-ATPase e reduz a carbonilação protéica em um modelo experimental de epilepsia 

(Oliveira et al., 2004). De fato, o tratamento com antioxidantes, como o GSH, é capaz de 

prevenir a inibição da Na+,K+-ATPase induzida pelo ácido glutárico e metilmalônico in vitro 

(Wyse et al., 2000; Kolker et al., 2002).  Interessantemente, Shaheen e colaboradores (1996) 

observaram uma correlação positiva entre o aumento da LPO (induzida por hipóxia) e a 

ativação da Na+,K+-ATPase e enzimas antioxidantes (GSH e SOD). Estes achados sugerem 

que os RLs podem modular a atividade da Na+,K+-ATPase de maneira complexa, causando 

tanto inibição como ativação da enzima. 

 

 

II.2.5. Relação das Espécies Reativas e Erros Inatos do Metabolismo 

 

Há várias evidências que mostram o envolvimento da geração de espécies reativas em 

várias doenças neurodegenerativas e o aumento dos parâmetros do estresse oxidativo no cérebro 

desses pacientes, incluindo níveis aumentados de MDA, HNE e oxidação proteíca de grupos 

carbonil e 3-nitrotirosina, assim como concentrações reduzidas dos antioxidantes não-enzimáticos 

GSH e ascorbato e das enzimas antioxidantes CAT e GSH-Px (Jenner and Olanow, 1996; Liu et 

al., 1999; Perry et al., 2003). Além disso, estudos têm mostrado a relação do estresse oxidativo 

com um considerável número de erros inatos do metabolismo, incluindo as acidemias glutárica 

tipo I (GA-I), propiônica e metilmalônica (Fighera et al., 1999; 2003; Oliveira Marques et al., 

2003; Royes et al., 2005).  

 

 

II.3. Erros Inatos do Metabolismo 

 

           Erros inatos do metabolismo (EIM) são distúrbios hereditários, resultado de 

deficiências em atividades enzimáticas, o que ocasiona um bloqueio de diversas rotas 

metabólicas. Esse bloqueio, além de induzir um acúmulo de substâncias tóxicas e/ou a falta de 
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substâncias essenciais, pode gerar distúrbios no desenvolvimento físico e mental (Fenton & 

Rosenberg, 1995). No início do século XX, Archibald Garrod empregou o termo EIM para se 

referir às situações clínicas que ele acreditou serem conseqüentes de defeitos em vias 

metabólicas. A primeira doença estudada foi a alcaptonúria, que leva à artrite e se caracteriza, 

bioquimicamente, pelo aumento da excreção de ácido homogentísico. Atualmente, o termo 

EIM se aplica a um grupo de doenças geneticamente determinadas, e que, geralmente, 

ocasiona deficiência em alguma atividade enzimática em uma via metabólica que está 

envolvida na síntese (anabolismo), transporte ou na degradação (catabolismo) de uma 

substância. A medida que se aprofunda o conhecimento científico, aumenta o número de erros 

inatos conhecidos, que hoje ultrapassam 500.  

  Apesar de serem eventos raros, os EIM representam um problema de saúde importante 

e seu diagnóstico, freqüentemente, se constitui em desafio para o clínico. Em algumas 

populações e grupos étnicos isolados, certos erros do metabolismo, bastante raros na 

população geral, podem ser extremamente freqüentes. Como exemplos, temos as doenças de 

Tay-Sachs e Gaucher entre os judeus originários do Leste europeu, conhecidos como 

“ashquenazim”, e a tirosinemia tipo I nos canadenses de ascendência francesa. A 

consangüinidade é um fator que aumenta consideravelmente o risco de qualquer doença 

genética de herança recessiva, inclusive os EIM. 

 

Frequência estimada de alguns erros inatos do metabolismo 

Fenilcetonúria (caucasianos)  1/15.000 

Acidemia glutárica tipo I  1/30.000 

Homocistinúria  1/100.000 

Acidemia metilmalônica  1/100.000 

 

Em 1980, Chalmers e colaboradores observaram uma prevalência maior de acidemias 

orgânicas do que de aminoacipatias, até então os EIM mais estudados, em pacientes 

hospitalizados. De fato, em função dos progressos feitos no campo do diagnóstico dos erros 
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inatos do metabolismo, evidenciou-se que as acidemias orgânicas são, realmente, os erros 

inatos mais freqüentes na população (Goodman & Frerman, 2001; Wajner et al., 2001).  

 

II.4. Acidemia Glutárica  

 
  A acidemia glutárica tipo I (AG-I) é um erro inato do metabolismo que foi descrito 

pela primeira vez por Goodman e colaboradores em 1977. Esta acidemia é caracterizada 

bioquimicamente pelo aumento de AG, glutacônico e 3-OH-glutárico (3-OH-AG) no sangue, 

urina e no cérebro dos pacientes afetados, devido à deficiência na atividade da enzima 

glutaril-CoA desidrogenase (E.C 1.3.99.7) (Goodman et al., 1996). Esta enzima mitocondrial 

está envolvida na degradação dos aminoácidos L-triptofânio, L-hidróxi-lisina e da L-lisina, e 

converte glutaril-CoA em crotonil-CoA (Goodman & Frerman, 2001- Figura 11). 

 

  

 
Figura 11. Metabolismo da enzima glutaril-CoA desidrogenase: enzima responsável pela conversão do 

glutaril CoA a crotonil CoA na rota de degradação dos aminoácidos lisina, hidróxi-lisina e triptofânio (Adaptado 

de Goodman & Frerman, 2001). 
 . 
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 O grau de deficiência da enzima não está correlacionado com a intensidade dos 

sintomas apresentados pelos pacientes, assim como a excreção do AG pode ser normal em 

pacientes que apresentam sintomas graves. Entretanto, a produção aumentada de AG leva à 

acidose metabólica (Goodman & Frerman, 2001).  

 Os sinais e sintomas da doença variam em gravidade, de acordo com a idade que se 

instala o distúrbio metabólico (Kölker et al., 2000). Os sinais clínicos iniciam de maneira 

súbita, geralmente entre 2 a 37 meses de idade, após um período de desenvolvimento normal 

(Goodman & Frerman, 2001). Entretanto a macrocefalia, um dos achados clínicos mais 

frequentes, geralmente está presente ao nascimento (Goodman & Frerman, 2001).  A 

concentração de AG no cérebro dos pacientes afetados é de 1.04 -21 mmol/g e de 0.3-0.7 

mmol/g para o 3-OH-AG (Goodman et al., 1977). 

 Patologicamente esta acidemia é caracterizada principalmente por degeneração 

estriatal (Kylerman et al., 1994; Goodman et al., 1996) e os pacientes não tratados apresentam 

lesão irreversível de regiões do cérebro como o estriado e o córtex, resultando em discinesia e 

distonia muscular (Figuras 12 e 13). O tônus muscular apresenta-se geralmente 

comprometido, e a hipotonia se acentua após crises de descompensação metabólica. As 

manifestações neurológicas progridem lentamente com as crises encefalopáticas (convulsões 

e coma) (Hoffmann et al., 2001; Barreiro et al., 2004). 

 O quadro laboratorial caracteriza-se, principalmente, por acidose metabólica, 

hipercetonemia, hiperamonemia, hipoglicemia, neutropenia e trombocitopenia (Goodman & 

Frerman, 2001). 

 

 

 

 
              

Figura 12. Movimentos distônicos de membros 
inferiores (extraído de Barreiro et al., 2004). 

Figura 13. Discinesia facial (extraído de 
Barreiro et al., 2004). 
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 Exames de ressonância magnética nuclear e tomografia computadorizada do cérebro 

dos pacientes mostram dilatação dos ventrículos laterais, atrofia cortical e degeneração dos 

núcleos caudado e putâmen (Figura 14 - Hoffmann et al., 1991; Twomey et al., 2003). 

  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
Figura 14. Ressonância nuclear magnética de crânio: a) aumento da intensidade do sinal nos 
núcleos caudato e putamen; b) dilatação de ventrículos cerebrais (extraído de Twomey et al., 
2003). 

 

 
 Embora os sintomas neurológicos sejam predominantes, a causa da degeneração neuronal, 

principalmente dos gânglios da base, permanece desconhecida (Goodman & Frerman, 2001). 

Entretanto, foi demonstrado que o AG é tóxico em culturas neuronais (Whetsel et al., 1984), e que 

a degeneração estriatal poderia ser devido à ação tecidual direta do ácido ou de outro metabólito 

da rota afetada (Goodman & Frerman, 2001).  

 

II.4.1. Excitotoxicidade na Acidemia Glutárica 

 

 Embora as alterações neurológicas sejam predominantes na AG-I, pouco se sabe sobre o 

mecanismo pelo qual o ácido glutárico é neurotóxico. Estudos mostraram que a administração 

intraestriatal de AG e 3-OH-AG induzem convulsões em ratos por mecanismos GABAérgicos e 

glutamatérgicos (Lima et al., 1998; de Mello et al., 2001) e que o AG inibe a recaptação de 

 27  



Revisão de Literatura 
 

glutamato em sinaptossomas de ratos (Porciúncula et al., 2000), sugerindo a participação de  

eventos excitotóxicos nas alterações neurológicas características da AG-I. 
 
 
 
II.4.2. Modulação do Sistema GABAérgico 

 

Um dos primeiros mecanismos propostos de fisiopatologia da AG-I foi baseado na 

inibição competitiva da glutamato descarboxilase (EC 4.1.1.15), enzima que catalisa a conversão 

do glutamato a GABA, pelo AG (Ki: 1.3x10-3 M), 3-OH-AG e ácido glutacônico (Stokke et al., 

1976), sugerindo que o desequilíbrio na produção de GABA poderia ser uma das causas da 

neurodegeneração apresentada pelos pacientes glutaricoacidêmicos (Wajner et al., 2004). 

Entretanto, a redução nas concentrações de GABA no estriado foi descrita somente em um 

paciente com AG-I (Leibel et al., 1980). Embora esses resultados revelem um envolvimento do 

sistema GABAérgico nas alterações neurológicas presentes na AG-I, estes dados não podem 

determinar se a causa dessa redução é devido à perda dos neurônios GABAérgicos estriatais 

durante as crises encefalopáticas, ou se é devido à redução na produção de GABA nos gânglios 

basais (Wajner et al., 2004).  

Lima e colaboradores (1998) mostraram que a injeção intraestriatal de AG induz 

convulsões em ratos, e que elas são atenuadas pela pré-administração de muscimol, um 

agonista de receptores GABAA, sugerindo a participação dos receptores GABAérgicos nas 

convulsões induzidas por aquele ácido orgânico. De fato, foi evidenciado o envolvimento do 

sistema GABAérgico em um modelo experimental de epilepsia, desde que a redução do 

conteúdo de GABA ou a inibição da glutamato descarboxilase poderia, além de facilitar o 

aparecimento de convulsões, estar relacionado com a produção de EAO (Halliwell e 

Guteridge, 1999). Além disso, estudos mostraram o envolvimento das EAO nas convulsões 

induzidas por antagonistas de receptores GABAA (Rauca et al., 1999; Gupta et al., 2003), uma 

vez que essa atividade epileptiforme foi inibida por antioxidantes como a glutationa (Abe et 

al., 2000), α-tocoferol e catalase (Kaayci et al., 2002).  

 

II.4.2. Modulação do Sistema Glutamatérgico  

 

Enquanto o 3-OH-AG induz dano neuronal devido à ativação de receptores NMDA 

(Kolker et al., 2000; 2001), inibição dos complexos II e IV da cadeia respiratória e depleção de 

fosfato de creatina (Ullrich et al., 1999), os efeitos tóxicos do AG ainda não foram esclarecidos 

 28  



Revisão de Literatura 
 

(Kolker et al., 2000; Bjugstad et al., 2001). Estudos mostraram que o AG (1-10 mM) é capaz de 

inibir a captação de glutamato em sinaptossomas (Bennet et al., 1973; Porciúncula et al., 2000) e 

a ligação desse neurotransmissor aos seus transportadores no córtex cerebral de ratos 

(Porciuncula et al., 2000). Estes dados sugerem que a inibição da captação de glutamato em 

sinaptossomas está provavelmente associada com a ligação do AG aos sítios de transporte 

daquele neurotransmissor. Entretanto, o AG em baixas concentrações (1-100 nM) estimula a 

ligação do glutamato aos receptores AMPA e metabotrópicos, mas não ao receptor 

glutamatérgico do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e de cainato no córtex cerebral de ratos 

(Porciúncula et al., 2004). Estes dados estão de acordo com o estudo de Lima e colaboradores 

(1998) que mostraram que o comportamento rotacional induzido pela administração intraestriatal 

de AG em ratos é prevenido por um antagonista de receptores AMPA, o DNQX, mas não por 

MK-801, um antagonista do receptor NMDA. O AG pode causar lesão em culturas 

corticoestriatais antes da sinaptogênese, ao contrário dos ácidos quinolínico e cainato, que 

necessitam de sinapses estabelecidas para exercerem seus efeitos excitotóxicos (Whetsell and 

Schwarcz 1983). Estes estudos sugerem um papel importante na expressão e função de 

subunidades específicas dos receptores de glutamato na neuropatogênese da AG-I. 

Além disso, a inibição do complexo II da cadeia respiratória e a inibição da Na+,K+-

ATPase pelo AG (demonstradas in vitro) podem causar déficit energético e ativação secundária 

dos receptores glutamatérgicos (Kölker et al., 2002).  

Contudo, ainda não está definido se uma disfunção dos sistemas GABAérgico e 

glutamatérgicos pode estar envolvida com as convulsões e a lesão estriatal evidenciadas nos 

pacientes com acidemia glutárica e, se esses eventos podem estar relacionados com a 

formação de espécies reativas. 

 

II.5. Excitotoxicidade, formação de espécies reativas e convulsões 

 

Apesar da transmissão GABAérgica e glutamatérgica serem fundamentais para os 

processos fisiológicos, sabe-se que um desequilíbrio nos neurotransmissores inibitório e 

excitatório, pode favorecer uma ativação supra-fisiológica dos receptores glutamatérgicos 

causando morte neuronal e um aumento na produção de espécies reativas. Esse processo é 

chamado de excitotoxicidade (Fenton & Rosenberg, 1995; Patel, 2004).  

          O termo excitotoxicidade foi inicialmente usado para descrever um aumento na 

ativação de receptores glutamatérgicos via administração de altas doses de glutamato exógeno 

(Olney & Ho, 1970). Após a descoberta de que antagonistas glutamatérgicos poderiam 
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proteger contra a perda neuronal induzida por diversos insultos neurológicos, como isquemia 

e hipóxia, passou-se a admitir que o glutamato endógeno pudesse ser mediador de processos 

excitotóxicos quando em altas concentrações na fenda sináptica (Obrenovitch, 1999; 

Obrenovitch et al, 2000).  

A neurotoxicidade induzida pelo glutamato pode ter como causa: i) uma redução na 

transmissão GABAérgica;  ii) aumento na concentração de glutamato no meio extracelular 

(aumento na liberação ou redução da captação); iii) uma hipersensibilidade dos receptores ao 

glutamato devido a uma perda na seletividade iônica, aumento na densidade ou anormalidades 

na modulação; e/ou iv) deficiência no metabolismo energético e nas defesas antioxidantes 

(Rothsthein et al, 1992; Battaglioli et al, 1993; Greene & Greenamyre, 1996; Robinson & 

Dowd, 1997).   

Neste contexto, uma estimulação excessiva de receptores glutamatérgicos, induz a 

perda do equilíbrio do Ca2+ intracelular. O aumento da concentração de Ca2+ intracelular 

provoca um aumento na produção de RLs, disfunção mitocondrial, e conseqüente diminuição 

na produção de energia (Gunter et al, 1994; Dugan et al, 1995; Coyle & Puttfarcken, 1993).  

Nesse contexto, a excitotoxicidade também tem sido relacionada a um aumento na produção 

de espécies reativas (Patel, 2004). 

Estudos mostraram que algumas acidemias orgânicas, principalmente àquelas 

associadas à disfunção mitocondrial, estão relacionadas com a produção de RLs e a inibição 

de várias enzimas importantes para o metabolismo energético, como a aconitase e a Na+,K+-

ATPase (Castro et al., 1994; Radi et al., 1994; Schapira et al., 2002; Wyse et al., 2002). Há 

evidências de que a depleção energética induzida por alguns ácidos orgânicos, como MMA e 

AG, desencadeie a despolarização neuronal e o dano celular por falência na atividade de 

ATPases de membranas (McLaughlin et al, 1998; Silva et al., 2000; Malfatti et al., 2003). De 

fato, a depleção energética aumenta a liberação de glutamato não só por mecanismos 

dependentes de cálcio (por despolarização da membrana), mas também pela inibição e/ou 

reversão de mecanismos de recaptação deste aminoácido excitatório na pré-sinapse e nas 

células gliais, levando a um aumento de glutamato na fenda sináptica (Madl & Burgesser, 

1993) e, a ativação secundária dos receptores glutamatérgicos subtipo NMDA e 

AMPA/cainato (Zeevalk et al., 1992, 1998).  

 O GABA também pode ter um papel crucial na despolarização neuronal e formação de 

RLs. O bloqueio do receptor GABAA resulta em uma redução do influxo de íons Cl- e facilita 

a despolarização da membrana e, assim, o influxo de Ca2+ através de canais associados ao 

receptor NMDA (Sankar et al., 1997). A despolarização da membrana pós-sináptica leva à 
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saída do íon Mg2+, que bloqueia o canal do receptor NMDA de maneira dependente de 

voltagem, e permite a entrada de íons Na+ e Ca2+ para o meio intracelular (McDonald & 

Schoepp, 1993). O dano excitotóxico primário é desencadeado pela entrada de Na+ através de 

receptores ionotrópicos do subtipo AMPA/Kainato (Chan et al, 1979). O aumento de Ca2+, via 

ativação de receptores do subtipo NMDA, leva à ativação de enzimas dependentes deste íon, e 

que estão envolvidas na produção de radicais livres como xantina oxidase (Said et al., 2000), 

fosfolipase C (Umemura et al., 1992) e ciclooxigenase (Pepicelli et al., 2005), calcineurina 

(Armstrong, 1989; Snyder & Sabatini, 1995) e óxido nítrico sintetase, que produz óxido 

nítrico (NO•) (Snyder & Bredt, 1992). O NO• pode interagir com radicais superóxido (O2
•) e 

formar peroxinitrito (ONOO-). Este radical pode difundir-se para o meio intra, ou extracelular 

e então promover a oxidação de lipídios, proteínas e DNA (Beckman et al., 1990; Almeida et 

al., 1998), que estão associados ao aparecimento de convulsões e morte celular. 

Vários ácidos orgânicos são capazes de induzir estresse oxidativo e o aparecimento de 

convulsões. Entre eles podemos citar os ácidos metilmalônico, 3-OH-AG e AG (Lima et al., 

1998; Fighera et al., 1999, 2003; de Mello et al., 2001; Oliveira Marques et al., 2003) (Figura 15).  

De fato, o AG aumenta a produção de espécies reativas e reduz a atividade da glutationa 

peroxidase no cérebro de ratos in vitro (Oliveira Marques et al., 2003). Evidências adicionais da 

neurotoxicidade induzida pelo AG vêm dos estudos que mostraram que a glutationa, um agente 

antioxidante, previne a produção de espécies reativas e a redução na atividade da Na+,K+-ATPase 

induzidos por aquele ácido no SNC de ratos  (Kolker et al., 2002).   
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Figura 15. Mecanismos sugeridos de neurodegeneração induzidos pelo ácido glutárico. O acúmulo de AG pode 
causar dano celular por três mecanismos neurotóxicos: falência energética, excitotoxicidade e estresse oxidativo. 
O AG pode ativar, direta ou indiretamente, os receptores glutamatérgicos, induzir a geração de espécies reativas 
do oxigênio (ROS – reactive oxygen species) e de nitrogênio (RNS – reactive nitrogen species) e reduzir os 
níveis das defesas antioxidantes, resultando na oxidação de lipídeos (PUFAS – polyunsaturated fatty acids), 
proteínas (P) e dano ao DNA. O AG é capaz de inibir, também, a Na+,K+-ATPase (enzima importante para o 
metabolismo energético) e a cadeia de transporte mitocondrial (METC- mitochondrial electron transfer chain), 
resultando em redução dos níveis de ATP e no aumento da produção de ROS. Estes eventos causam 
despolarização neuronal e alterações nos gradientes iônicos. A despolarização provoca a liberação de glutamato 
armazenado nas vesículas sinápticas e a perda do gradiente leva a inibição e/ou reversão dos transportadores de 
glutamato a nível glial e neuronal. O aumento de glutamato na fenda sináptica e a falência energética, que 
também atinge a membrana pós-sináptica, induz a despolarização, primeiramente, por ativação dos receptores 
AMPA e aumento dos níveis de Na+ e Ca2+, deslocando assim, o Mg2+ presente no canal do receptor NMDA e 
favorecendo o influxo de Ca2+ para o meio intracelular. A inibição dos receptores GABAA , pelo AG, reduz o 
influxo de Cl- intracelular e também facilita o influxo de Ca2+ através de canais associados ao receptor NMDA, 
diminuindo o limiar de disparo neuronal e favorecendo a formação de ERs e as convulsões.  

 

Contudo, ainda são necessários estudos complementares para definir o papel das EAO 

nos processos fisiológicos durante o estresse oxidativo induzidos por agentes convulsivantes. 

Além disso, dada a escassez de medidas terapêuticas efetivas contra as convulsões 

apresentadas por pacientes com acidemia glutárica, evidencia-se a importância da busca de 

novos compostos e do estudo do seu mecanismo de ação (Brunbech & Sabers, 2002). Uma 

das principais tendências das investigações é a pesquisa de novas drogas antiepilépticas com 

propriedades neuroprotetoras (Meldrum, 2001). Estudos recentes mostram a eficácia de 

algumas substâncias com propriedades antioxidantes na terapia das convulsões. Estes relatos 

demonstram sucesso na hipótese do papel das espécies reativas na patogenia dos danos 
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excitotóxicos cerebrais, entre eles as convulsões (Champney et al., 1996; Kabuto et al., 1998). 

Portanto, a investigação se o GM1 é uma droga com este perfil, é importante não somente 

para a elucidação do papel deste gangliosídeo sobre a produção das espécies reativas, mas 

também para a identificação de uma terapia adjuvante para o tratamento das convulsões. 
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III. OBJETIVOS ESPECÍFICOS - ARTIGO I 

O artigo I teve os seguintes objetivos: 

1. Investigar o efeito da administração sistêmica de GM1 sobre a atividade das enzimas 

antioxidantes: CAT, SOD e GSH-Px, assim como sobre a quimiluminescência espontânea 

e TRAP no córtex de ratos ex vivo; 

2. Avaliar se o GM1 altera a atividade da CAT e quimiluminescência espontânea in vitro; 
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IV. OBJETIVOS ESPECÍFICOS – ARTIGO II 

O artigo II teve os seguintes objetivos: 

 

3. Investigar se a administração sistêmica de GM1 protege contra as convulsões induzidas pelo 

AG; 

4. Investigar o efeito da injeção intraestriatal de AG ex vivo, assim como, da adição de AG no 

meio de incubação in vitro, sobre a carbonilação protéica e produção de TBARS no 

estriado de ratos. 

5. Investigar o efeito da administração de GM1 na carbonilação protéica e na produção de 

TBARS após a injeção de AG no estriado de ratos ex vivo e in vitro; 

6. Investigar o efeito da injeção intraestriatal de AG ex vivo, assim como, da adição de AG no 

meio de incubação in vitro, na atividade da Na+,K+-ATPase no estriado de ratos; 

7. Investigar o efeito da administração de GM1 após a injeção intraestriatal de AG ex vivo, 

assim como, da adição de GM1 no meio de incubação, na presença ou ausência de AG in 

vitro, sobre a atividade da Na+,K+-ATPase no estriado de ratos; 

8. Investigar se há correlação entre a produção de TBARS, carbonilação protéica e a atividade 

da Na+,K+-ATPase com as convulsões induzidas pelo AG no estriado de ratos; 

9. Avaliar se a administração de muscimol, um agonista de receptor GABAA, e antagonistas 

glutamatérgicos ionotrópicos, como o MK-801 e DNQX, protegem contra as convulsões e 

inibição da Na+,K+-ATPase no estriado de ratos; 

10. Investigar se o GM1 protege das convulsões, aumento da produção de TBARS, 

carbonilação protéica e inibição da Na+,K+-ATPase induzida pela injeção de PTZ no 

estriado de ratos; 

11. Determinar se há correlação entre a atividade da Na+,K+-ATPase com as convulsões 

induzidas pelo PTZ no estriado de ratos. 
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V- DISCUSSÃO GERAL 

 O SNC é particularmente sensível à ação das espécies reativas (ERs) devido a sua 

dependência do metabolismo aeróbico, altos níveis de ácidos graxos poli-insaturados e baixa 

atividade das defesas antioxidantes (Wajner et al., 2004). A disfunção mitocondrial e 

consequente depleção de ATP são uma das maiores causas de estresse oxidativo e de 

alteração na homeostase do cálcio no SNC, causando perda da integridade celular (Cassarino 

e Bennet, 1999).  

A integridade e sobrevivência do organismo dependem da regulação da homeostase 

celular. A homeostase celular pode ser alterada por vários agentes, incluindo as EAO e EAN 

(Cassarino & Bennet, 1999), e a célula regula a formação dessas ERs por meio de suas 

defesas antioxidantes, que incluem as enzimas antioxidantes CAT, SOD e GSH-Px. Vários 

fatores podem regular a atividade dessas enzimas como a deficiência de cobre (Ames, 2000), 

o próprio estresse oxidativo (Cassarino & Bennet, 1999), assim como o NGF (Sampath et al., 

1995). No SNC, o NGF estimula a resistência celular ao estresse oxidativo, protege as células 

dos efeitos tóxicos das ERs e aumenta os níveis de RNAm da CAT e GSH-Px nas células 

PC12 de maneira tempo e dose-dependentes (Sampath et al., 1995). Além do NGF, os 

gangliosídeos, também exercem efeitos neuritogênicos e neurotróficos (Hadjiconstantinon e 

Neff, 1998). 

A utilização de gangliosídeos exógenos, especialmente o monossialogangliosídeo, tem 

sido proposta para uma grande diversidade de injúrias incluindo eletrolíticas, neurotóxicas, 

cirúrgicas e lesões isquêmicas, bem como em modelos animais de doenças 

neurodegenerativas (Carolei et al., 1991; Tajirine et al.,1997). Estudos têm demonstrado que, 

quando administrados em cultura de neurônios in vitro, os gangliosídeos promovem efeitos 

neurotróficos e neuritogênicos (Ledeen, 1984). Acredita-se que as propriedades 

neuritogênicas e neurotróficas possam estar relacionadas à potencialização da ação do NGF 

promovida por essa substância.  

Diversos estudos in vitro confirmaram o efeito sinérgico entre gangliosídeos e NGF 

(Katoh-Semba et al., 1984; Leon et al., 1984), sendo que a ação potencializadora dos 

gangliosídeos sobre o NGF também foi demonstrada in vivo. Foi verificado que o GM1 

potencializa a ação do NGF em neurônios colinérgicos centrais em ratos (Di Patre et al., 

1989; Casamenti et al., 1989), e esse tratamento combinado também foi capaz de promover 
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melhora em parâmetros bioquímicos, morfológicos e comportamentais em ratos adultos após 

lesão cortical (Garofalo & Cuelo, 1990).  

O mecanismo pelo qual os gangliosídeos potencializam as ações do NGF ainda é 

controverso. Enquanto há evidências de que esses glicoesfingolipídeos exerceriam seus 

efeitos após a internalização do NGF pela célula (Gonatas et al., 1983), tem sido relatado na 

literatura que o GM1 associa-se diretamente com o receptor de membrana para NGF e regula 

sua função, ou ainda, que o GM1 promoveria a fosforilação das proteínas de transdução de 

sinal responsivas ao NGF (Mutoh et al., 1995; Rabin & Mocchetti, 1995).  

A administração de gangliosídeos parece ser efetiva na recuperação após lesões do 

SNC. Nesse sentido, Mahadik & Karpiak (1986) relataram que a administração 

intraperitoneal de GM1 em ratos promove uma redução tanto na assimetria comportamental 

quanto na perda da atividade da Na+,K+-ATPase que se seguem à lesão da via nigroestriatal 

por 6-OH-dopamina. Outros estudos também demonstraram um efeito facilitador dos 

gangliosídeos na recuperação de lesões no SNC, não só no sistema nigroestriatal (Toffano et 

al., 1983), mas também na região do septo hipocampal (Wojcik et al., 1982) e no córtex 

entorrinal (Karpiak, 1983). Os gangliosídeos também protegem os neurônios após 

hipoglicemia, mantendo os níveis de lactato por mais tempo (Zoli et al., 1990), e previne a 

morte neuronal induzida por apoptose (Ferrari et al., 1995). 

Tendo em vista a ação neuroprotetora apresentada pelo GM1 para uma grande 

diversidade de patologias relacionadas ao sistema nervoso e a vulnerabilidade do cérebro à 

ação das ERs, no presente trabalho investigou-se o efeito do gangliosídeo GM1 sobre os 

parâmetros de estresse oxidativo como a quimiluminescência (uma medida de 

lipoperoxidação), capacidade antioxidante total (TRAP - medida das defesas antioxidantes 

teciduais) e atividade das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GSH-Px).  

 A atividade da enzima catalase (CAT), que catalisa a dismutação do H2O2 para formar 

O2 e H2O, se encontra fundamentalmente nos peroxissomos, onde remove o H2O2, gerado pela 

β-oxidação dos ácidos graxos ou na oxidação dos alcanos. Sua atividade catalítica é o 

principal processo que regula os níveis intracelulares de H2O2 (Gaetani, 1989). A CAT é 

induzida por aumento da produção de H2O2 (Koechlin, 1952; Witting & Horwitt, 1964), e 

também por componentes do SNC como o NGF (Jackson et al., 1994; Sampath et al., 1994; 

Nistico et al., 1992). A diminuição da atividade desta enzima no cérebro pode contribuir para 

a vulnerabilidade neuronal (Moreno et al., 1995). Nós verificamos que a administração do 

gangliosídeo GM1 aumentou a atividade da CAT ex vivo (Tabela I – Artigo I), sem alterar a 
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atividade da SOD e GSH-Px (Tabela II – Artigo 1). O aumento da CAT pode estar 

relacionado à potencialização da ação do NGF pelo GM1, uma vez que foi descrito que o 

gangliosídeo GM1 potencializa a ação do NGF, e que este inibe a produção de RL (Nistico et 

al., 1992; Jackson et al., 1994; Sampath et al., 1994). O NGF parece estimular a atividade da 

CAT e da GSH-Px em células PC12 (Jackson et al., 1994; Sampath et al., 1994), e da SOD e 

CAT em cérebro de ratos idosos (Nistico et al., 1992).  Sampath e colaboradores (1994) 

mostraram que o NGF aumenta a transcrição e a tradução da catalase. Portanto, é possível que 

a ação neuroprotetora do GM1 esteja relacionada à potencialização do efeito neurotrófico do 

NGF e que este fator de crescimento possa estimular a atividade da catalase no SNC.  

Interessantemente, o efeito antioxidante do GM1 não foi demonstrado in vitro, 

sugerindo que este gangliosídeo necessita de um sistema organizado, dependente de uma 

estrutura intacta para exercer sua ação neuroprotetora. Isso é confirmado pelos nossos 

resultados que mostram que, embora o GM1 tenha reduzido a quimiluminescência e 

aumentado a atividade da CAT ex vivo (Tabela I – Artigo 1), ele não altera a 

quimiluminescência e inibe a atividade da catalase nas maiores concentrações in vitro (103 – 

104 nM; Figura 1 – Artigo 1). De fato, nós mostramos que o efeito protetor do GM1 contra o 

aumento da produção de TBARS induzida pelo MMA depende de um sistema celular intacto 

(Fighera et al., 2003). 

Tem sido descrito que, apesar da baixa atividade desta enzima no SNC, inibidores da 

catalase aumentam a toxicidade do oxigênio no SNC de ratos (Huckman, 1993; Zhang & 

Piantadosi, 1991). Além disso, a catalase, sozinha ou em combinação com a SOD, protege 

áreas cerebrais específicas como córtex, estriado, hipocampo e tálamo da injúria neuronal 

induzida por isquemia (Liu et al., 1989; Matsuyama et al., 1994). De fato, os neurônios 

altamente imunorreativos para a CAT apresentam uma resistência aumentada à isquemia 

comparados àqueles que expressam menos esta enzima (Moreno et al., 1995). Além disso, 

uma inibição da atividade da CAT, sem alteração na atividade da SOD cerebral, está 

associada a episódios de demência e ao aumento da neurotoxicidade do peptídeo β-amilóide 

na doença de Alzheimer (Gsell et al., 1995; Milton et al., 2001). Contudo, o papel da 

atividade da CAT como um determinante da susceptibilidade do SNC à ação das ERs, ainda é 

considerado controverso. 

As espécies reativas podem ser nocivas para as células, devido à oxidação de 

constituintes essenciais como lipídeos, proteínas e DNA, que podem ser medidos por 
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identificação de seus produtos formados durante as reações, como o MDA (Reiter, 1995) e 

proteína carbonil (Levine et al., 1990; Oliveira et al., 2004). No SNC, a disfunção 

mitocondrial, e conseqüente depleção de ATP, é uma das maiores causas do dano oxidativo e 

alteração na homeostase do cálcio (Cassarino e Bennett, 1999), que causam perda da 

integridade da membrana plasmática, inibição da Na+,K+-ATPase e morte celular (Huang et 

al., 1992). De fato, várias doenças do SNC estão associadas à disfunção mitocondrial, 

excitotoxicidade e geração de espécies reativas, como a epilepsia e as doenças de Parkinson, 

Huntington e Alzheimer (Cassarino e Bennett, 1999; Ramassamy et al., 2000; Fighera et al, 

2003; Poon et al., 2005). Tem sido descrito que os radicais livres estão envolvidos na gênese 

das convulsões, desde que a administração intracortical de ferro induz descargas 

epileptiformes e concomitante aumento de radicais livres no cérebro e, ambos os fenômenos 

são inibidos por antioxidantes (Packer et al., 1996). Nesse contexto, tem sido sugerido que 

alguns erros inatos do metabolismo podem ter um mecanismo similar de neurotoxicidade 

aguda devido ao acúmulo de inibidores metabólicos e/ou defeitos na atividade de enzimas 

envolvidas no metabolismo energético. Este parece ser o caso do AG, um metabólito que 

acumula na AG-I, que causa convulsões por mecanismos GABAérgicos e glutamatérgicos 

(Lima et al., 1998) e geração de ERs in vitro (Oliveira Marques et al., 2003). 

Tendo em vista que o GM1 possui propriedades antioxidantes e anticonvulsivantes, 

também foi objetivo deste estudo avaliar o efeito neuroprotetor da administração do 

gangliosídeo GM1 sobre os episódios convulsivos, dano oxidativo e a atividade da Na+,K+-

ATPase induzidos pelo AG no estriado de ratos. 

 Nossos resultados mostram que o AG induz o aparecimento de convulsões, que são 

acompanhadas de aumento da produção de TBARS e da carbonilação protéica. Estes dados 

estão de acordo com a hipótese de que o AG aumenta a produção de ERs e reduz as defesas 

antioxidantes in vitro (Kolker et al., 2002; Oliveira Marques et al., 2003). Além disso, o efeito 

neuroprotetor do GM1 contra o dano oxidativo e as convulsões induzidas por AG estão de 

acordo com o efeito inibitório deste glicoesfingolipídeo na discinesia orofacial provocada pela 

reserpina (Vital et al.,1997), que tem sido proposta como uma conseqüência motora do 

estresse oxidativo estriatal (Abílio et al., 2004; Faria et al., 2005). 

Vários estudos têm mostrado que substâncias que modulam a função GABAérgica 

e/ou inibem a transmissão glutamatérgica podem diminuir os episódios convulsivos e a 

geração de radicais livres (Defeudis et al., 1979; Karpiak et al., 1981; Amato et al., 1999; 

Fighera et al., 2003, Royes et al., 2003). De fato, tem sido sugerido que os gangliosídeos 
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modulam a função GABAérgica, desde que a injeção intracerebral de anti-soro contra 

gangliosídeo cerebral inibe a ligação do GABA ao receptor (Defeudis et al., 1979) e causa 

atividade epileptiforme recorrente em ratos, que é abolida pela administração de GM1 

(Karpiak et al., 1981). Além disso, a administração de GM1 reduz o dano excitotóxico aos 

neurônios GABAérgicos estriatais e previne a inibição da atividade da GAD induzida por 

ácido quinolínico no estriado de ratos (Lombardi et al., 1989). A administração de GM1 

também previne a morte celular (Liu et al., 2004) e a neurotoxicidade induzida pela ativação 

de receptores NMDA (Hoffmann et al., 1995). Evidências sugerem que o GM1 não tem efeito 

direto nos receptores NMDA (Lombardi et al., 1989). Portanto, a inativação desses receptores 

pelo gangliosídeo pode ser devido a mecanismos secundários, como o aumento do ascorbato 

cerebral (Fighera et al., 2003). Além disso, considerando que: I) os mecanismos 

GABAérgicos e glutamatérgicos, e a inibição da atividade da GAD têm um papel importante 

na neurotoxicidade induzida pelo AG (Lombardi et al., 1989; Lima et al., 1998; Kölker et al., 

1999; 2002); II) o GM1 modula a função GABAérgica e previne a neurotoxicidade induzida 

por ativação glutamatérgica; é possível propor que este glicoesfingolipídeo atenue os efeitos 

tóxicos do AG, particularmente aqueles que envolvam a ativação glutamatérgica e a inibição 

da função GABAérgica, como as convulsões e o dano oxidativo. De fato, o GM1 preveniu as 

convulsões (comportamentais e eletrográficas – Figuras 1 e 2B respectivamente; Artigo 2) e o 

aumento da carbonilação protéica e lipoperoxidação induzidas por AG ex vivo (Tabela 1 - 

Artigo 2).  

Interessantemente, enquanto o GM1 protegeu contra a geração de ERs ex vivo, ele não 

protegeu contra a produção de TBARS e carbonilação de proteínas in vitro (Tabela 2 – Artigo 

2), sugerindo que a atividade antioxidante do GM1 não é devido a seu efeito antioxidante 

intrínseco, mas devido à redução secundária da geração de ERs e/ou aumento das defesas 

antioxidantes. Estes resultados estão de acordo com o estudo de Tyurin e colaboradores 

(1992) que mostraram que o efeito inibitório do GM1 na produção de TBARS em 

sinaptossomas é abolido por desnaturação térmica prévia, ou se os lipossomas formados de 

lipídeos isolados de sinaptossomas cerebrais forem usados, indicando que a integridade da 

célula é necessária para o GM1 exercer a sua atividade antioxidante. Estes autores também 

sugerem que o GM1 pode interagir com o sistema de transdução de sinal, pois o efeito 

antioxidante do GM1 é prevenido pela prévia incubação com a polimixina B, um inibidor de 

proteína quinases dependente de lipídeos. Nesse contexto, esse conjunto de dados confirma 

nossos resultados citados anteriormente, que mostraram que o GM1 aumenta a atividade da 
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CAT no cérebro de ratos ex vivo, mas não se o GM1 for adicionado diretamente no 

homogeneizado cerebral in vitro.       

Além disso, também foi evidenciado neste estudo uma correlação significativa entre a 

duração das convulsões e redução na atividade da enzima Na+,K+-ATPase no estriado. 

Entretanto, não foi evidenciada uma correlação entre as convulsões e o aumento da produção 

de TBARS e carbonilação protéica induzida pelo AG (Figura 4 – Artigo 2).  

Esses resultados sugerem que, apesar da injeção intraestriatal de AG induzir 

convulsões e um aumento no conteúdo de grupos carbonil protéico no estriado, é difícil 

postular que haja uma relação causa-efeito entre esses eventos porque: I) o conteúdo de 

grupos carbonil protéicos representa o total de proteínas carboniladas no estriado, o que não 

afasta a hipótese de que proteínas específicas, que não representem uma fração significativa 

dentro do conteúdo de proteínas totais, sejam oxidadas e, seletivamente, se relacionem ao 

fenômeno convulsivo. Deste modo, a inibição de uma enzima, como a Na+,K+-ATPase por 

exemplo, poderia estar envolvida na gênese e propagação das convulsões induzidas pelo AG 

por um mecanismo oxidativo, sem repercurtir em um aumento na carbonilação protéica total e 

na produção de TBARS. II) a administração prévia de MK-801 e DNQX diminuiu o conteúdo 

de grupos carbonil protéico, mas não protegeu das convulsões induzidas pelo AG, sugerindo 

que esses eventos podem ser dissociados. 

Embora a maioria dos constituintes celulares possa ser alvos das ERs, alguns alvos 

selecionados podem aumentar a excitabilidade celular e facilitar o aparecimento de 

convulsões (Patel et al., 2004). A Na+,K+-ATPase é um desses alvos, pois ela é responsável 

pela manutenção dos gradientes iônicos através da membrana plasmática, e sua inibição causa 

convulsões em ratos (Jamme et al., 1995). De fato, tem sido descrito que a atividade da 

Na+,K+-ATPase está diminuída no cérebro de pacientes epilépticos postmortem (Grisar et al, 

1992) e em modelos experimentais de epilepsia, como a injeção intracerebral de prolina 

(Pontes et al., 2001), MMA (Malfatti et al., 2003) e PTZ (Oliveira et al., 2004). Além disso, a 

Na+,K+-ATPase pode ser um possível alvo do AG para causar o aparecimento de atividade 

convulsiva. Um dos pontos mais relevantes desse estudo foi a demonstração de uma 

signficativa correlação entre a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase e a duração das 

convulsões induzidas pelo AG (Figura 3A – Artigo 2). O tratamento com GM1 preveniu as 

convulsões e a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase induzidas por AG, mantendo a 

correlação entre esses eventos, ou seja, os animais tratados com GM1 apresentaram menos 
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convulsões e tiveram uma menor perda de atividade da Na+,K+-ATPase após a injeção de AG 

(Figura 3B –Artigo 2). 

Enquanto o AG pode inibir diretamente a Na+,K+-ATPase, mecanismos indiretos 

também podem ser responsáveis pela regulação da enzima, como a produção de ERs. De fato, 

o AG diminui a atividade da Na+,K+-ATPase em culturas neuronais, e essa inibição pode ser 

prevenida por glutationa (Kolker et al., 2002). Estes dados sugerem que o AG pode modular a 

atividade da Na+,K+-ATPase por mecanismos redox. Tem sido descrito que a atividade da 

Na+,K+-ATPase é sensível a ação das ERs, que é capaz de alterar a composição da membrana 

plasmática (Jamme et al., 1995) e o estado redox de grupos sulfidril, como também, de outros 

resíduos de aminoácidos (Morel et al., 1998). Além disso, considerando a sensibilidade da 

Na+,K+-ATPase ao dano induzido pelas ERs e/ou inibição pelo AG, é plausível supor que esta 

enzima pode ser inibida pela injeção intraestriatal de AG e possa contribuir com a 

hiperexcitabilidade neuronal relacionada ao AG. Embora nossos dados sugerem que o efeito 

neuroprotetor do GM1, contra a inibição da Na+,K+-ATPase induzida pelo AG, não seja 

devido a atividade antioxidante intrínseca daquele glicoesfingolipídeo, estudos avaliando a 

introdução de grupos carbonil dentro das cadeias laterais da enzima e a modulação dos sítios 

redox devem ser realizados para esclarecer este ponto. Isto é particularmente importante, pois 

no presente estudo, a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase não se correlacionou com as 

medidas de carbonilação protéica total e a oxidação lipídica.  

Considerando que a administração de GM1 e MK-801 previnem a inibição da Na+,K+-

ATPase no cérebro de ratos (Avrova et al., 2002), nós decidimos investigar se os receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos estariam envolvidos na inativação da atividade da Na+,K+-

ATPase induzida pelo AG. Os antagonistas de receptor de glutamato, MK-801 e DNQX, não 

tiveram efeito contra as convulsões e a inibição da Na+,K+-ATPase, sugerindo que estes 

receptores não estão envolvidos diretamente nos efeitos neurotóxicos induzidos pelo AG. 

Desde que tem sido descrito que o muscimol previne as convulsões induzidas pelo AG 

(Lima et al., 1998), nós decidimos investigar se este agonista de receptor GABAA poderia 

prevenir o dano oxidativo e a inibição da Na+,K+-ATPase induzidos pelo AG. O tratamento 

com muscimol protegeu contra as convulsões (Figuras 2C, 6A e 6B – Artigo 2) e a inibição da 

Na+,K+-ATPase induzida pelo AG (Tabela 3 – Artigo 2). Interessantemente, a inibição desta 

enzima no estriado injetado teve uma correlação significativa com a atividade convulsiva 

(Figura 7A e 7B). Estes dados foram similares aos resultados obtidos com o tratamento com 

GM1 (Figura 3B), indicando que o muscimol e GM1 podem ter mecanismos de ação 
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similares ou agir de maneira convergente, que resulta na proteção contra a inibição da 

atividade da Na+,K+-ATPase induzida pelos episódios convulsivos. Além disso, é importante 

testar se o GM1 reverte os efeitos do PTZ, um antagonista de receptor GABAA, para avaliar 

se o GM1 poderia prevenir os efeitos de um bloqueio agudo da neurotransmissão 

GABAérgica. Como foi descrito anteriormente na seção de resultados, o GM1 preveniu as 

convulsões e a inibição da Na+,K+-ATPase induzidas pelo PTZ (Figura 9 e Tabela 4 –Artigo 

2), sugerindo que a estimulação do sistema GABAérgico pode ser um possível mecanismo da 

neuroproteção do GM1. Entretanto, não se pode descartar a participação de outras vias na 

neuroproteção induzida pelo GM1, particularmente porque outros compostos, com ação 

antioxidante, previnem as convulsões e a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase induzida 

pelo bloqueio de receptores GABAA (Oliveira et al., 2004) e por déficit no metabolismo 

aeróbico (Royes et al., 2003), provavelmente por agir nos sítios de regulação dos receptores 

de glutamato e GABAA. 

Além do mecanismo antioxidante e facilitação do sistema GABAérgico, outros 

mecanismos de neuroproteção foram propostos para o gangliosídeo GM1 na literatura. Dentre 

eles, podemos citar a manutenção da permeabilidade da membrana plasmática, estimulação 

direta da atividade da Na+,K+-ATPase (Leon et al., 1981; Mahadik et al., 1989), inibição das 

enzimas fosfolipase A2 (Weber et al., 1995) e NOS (Wendland et al., 1994), estimulação de 

fatores neurotróficos e de crescimento neuronal (Hakomori et al., 1981), e a inibição da PKC 

e sua translocação para a membrana plasmática (Pei et al., 2002). De fato, nós não podemos 

descartar que os efeitos neuroprotetores do GM1, nas alterações comportamentais e 

neuroquímicas induzidas pelo AG, possam ser mediados, pelo menos em parte, por um desses 

mecanismos.  

 Embora os pacientes com acidemia glutárica apresentem alterações comportamentais e 

bioquímicas, como convulsões e dano oxidativo compatíveis com o presente modelo 

experimental, é difícil extrapolar resultados obtidos em animais para o ser humano. Contudo, 

o papel do GM1 na excitotoxicidade induzida pelo AG, evidenciado no presente estudo, pode 

ser de grande valia para o entendimento da fisiopatologia desta doença bem como o 

estabelecimento de novas condutas para o tratamento dos pacientes com acidemia glutárica.  
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VI. CONCLUSÕES 

De acordo com os resultados obtidos nas avaliações realizadas, pode-se concluir que: 
 
1. A administração sistêmica de GM1 reduziu a quimiluminescência espontânea e aumentou 

a atividade da CAT, entretanto, não alterou a atividade da SOD e GSH-Px e os níveis de 

TRAP no córtex de ratos ex vivo; 

2. A adição de GM1, no meio de incubação, reduziu a atividade da CAT, mas não alterou os 

valores da quimiluminescência espontânea in vitro; 

3. A administração de GM1 protegeu contra as convulsões comportamentais e eletrográficas 

induzidas pelo AG; 

4. A injeção intraestriatal de AG ex vivo, assim como, a adição de AG ao meio de incubação, 

aumentaram a carbonilação protéica e a produção de TBARS no estriado de ratos. 

5. A administração de GM1 reduziu a carbonilação protéica e a produção de TBARS após a 

injeção de AG no estriado de ratos ex vivo, entretanto, o GM1, adicionado ao meio de 

incubação, não alterou os níveis de carbonilação protéica e de TBARS induzidos por AG 

in vitro; 

6. A injeção intraestriatal de AG reduziu a atividade da Na+,K+-ATPase no estriado de ratos 

ex vivo, e quando adicionado ao meio de incubação in vitro; 

7. A administração de GM1 protegeu contra a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase após a 

injeção intraestriatal de AG, e quando adicionado no meio de incubação na presença de 

AG in vitro; 

8. As convulsões induzidas por AG tiveram uma correlação significativa com a atividade da 

Na+,K+-ATPase, mas não com os níveis de TBARS e carbonilação protéica no estriado de 

ratos; 

9. O muscimol, mas não o MK-801 e o DNQX,  protegeu contra as convulsões e inibição da 

Na+,K+-ATPase induzida pela injeção de AG no estriado de ratos; 

10. A administração sistêmica de  GM1 protegeu contra as convulsões, aumento da produção 

de TBARS, carbonilação protéica e inibição da Na+,K+-ATPase induzida pela injeção de 

PTZ no estriado de ratos; 

11. As convulsões induzidas por PTZ tiveram uma correlação significativa com a inibição da 

Na+,K+-ATPase no estriado de ratos. 
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