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RESUMO
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EFEITO DO MONOSSIALOGANGLIOSIDEO GM1
SOBRE AS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS,
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PELO ACIDO GLUTARICO E NAS DEFESAS
ANTIOXIDANTES NO SNC DE RATOS
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O monossialogangliosideo (GM1) ¢ um componente natural de membrana plasmatica
que estd envolvido no crescimento, reconhecimento e diferenciacio celular, além de proteger
0 SNC da agao dos radicais livres. No presente estudo investigou-se o efeito do GM1 sobre a
atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx), assim como na quimiluminescéncia e capacidade antioxidante total
(TRAP) em cortex cerebral de ratos machos adultos ex vivo e in vitro. A administragdo
sistémica de GM1 (50 mg/kg, i.p.; duas doses: 24 horas e 30 minutos antes do sacrificio)
reduziu a quimiluminescéncia e aumentou significativamente a atividade da CAT ex vivo. A
adicdo de GM1 (10°-10* nM) ao meio de incubacdo diminuiu a atividade da CAT in vitro.
Estes resultados sugerem que o efeito neuroprotetor do GM1 ndo ¢ devido a acdo antioxidante
intrinseca deste glicoesfingolipideo, mas devido ao aumento secundario das defesas
antioxidantes e/ou uma reducdo da geracdo de radicais livres. Além disso, avaliamos se o
GMI1 tinha efeito neuroprotetor em um modelo experimental da acidemia glutarica, um erro
inato do metabolismo caracterizado pelo actimulo tecidual de 4cido glutarico (GA) e
alteragdes neurologicas, como degeneragdo estriatal e convulsdes. A administracdo de GM1
preveniu as convulsdes, o aumento da producdo dos marcadores do dano oxidativo
(carbonilacdao protéica total e substincias reativas do acido tiobarbiturico - TBARS) e a
inibi¢do da atividade da Na'K'-ATPase induzidas pelo GA (4 umol/2 pl) em estriado de
ratos. Além disso, os episoddios convulsivos induzidos por GA apresentaram uma correlacao
significativa com a inibicio da atividade da Na",K'-ATPase no estriado injetado, mas ndo
com os niveis dos marcadores do estresse oxidativo. A adicdo de GM1 (50 — 200 uM) ao
meio de incubagio preveniu a inibicdo da Na",K'-ATPase, mas nio reduziu o dano oxidativo
induzido por GA (6 mM) in vitro. A administragdo intraestriatal de muscimol (46 pmol/0,5
ul), um agonista de receptor GABA,, mas nao dos antagonistas de receptores
glutamatérgicos, MK-801 (3 nmol/0,5 pl) e DNQX (8 nmol/0,5 pl), preveniu as convulsdes e
a inibigao da atividade da Na",K'-ATPase induzidas por GA. A protegdo do GM1 e muscimol
contra as convulsdes induzidas por GA apresentou uma correlacdo significativa com a
manutengdo da atividade da Na" K -ATPase no estriado injetado com GA. Desde que o0 GM1
e o0 muscimol preveniram os efeitos neurotdxicos induzidos pelo GA, investigou-se a acao do
GMI1 apods a administracdo intraestriatal de pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista de



receptores GABA,. O tratamento com GM1 preveniu as convulsdes, o dano oxidativo ¢ a
inibi¢do da atividade da Na' K'-ATPase induzidas por PTZ (1,8 umol/2 ul). Esses dados
sugerem que a atividade da Na',K'-ATPase e mecanismos mediados pela ativacio de
receptores GABA¢érgicos podem ser de grande importancia para a atividade convulsiva
induzida por GA, bem como nos mecanismos de neuroprotecao induzidos pelo GM1.

Palavras-chaves: Monossialogangliosideo; radicais livres; defesas antioxidantes; Acido
glutarico; TBARS; carbonilacio protéica; Na',K"™-ATPase, convulsdes; 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 GMI1 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 GMI1
administration (50 mg/kg, 1.p.; twice) reduced spontaneous chemiluminescence and increased
CAT activity ex vivo. On the other hand, GM1 (10>-10* 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 GMI1 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 umol/ 2 pl) 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 uM) 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 GABA4 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 GABA, receptor antagonist. GMI treatment prevented seizures, Na',K'-ATPase
inhibition, and increase of TBARS and protein carbonyl induced by PTZ (1.8 pmol/striatum)



in the rats striatum. Furthermore, these data suggest that Na"K'-ATPase and GABA,
receptor-mediated mechanisms may play important roles in GA-induced seizures and in their

prevention by GMI1.

Keywords: Monosialoganglioside; free radicals; antioxidant defenses; glutaric acid; TBARS;
protein  carbonylation; Na',K'-ATPase; seizures; MK-801; muscimol; DNQX;
pentilenotetrazole.
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I. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os gangliosideos sdo glicoesfingolipideos, que se localizam na parte externa das
membranas plasmaticas, concentrando-se principalmente no sistema nervoso (Hakomori,
1981). A utilizagdo clinica dos gangliosideos, especialmente do monossialogangliosideo
(GM1), tem sido proposta para uma grande diversidade de patologias relacionadas ao SNC
(Schneider et al., 1994; Svemerholm 2002I). Essa diversidade de aplicacGes clinicas
provavelmente estd relacionada a consideravel variedade de mecanismos de acdo e dos

efeitos farmacoldgicos promovidos por esses glicoesfingolipidios.

Mahadik & Karpiak (1986) relataram que a administracdo intraperitoneal de GM1
promove uma recuperagédo tanto na assimetria comportamental quanto na perda da atividade
da Na*,K'-ATPase que se seguem a lesdo da via nigroestriatal por 6-OH-dopamina em ratos.
Outros estudos demonstraram que os gangliosideos também protegem 0s neurdnios apos a
hipoglicemia, mantendo os niveis 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 possivel mecanismo de neuroprotecdo do gangliosideo
GM1 também seja devido a sua agdo 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
apos eventos isquémicos (Mahadick et al., 1989), além de prevenir a lipoperoxidacdo e as
convulsbes promovidas pela injecdo intraestriatal de metilmalonato (MMA), um metabolito
que acumula na acidemia metilmaldnica, um erro inato do metabolismo (Fighera et al., 2003).

A acidemia glutarica tipo | (AG-1) € um outro erro inato do metabolismo
caracterizado bioquimicamente pela deficiéncia da atividade da glutaril-CoA desidrogenase
(E.C 1.3.99.7), causando um acumulo de &cidos organicos, entre eles o acido glutarico (AG),
no sangue e no cérebro dos pacientes afetados (Goodman et al., 1995). Clinicamente, esta
acidemia é caracterizada por alteracbes neurologicas, como degeneracdo estriatal e
convulsdes (Hoffmann et al., 2001). Embora as alteracfes neuroldgicas sejam predominantes

na AG-I, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais 0 AG é neurotdxico.

No SNC, a neurotoxicidade tem sido relacionada a um aumento na producdo de
radicais livres pelos tecidos. O cérebro é particularmente mais vulneravel a acdo de radicais
livres do que os outros tecidos devido ao seu alto consumo de O, maior conteudo lipidico e
baixos niveis das defesas antioxidantes (Halliwell & Gutteridge, 1999). A liberacéo
aumentada de aminoacidos excitatrios (AAE), como o glutamato, é capaz de induzir a morte
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neuronal devido a estimulacdo excessiva de seus receptores e a producdo de radicais livres
(Rothman and Ohey, 1987). O AG tem estrutura semelhante ao glutamato, e assim como esse
neurotransmissor, é capaz de induzir a despolarizacdo neuronal devido a ativacdo de
receptores glutamatérgicos (Lima et al., 1998, Kolker et al., 1999). A estimulacdo excessiva
desses receptores pode induzir a um aumento do Ca*" intracelular. Essa cascata de eventos
pode ativar um grande nimero de toxinas envolvidas no fenbmeno da neurotoxicidade,
dentre as quais o radical hidroxil (-OH), um dos mais potentes radicais livres envolvido em
diversas doengas neurodegenerativas, como Parkinson, Huntigton, Alzheymer e
esquizofrenia (Mahadik and Mukherjee, 1996). O radical -OH é capaz de reagir com
fosfolipideos e proteinas de membrana, induzindo a uma lipoperoxidacdo e a oxidacdo
protéica, e provavelmente, a 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 0 AG aumenta a
producdo 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
0 estresse oxidativo esteja envolvido nas alteracGes neurologicas da AG-I, ainda sdo escassos
na literatura estudos que investiguem a especificidade dos mecanismos de acdo do AG nas
convulsdes e na atividade da Na*,K*-ATPase, bem como seus efeitos na lipoperoxidagio e
carbonilacdo protéica no estriado de ratos. Além disso, dada a capacidade neuroprotetora do
GM1 em varios modelos de neurotoxicidade, e a escassez de medidas terapéuticas efetivas da
acidemia glutarica, torna-se importante determinar se a administracdo de GML1 previne as
alteragdes comportamentais, neuroquimicas e eletrograficas induzidas pelo AG e, se esse

gangliosideo altera a atividade das enzimas antioxidantes no SNC de ratos.
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Revisdo de Literatura

I1-REVISAO DE LITERATURA

I1.1. Gangliosideos

11.1.1. Estrutura quimica e nomenclatura

Os gangliosideos sdo glicoesfingolipidios cujo componente caracteristico da molécula
é 0 acido sialico. O numero de residuos de acido sialico por molécula de gangliosideo varia de
1 a 7. No que diz respeito aos gangliosideos cerebrais, o acido sidlico mais abundante é o N-
acetil-neuraminico (Yu & Saito, 1989). Os residuos de &acido sialico se encontram unidos a
oligossacarideos neutros através de ligacdes B-glicosidicas, sendo que estes residuos de
acucares neutros podem ser a glicose, galactose, N-acetilglicosamina e fucose (Tettamanti &
Riboni, 1993).

Baseando-se em sua composicdo oligossacaridica neutra, os gangliosideos sdo
classificados em diferentes series (gala, hemato, ganglio, neolacto, globo, isoglobo), sendo
gue os gangliosideos que predominam no tecido nervoso pertencem a série ganglio. A porc¢éo
oligossacaridica liga-se, por meio de uma ligacdo B-glicosidica, a uma ceramida, constituida
de uma cadeia longa de acido graxo e uma esfingosina, que estdo unidas por uma ligacédo
amida (Tettamanti & Riboni, 1993).

Atualmente, a nomenclatura utilizada para designar os diferentes tipos de
gangliosideos é aquela proposta por Svennerholm (1963). Segundo essa classificacdo, 0s
gangliosideos sdo designados pela letra G seguida de M (monossialo-), D (dissialo-), T
(trissialo-), Q (tetrassialo), P (pentassialo-), H (hexassialo-) ou S (heptassialo-) de acordo com
0 numero de residuos de &cido sialico (1 a 7, respectivamente) seguido de um nimero, que,
por convencdo, é a subtracdo da quantidade de residuos de agUcares neutros presentes na
molécula do nimero 5. Finalmente, adiciona-se a letra a ou b para indicar a configuracédo do
isbmero quando for o caso. Assim, 0 GM1, é constituido por um residuo de acido sialico e

quatro aglcares neutros (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura Quimica do Monossialotetra-hexosilgangliosideo

11.1.2. Localizacao

Os gangliosideos sdo componentes das membranas plasmaticas, localizando-se
principalmente na parte externa dessas membranas (Hakomori, 1981). Os gangliosideos estao
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
conteddo total de lipidios (Ledeen, 1984). No cérebro de mamiferos os gangliosideos
predominantes sdo 0 GM1, o GD1a, 0 GD1b e o GT1b, os quais correspondem de 80 a 90%
do total de gangliosideos (Ando et al., 1978).

No tecido nervoso dos vertebrados, o0s gangliosideos estdo localizados
assimetricamente na camada externa da membrana plasmatica, com a porcao oligossacaridica
exposta na superficie extracelular e a por¢do ceramida inserida na membrana, em contato com
0s varios componentes lipidicos e protéicos da membrana (Tettamanti & Riboni, 1993).
Devido a essa distribuicdo assimétrica, e também a sua diversidade quimica, os gangliosideos
estdo sujeitos a interacbes com moléculas sinalizadoras extracelulares (Dal Toso et al., 1988).
Entretanto os gangliosideos também podem estar localizados dentro de estruturas na

membrana celular. Essas estruturas podem ser isoladas porque elas sdo insollveis em
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detergente a 4°C e, sdo chamadas de dominios de membrana resistentes a detergente, ou
ainda, de microdominios enriquecidos de glicoesfingolipideos (MEG). A toxina da cdlera e
anticorpos contra gangliosideo também tem sido usados para separar os MEG de diferentes
composic¢des de gangliosideos. Exemplos de MEG ricos em GM1 e GM3 foram descritos na
literatura. Além disso, muitos componentes de vias de transducdo de sinal também estdo
localizados nos MEG (Miljan e Bremer, 2002). A habilidade para identificar e isolar esses
MEG de diferentes composicdes pode auxiliar a responder muitas questdes bioldgicas,

incluindo aquelas relacionadas a transducéo de sinal no sistema nervoso.

Embora estejam presentes em toda a superficie neuronal, os gangliosideos se
encontram mais concentrados na regido sinaptica (Hansson et al., 1977; Yu & Saito, 1989),
sendo sintetizados no corpo celular do neurdnio e posteriormente transferidos para locais
apropriados pelo sistema de transporte axonal (Forman & Ledeen, 1972). Uma pequena
quantidade dessas substancias, portanto, localiza-se intracelularmente, em parte ligada as
organelas responsaveis pelo transporte intracelular e metabolismo e em parte ligada a

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

11.1.3 Gangliosideos endogenos

As altas concentracfes de gangliosideos no tecido nervoso, em comparagdo a outros
tecidos, sugerem que esses compostos sirvam a um propdésito especifico neste tecido
(Svennerholm, 1980). Diversas a¢Ges foram sugeridas para os gangliosideos enddgenos, e
acredita-se que eles exercam seu papel bioldgico basicamente por meio de dois tipos de
funcdes: (1) como receptores, podendo interagir com outras células, com a matriz extracelular
ou com substancias exdgenas e (2) como moduladores de proteinas funcionais de membrana,
tais como receptores de fatores tréficos e transportadores (Hakomori et al., 1990).

Dentre as agOes enddgenas propostas para os gangliosideos, a participacdo dessas
substancias nos processos de crescimento, reconhecimento e diferenciagéo celular foi sugerida
(Hakomori, 1981). Em funcdo do aumento significativo no conteddo dos principais
gangliosideos durante alguns estagios da diferenciacdo neuronal, tem sido postulada uma
necessidade funcional dessas substancias nos processos de neuritogénese e sinaptogénese
(Vanier et al., 1971). Assim, acredita-se que o crescimento e a maturagdo do SNC sejam
particularmente influenciados por esses glicoesfingolipidios, particularmente porque que a

concentracdo e a topografia de certos tipos de gangliosideos sofrem importantes mudancas
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durante o desenvolvimento cerebral (Karpiak & Mahadik, 1990). Nesse sentido, foi
demonstrado que a administracdo de gangliosideo facilita o aprendizado e aumenta os niveis
de acetilcolinesterase cortical em ratos neonatos (Karpiak et al., 1984). Além disso, a
administragdo de anticorpos antigangliosideos no periodo perinatal resulta em déficit
comportamental, diminuigdo da dendritogénese e sinaptogénese (Kasarkis et al., 1981).

Finalmente, o fato dos gangliosideos estarem presentes em altas concentracdes nas
terminacOes sindpticas levou a investigacdo de um possivel papel dessas substancias na
neurotransmissdao. De fato, foi verificado que os gangliosideos localizados nos terminais
sindpticos ligam célcio com grande afinidade e, portanto, seriam candidatos a carreadores do
calcio necessario para a liberacdo de neurotransmissores (Svennerholm, 1980). Alem disso,
foi mostrado que os gangliosideos GM1e GQ1b sdo capazes de aumentar o influxo de ions
célcio (Ca™) em sinaptossomas (Ando, 1997) e que o GD3 faz parte de receptores de
neurotransmissores como a serotonina (Matinyan et al., 1989).

11.1.4. Gangliosideos ex6genos

Durante os ultimos 15 anos muitos estudos in vitro e in vivo realizados, tanto em
animais como no homem, tém utilizado gangliosideos exdgenos para avaliar o papel de cada
gangliosideo em um processo celular especifico ou em uma funcéo (Sagr et al., 1993; Vital et
al., 1995), devido a habilidade que essas substancias tém de ser incorporadas a membrana
plasmatica neuronal, atuando como gangliosideos endégenos (Moss et al., 1976). Embora
somente 1 a 3% da dose de GM1 administrada parenteralmente ultrapasse a barreira hemato-
encefalica (Wells et al., 1996), a utilizacdo clinica de gangliosideos exdgenos, especialmente
do monossialogangliosideo, tem sido proposta para uma grande diversidade de patologias
relacionadas ao sistema nervoso: lesdo de medula espinhal (Mahadik & Karpiak, 1988;
Geisler et al., 1991), neuropatias periféricas (Schneider et al., 1994), doencgas cérebro-
vasculares (Carolei et al., 1991) e doenca de Parkinson (Schneider et al., 1994).

Essa diversidade de aplicagbes clinicas provavelmente estd relacionada a
consideravel variedade de mecanismos de acdo e dos efeitos farmacol6gicos promovidos por
esses glicoesfingolipidios. Estudos tém mostrado que, quando administrados em cultura de
neurdnios in vitro, os gangliosideos promovem efeitos neuronotréficos (relacionados a
sobrevivéncia e manutencdo do neurdnio) e neuritogénicos (que envolvem aumento no

namero, tamanho e/ou ramificacdo dos processos neuronais (Ledeen, 1984). As propriedades
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neuritogénicas e neurotroficas dos gangliosideos podem estar relacionadas a potencializacao
da acdo do fator de crescimento neural (nerve growth factor - NGF) promovida por essa
substancia. O mecanismo pelo qual os gangliosideos potencializam as a¢es do NGF ainda é
controverso. Gonatas e colaboradores (1983) sugeriram que esses glicoesfingolipidios
exerceriam seus efeitos apds a internalizagdo do NGF pela célula. Por outro lado, Mutoh e
colaboradores (1995) verificaram que 0 GM1 associa-se diretamente com o receptor para
NGF, e regula sua funcdo. Em outro estudo foi sugerido, ainda, que além da ativacdo do
receptor de NGF, o GM1 promoveria a fosforilacdo das proteinas de transducdo de sinal
responsivas a0 NGF (Rabin & Mocchetti, 1995; Miljan e Bremer, 2002).

Tendo em vista o efeito anti-isquémico, um possivel papel protetor dos gangliosideos
na neurotoxicidade por AAE e algumas neurotoxinas tem sido investigado. De fato, 0 GM1
atenua a citotoxicidade promovida pelo L-aspartato em cultura de células cerebelares de ratos
(Skaper et al., 1990) e promove a recuperacdo de diferentes tipos de lesdo no sistema
dopaminérgico (Toffano et al., 1983; Agnati et al., 1985; Raiteri et al., 1985; 1992). Varios
estudos tém mostrado os efeitos protetores do GM1 no parkinsonismo induzido por 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), como a restauracdo do conteddo 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 recuperagdo do
déficit comportamental (Weihmuller et al., 1988; Fazzini et al., 1990) secundario a injecao

desta neurotoxina.

Tem sido proposto que um possivel mecanismo de neuroprotecdo do gangliosideo
GM1 esteja relacionado a sua acdo antioxidante, tanto in vivo como in vitro (Avrova et al.,
1994; Maulik et al., 1993). De fato, 0 GML1 inibe a lipoperoxidacdo e protege receptores e
enzimas, como a Na*,K*-ATPase, contra o dano oxidativo induzido pela isquemia (Mahadik
et al., 1989). Entretanto, 0 mecanismo pelo qual o0 GM1 exerce seu efeito antioxidante ainda
ndo estd completamente esclarecido. Maulik e colaboradores (1993) sugerem que esse
glicoesfingolipidio tem atividade antioxidante direta, j& que € capaz de neutralizar a acdo dos
radicais livres, como os radicais hidroxil e superdxido, induzidos por isquemia em coragéao de
ratos in vitro. Por outro lado, Fighera e colaboradores (2003) ndo verificaram acéo
antioxidante intrinseca do GM1, uma vez que este glicoesfingolipideo ndo reduziu a
lipoperoxidacdo induzida por MMA no estriado de ratos in vitro. Nesse mesmo estudo, 0s
autores sugeriram que a acdo neuroprotetora do GM1 poderia ser devido ao aumento
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secundario dos niveis de ascorbato estriatal. Outra explicacdo 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 proteinas quinases C e a ativacdo de

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

Além disso, 0 GM1 também tem sido proposto como um agente anticonvulsivante,
desde que ele inibe a atividade epileptiforme recorrente induzida pela administracdo
intracerebral de anticorpos contra gangliosideos cerebrais (Karpiak et al., 1976; 1981) e
atenua as convulsdes induzidas pelo MMA no estriado de ratos (Fighera et al., 2003).
Entretanto, 0 GM1 ndo altera as convulsbes induzidas por estimulacdo elétrica em ratos
(Albertson et al., 1987), e ndo esta bem esclarecido se 0 GM1 pode prevenir as convulsdes
induzidas por outros agentes convulsivantes e se esta prevencao estd relacionada com suas

propriedades antioxidantes.

11.2. Radicais Livres e Espécies Reativas

11.2.1. Conceito e Formac&o dos Radicais Livres e Espécies Reativas

Do ponto de vista quimico, um RL € definido como qualquer &tomo, grupo de atomo
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 adi¢do ou pela perda de
um elétron de uma substancia ndo-radical. Entretanto, existem compostos igualmente reativos
guanto os radicais livres que ndo possuem elétron ndo-pareado na Ultima camada e, portanto
ndo podem ser classificados como radicais livres (Drdge, 2002). Essas substancias sao
classificadas de maneira mais ampla como espécies ativas do oxigénio (EAQ) ou espécies

ativas de nitrogénio (EAN).

As EAO geralmente tém uma curta duracdo de vida e sua recombinagdo quimica é
quase imediata. Estudos mostram que elas tém uma forte tendéncia para estabilizar sua 6rbita
externa, captam um elétron de outro atomo ou molécula que se torna uma molécula radicalar
(Rice-Evans & Burdon, 1993).

10
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Figura 2 — Configuragdo eletronica das Espécies Ativas de Oxigénio (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 sitio de formacdo o complexo
citocromo b-ubiquinona (Tyler, 1975). Na mitocondria, a citocromo oxidase promove a
reducdo completa de uma molécula de O, em uma molécula de agua e, para isso, Sdo

necessarios quatro elétrons.
0, + 4H"+4e — 2H,0

Contudo, nem sempre 0 oxigénio origina agua diretamente. Como consequéncia de
sua configuracdo eletrnica, a molécula de oxigénio tem forte tendéncia, durante as reagdes,

em receber um elétron de cada vez formando uma série de intermediarios téxicos e reativos
(Meneghini, 1987), tais como: radical superdxido (O,%), o peréxido de hidrogénio (H,0,),

ambos listados na figura acima, e o radical hidroxil (*OH). O primeiro e o Gltimo destes

11
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apresentam elétrons desemparelhados e sdo classificados como RLs. Ja 0 H,O, ndo tem

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

O superoxido é o primeiro intermediario formado a partir da reducdo incompleta do
oxigénio molecular na formagéo da H,O (Harris, 1992), e a partir dele podem se formar outras
espécies ativas de oxigénio como o radical hidroxil e o peréxido de hidrogénio (Esterbauer et
al., 1986). Muitos sistemas enzimaticos catalisam a reducdo do oxigénio a radical superdxido.
Podemos citar como exemplos: xantina oxidase, aldeido oxidase, flavina oxidase e
peroxidases (Fridovich, 1976, McCord, 1985). Varias outras enzimas como aquelas que
catalisam a formacdo de prostaglandinas (cicloxigenases) e leucotrienos (lipoxigenases),
também séo fontes de superdxido (Machlin & Bendich, 1987) (Figura 3).
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Figura 3. Fontes de radicais livres e sistema de defesa antioxidante. A enzima dxido nitrico
sintase, a cadeia de transporte de elétrons e metabolismo do &cido araquidénico sdo as principais

fontes de LOO °, radical peroxil; L " radical alcoxil; HETES, 4cidos hidroxieicosatetraendico;

H,4T, tetraiodobiopterina; 0%, radical superdxido; CaM, calcio/calmodulina; NO ', oxido nitrico;
FAD, flavina adenina dinucleotideo; FMN, flavina mononucleotideo. O AH", ascorbato; AH,,

radical semihidroascorbato; vitamina E°, radical tocoferil.
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Em condicoes fisioldgicas, o H,0, é formado na mitocondria em funcéo da atividade
metabolica (Chance et al., 1979). Tem sido mostrado que, em alguns orgdos, a atividade
celular leva a formacdo de H,0,, tanto pelos peroxissomos quanto por enzimas citosélicas
(Boveris & Chance, 1973; Chance et al., 1979). O H,0; é gerado a partir do superdxido por
meio de dismutacdo, sendo esta reacdo catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD)
(Figura 4) (Fridovick, 1975; 1978). A isoforma da SOD presente na matriz mitocondrial é
dependente de manganés (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 H,O, quando reage com os fons cobre (Cu*) ou ferro (Fe*?). Esta reacdo

é conhecida como reacdo de Fenton (Figura 5).

O, + Oy + 2H" 90» o, + H,0,

Figura 4 - Dismutagdo do radical superoxido por acdo da superdxido dismutase (SOD).

H,0, + Fe>—»Fe*® + 'OH + OH"

H,0, + Cu™ —=Cu™ + "OH + OH"

Figura 5 — Reacdo de Fenton.

Os metais de transicdo podem catalisar a reacdo entre o H,O, e Oy, levando a
producdo de radical "OH. Esta reacdo é conhecida como reacdo de Haber-Weiss, e é catalisada
pelo cobre (1) ou ferro (111) (Figura 6), que pode ser oriundo da ferritina, hemoglobina ou
mioglobina (Werns & Luchesi, 1990).

, Cu“/Fe”

H,0, + 0, — 'OH +OH+ O,

Figura 6 — Reacdo de Haber-Weiss

13
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As EAN também sdo formadas tanto no citosol como na mitocondria, e as mais
representativas sao o 6xido nitrico (NO®) e o peroxinitrito (ONOO’). O NO® ¢é gerado a partir
da arginina por acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), presente no citosol e na
mitocondria (Riobo et al., 2002). O NO® é essencial para vasorregulacdo, agregacao
plaquetaria e neurotransmissdo, mas em excesso inibe a citocromo-c oxidase levando a
conseqliente formacdo de O,* (Forfia et al., 1999). O ONOO/, entretanto, é formado a partir
de uma reacdo entre NO® e O,* (Radi et al., 1994) e ele pode difundir-se para o meio intra ou
extracelular e entdo promover a oxidacdo de lipideos, proteinas e DNA (Beckman et al.,
1996). Além disso, 0 ONOO™ pode causar inibicdo da cadeia respiratoria levando & morte
neuronal e produzir ions nitronio, que sdo capazes de nitrificar residuos de tirosina (Beckman
et al., 1996).

Entretanto, a toxicidade exercida pelas espécies reativas ndo esta somente relacionada
a danos biologicos ao organismo, mas também podem exercer uma atividade benéfica, como

na eliminac&o de bactérias fagocitadas atraves dos neutréfilos (Packer et al., 1996).

11.2.2. Sistema de defesas antioxidantes contra as Espécies Ativas de Oxigénio e Nitrogénio

Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para evitar o acimulo de espécies
ativas de oxigénio (Halliwell, 1994) que incluem mecanismos enziméaticos e ndo-enzimaticos
(Figura 3). As principais enzimas antioxidantes sdo a superoxido dismutase, a catalase e a
glutationa peroxidase. Essas enzimas evitam o acimulo de O;* e de H,O,, e a consequente
producdo de *OH, contra o qual ndo existe nenhum sistema enzimatico de defesa. Existem
substancias que neutralizam acéo do *OH, levando a formacédo de produtos menos toxicos. As
substancias que neutralizam os radicais livres na fase de iniciacdo ou de propagacdo da
lipoperoxidagdo, levando a formacdo de produtos menos tdxicos, sdo os denominados
scavengers, enquanto aquelas que atuam absorvendo a energia de excitacdo dos RLs,
neutralizando-os, sdo chamados de quenchers (Machlin & Bendich, 1987).

As defesas ndo-enzimaticas incluem os antioxidantes lipofilicos (tocoferdis,
carotendides e bioflavonoides) e hidrofilicos (glutationa e ascorbato) (Heffner & Repine,
1989; Cao et al., 1997; Halliwell & Gutteridge, 1999).

14
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11.2.2.1. Defesas enzimaticas

11.2.2.1.1. Catalase

Esta enzima esta presente em todos os tipos de células de mamiferos e esta localizada,
principalmente, num componente subcelular chamado peroxissoma. Alguns érgdos como o
coragdo, musculo esquelético e cérebro contém niveis mais baixos de catalase do que outros,
como o figado, e assim estdo mais expostos aos danos provocados pelos RLs (Boveris &
Chance, 1973). A atividade catalasica é a principal reguladora dos niveis intracelulares de

H.0, (Gaetani et al., 1989). A figura 7 mostra a decomposicao do H,O, pela catalase.

2 H,0, 21> 2H,0 + 0,

Figura 7— Reacdo de decomposicao do perdxido de hidrogénio pela catalase.

11.2.2.1.2. Superdxido Dismutase

A superoxido dismutase (SOD) é uma enzima essencial para todas as ceélulas
aerobicas, pois catalisa a dismutacao do radical superdxido, uma importante EAO, formando
H.0, e O, (Figura 4).

Existem trés tipos de superdxido dismutase:
1) As que contém cobre e zinco no sitio ativo (Cu Zn-SOD ) sdo encontradas no
citoplasma em maior quantidade, mas estdo presentes também nos peroxissomas,

lisossomas e no espaco intermembranas da mitocéndria;
2) As que contém manganés (Mn-SOD), e estdo presentes na matriz mitocondrial;

3) As que contém ferro, e que sdo encontradas em plantas e bactérias (Fridovich,
1975; Chance et al., 1979).

Este grupo de enzimas catalisa a reacdo de dois radicais superoxido, com consequente
formacdo de H,O,, que é menos reativo e € degradado por outras enzimas (catalase ou
glutationa peroxidase). Essa reacdo pode acontecer espontaneamente em condicdes
fisiologicas, porém quando catalisada pela SOD a velocidade de dismutacdo é 10* vezes
maior (Chance et al., 1979; Southorn & Povis, 1988).
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11.2.2.1.3. Glutationa Peroxidase

A glutationa peroxidase (GSH-Px), quando foi descoberta por Mills em 1957, era
considerada uma enzima responsavel apenas pela degradacdo do H,O,, 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 hidroperoxidos
organicos assim como com o H,O, (Wendel, 1981), e é a principal responsavel pela

degradacéo do peroxido de hidrogénio no sistema nervoso.
Ha dois tipos de GSH-Px:

1) A que utiliza o selénio como cofator, encontrada tanto na mitocondria como no

citosol;

2) A que ndo depende de selénio, encontrada no citosol e responsavel pela

metabolizacdo de hidroperdxidos organicos.

A GSH-Px catalisa a reagdo de hidroperoxidos com a glutationa reduzida (GSH) para
formar glutationa oxidada (GSSG) e produto de reducdo do hidroperédxido (figura 8A).

Fisiologicamente, a GSH-Px atua acoplada a enzima glutationa redutase (GR) que, por
sua vez, catalisa reducdo de GSSG, usando NADPH como coenzima (Figura 8B) (Mills,
1960; Maiorino et al., 1990).

H,0, + 2GSH _SPX, GSSG + 2 H,0 (A)

GSSG + NADPH + H*_GRd, 2 GSH + NADP* (B)

Figura 8 - (A) Reagdo catalisada pela GPx. O substrato também pode ser outros hidroperéxidos além do H,0,.

(B) Reagédo de reducdo da GSSG pela glutationa redutase, usando NADPH como coenzima.
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11.2.2.2. Defesas ndo enzimaticas

11.2.2.2.1. Antioxidantes hidrossolUveis

Glutationa: é um tripeptideo 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 reagdo (Figura 8B).

Além de atuar como substrato para a familia de GPx, a GSH previne a oxidacdo de
grupos —SH de proteinas evitando a formacéo de pontes dissulfeto e, além disso, é capaz de

quelar ions cobre e diminuir a producao de radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1999).

A maior parte da glutationa livre intracelular, in vivo, est4 na forma reduzida (GSH)
e na forma oxidada (GSSG), mas outra parte pode ser encontrada como dissulfetos mistos
com outros grupos tidis (-SH), tais como a cisteina e coenzima A. A GSH é importante na
degradacdo de proteinas que contém pontes dissulfeto, como a insulina. Devido as suas

propriedades quimicas, a GSH atua como nucleéfilo e como um redutor efetivo que interage
com numerosos agentes eletrofilicos e oxidantes como o H,0,, 0 O,® e *OH. Talvez sua

funcdo mais importante seja a protecdo que exerce frente ao dano oxidativo, causado por

espécies reativas de O, geradas durante 0 metabolismo normal das células.

Acido ascorbico (vitamina C): é capaz de neutralizar os radicais O,* , *OH e HO," e
de regenerar a vitamina E (Figura 9). Onde AH representa o ascorbato, A,™ 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 reagdes de dismutacdo interrompendo as reacOes em cadeia, ou entdo, reduzir-se
enzimaticamente a ascorbato com baixo consumo de NADH ou GSH. A reciclagem da

vitamina E € uma das mais importantes funcdes do ascorbato.
AH™ + Oy + H——>=H,0, + A5 (A)
AH + HO,— H,0, + A; (B)
AH™ + OH——>H,0 + A,~ (C)

AH ~ + vitamina E — vitamina E + As (D)

Figura 9 — Reacdes de neutralizacdo dos radicais O,* (A), *OH (B) e HO,’ (C) e regeneracdo de viamina E (D).
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11.2.2.2.2. Antioxidantes lipossolUveis

Carotenos: os [-carotenos sdo considerados substancias antioxidantes porque
apresentam a capacidade de neutralizar os radicais. Eles protegem os lipidios da peroxidagéo
porque neutralizam as espécies ativas de oxigénio, principalmente o 'O, (Foote, 1979;
Krinsky, 1979).

a-Tocoferol (vitamina E): é o antioxidante mais amplamente distribuido nos
organismos vivos, encontrando-se em altas concentra¢cBes em muitos tecidos. Estd associado
as membranas como as membranas mitocondriais e reticulo endoplasmatico. Pode reagir tanto
com lipoperoxidos quanto com radical alcoxil, sendo um efetivo protetor da LPO em
membranas biolégicas (Burton, 1988). A vitamina E neutraliza o '0,, 0 O,® e 0 HO," e reage
com o OH®. Nas reacBes em cadeia, um radical lipoperoxido (LOO®) reage com 0 grupo
hidroxifenolico da vitamina E, formando-se um lipoperoxido (LOOH) e, tambeém, um radical
a-tocoferil da vitamina E (vitamina E °) (Figura 10). O radical da vitamina E se converte em

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

LOO® + vitamina E — LOOH + vitamina E

Figura 10 — Reac¢do do radical lipoperéxido com vitamina E formando lipoperoxido e radical a-tocoferil da
vitamina E.

Bilirrubina: resulta do catabolismo das hemoproteinas, estando presente na corrente
sanguinea e nos tecidos. E um antioxidante que bloqueia as reacdes em cadeia (Halliwell &
Gutteridge, 1999).

Além desses compostos podemos citar outras substancias com acdo antioxidante
como: proteinas séricas, transferrina, ferritina, ceruloplasmina, oligoelementos (selénio, zinco,
manganés) e flavonoides (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Atualmente, a descoberta de novas substancias com acdo antioxidante tem despertado
o0 interesse da medicina para o tratamento de patologias relacionadas a formacdo de radicais
livres. Dentre essas substancias esta o gangliosideo GM1 (Avrova et al., 1994), um composto
com acao neuroprotetora em modelos animais de varias patologias relacionadas ao sistema
nervoso (Weihmuller et al., 1988; Fazzini et al., 1990).
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11.2.3. Radicais Livres e Sistema Nervoso Central

Todos os tecidos dos organismos aerobicos podem sofrer dano oxidativo, porém o
tecido nervoso é o mais suscetivel em comparacdo aos demais tecidos. Uma das razdes é seu
alto consumo de O,, ja que é responsavel por aproximadamente 20% do consumo basal de O,
corporal (Halliwell & Gutteridge, 1999). Assim, o alto consumo de O, pode resultar em um
aumento da formacdo de O,". Além disso, outros fatores também contribuem para tornar o
cérebro vulneravel as reacdes de oxidacdo, tais como:

1) E relativamente deficiente em defesas antioxidantes;

2) A ativacdo da 6xido nitrico sintase neuronal (NOS) e formacdo de NO® devido a
um aumento dos niveis de Ca®" intracelular (Kowaltowski et al., 2001; Souza et
al., 2003).

3) Contem altas concentracdes de lipidios poliinsaturados, que servem como
substrato para peroxidacao lipidica (Wajner et al., 2004);

4) Em regibes especificas do cérebro (substancia nigra, caudato, putamen e globus
pallidus) o ferro encontra-se presente em altas concentragcdes, o que favorece a
lipoperoxidacédo e a autooxidacdo de neurotransmissores devido ao OH® formado

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

11.2.4. Reatividade das espécies ativas de oxigénio em sistemas bioldgicos

As ERs sdo necessarias para o funcionamento normal do organismo e s&o
continuamente produzidas e neutralizadas pelo sistema de defesa antioxidante. Entretanto,
guando as espeécies reativas sdo produzidas em altas concentracdes ou quando as defesas
antioxidantes sdo deficientes, elas podem causar prejuizo na funcdo celular, apoptose e
necrose (Bergendi et al., 1999), caracterizando o “estresse oxidativo”. Esse desequilibrio entre
a producdo celular de ERs e as defesas antioxidantes pode representar um mecanismo
fundamental para as doencas em seres humanos (Halliwell and Gutteridge, 1999). De fato, ha
estudos que mostram uma reducdo nos niveis das defesas antioxidantes no sangue de
pacientes epilépticos e em modelos experimentais de acidemias organicas (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 producdo de ERs. No entanto, todos
eles possuem algum grau de limitacdo devido & alta reatividade dos radicais formados e/ou a
sua migracdo para pontos distantes. A geracdo de ERs pode ser medida por varios métodos,
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entre eles, quimioluminescéncia, peroxidacao lipidica e carbonilacdo protéica (Brown &
Kelly, 1996).

11.2.4.1. Oxidacéo de proteinas

A determinagdo de grupos carbonil nas proteinas oxidadas tem se tornado um dos
métodos bioquimicos mais utilizados na investigacdo do dano oxidativo protéico (Pratico e
Delanty, 2000). As proteinas de membrana podem sofrer modificacdes de grupos tiois e
nitrosilacdo de grupos fenolicos acarretando na fragmentacdo na cadeia polipeptidica.
Particularmente, os aminoécidos histidina, arginina e lisina sdo os principais alvos das EAO
para a producdo de grupos carbonil (>C-0). O conteudo de grupos carbonil nas proteinas
pode ser medido apds a reacdo deste grupo com 2, 4-dinitrofenil-hidrazina (Pratico &
Delanty, 2000) para formar 2,4-dinitrofenil-hidrazona, que pode ser detectada e quantificada
espectrofotometricamente ou imunoquimicamente (Levine et al., 2002).

As alteracdes que ocorrem nas proteinas de membrana podem modificar o transporte
de fons e aumentar os niveis de Ca®" intracelular (Dawson & Dawson, 1996). Além disso, a
modificacdo oxidativa das proteinas por EAO implica na etiologia ou progressdo de vérias
doencas (Levine et al., 2002). A oxidacdo de proteinas, um dos marcadores de estresse
oxidativo do cérebro, estd aumentada na neurodegeneracéo relacionada com a idade, ou em
modelos experimentais de doencgas neurodegenerativas, como nas doencas de Alzheimer,
Huntington e Parkinson (Butterfield & Kanski, 2001), assim como em modelos de convuls6es
induzidos por pentilenotetrazol (PTZ) (Oliveira et al., 2004) e MMA (Ribeiro et al., 2005).

11.2.4.2. Lipoperoxidagao

Por serem formadas em grande parte por lipidios insaturados e proteinas, as
membranas sdo particularmente vulnerdveis ao ataque oxidativo (Halliwell, 1994). Esses
lipidios poliinsaturados reagem com as espécies reativas formando hidroperdxidos lipidicos
(Halliwell, 1994).

Quimicamente, o processo de lipoperoxidacao (LPO) consiste de reacGes em cadeia e
classicamente sdo divididas em trés fases: reacdo de iniciacdo, reacdo de propagacéo e reacao
de terminacgdo. Nas reacOes de iniciacdo, um RL € formado de uma espécie quimica ndo-

radical livre estavel:
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RH R®+ H®
—>

Nas reacdes de propagacédo, também chamadas de reacdo central, um RL reage com

uma molécula estavel originando outro RL como produto:
R®+ O,—» ROO’
ROO®+ RH—> ROOH + R*®

Nas reacOes de terminacdo, dois RLs anulam seus elétrons solitarios formando um

produto estavel (Boveris, 1998).
ROO®*+R®* — > ROOR

R*+R*—>R-R

A LPO é um processo fisioldgico continuo que ocorre nas membranas celulares. Além
de ser um fator de renovacdo da membrana, este processo € essencial na sintese de
prostaglandinas e leucotrienos, bem como na fagocitose e pinocitose (Halliwell & Gutteridge,
1999). Por outro lado, esse processo pode se tornar toxico quando as defesas antioxidantes séo
insuficientes ou quando h& intensa producdo de espécies reativas. O ataque das espécies
reativas pode oxidar as multiplas cadeias laterais de &cidos graxos a lipoperoxidos,
danificando proteinas de membrana e, assim afetar varios processos fisioldgicos pela
alteracdo da estrutura da membrana, tais como a permeabilidade, a fluidez e a funcéo
(Meerson et al., 1982; Halliwell & Gutteridge, 1990; Halliwell, 1992; 1994). A LPO produz
aldeidos, gases hidrocarbonados e varios residuos quimicos, como o malondialdeido (MDA),
dienos conjugados, acroleina e 4-OH-2-trans-nonenal (HNE). Assim, a peroxidacdo lipidica
pode ser estimada pela medida de seus produtos e é utilizada para medir indiretamente a
producdo de RLs (Punchard & Kelly, 1996). Varios estudos tém utilizado a técnica de
TBARS como medida indireta de liperoxidacdo (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 peroxidacdo de lipideos pela reacdo do acido tiobarbitirico com o MDA, que é um
biomarcador de estresse oxidativo e, € um dos ultimos produtos liberados no processo de LPO
e causa dano celular (Brown & Kelly, 1996). De fato, estudos mostraram que a LPO também
esta envolvida em alteracdes na atividade da bomba de Na* e K* (Morel et al., 1998; Jain &
Lim 2001; Kaur et al., 2001).
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11.2.4.3. Na", K"-ATPase

A Na" ,K*'-ATPase é uma enzima de membrana plasmatica responsavel por manter a
homeostase celular. Esta enzima utiliza adenosina trifosfato (ATP) para exportar 3 jons Na*
para 0 meio extracelular e importar 2 fons K* para o meio intracelular, e Mg** como cofator
(Jorgensen, 1986).

A atividade da Na*,K*-ATPase pode ser regulada por varios fatores, entre eles estio
os glicosideos cardiacos como a ouabaina e a digoxina (Rose & Valdes, 1994) e algumas
condicdes patolégicas, como as doencas cardiovasculares, metabdlicas e neuroldgicas
(Clerico Et Al., 1990; El-Mallakh et al., 1993; Smith et al., 1993). Além disso, a atividade da
Na’,K*-ATPase ¢ modulada por agentes que ativam a proteina quinase G, como o0 GMPc, NO
e CO, assim como por fosforilagdo/desfosforilacdo e pela proteina 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 sodio €
fundamental para a manutencdo do potencial de membrana de repouso e para a propagacgao
do impulso nervoso. O mau funcionamento desta enzima ocasiona um aumento ou uma
diminuicdo da excitabilidade neuronal, dependendo do grau de inibicdo apresentado (Grisar
etal., 1983).

Neurbnios epilépticos exibem oscilagbes no potencial de membrana, com
prolongadas despolarizagdes, hiperpolarizacbes e disparos neuronais repetitivos. Estas
alteracdes podem ser decorrentes de danos na permeabilidade da membrana ou de mau
funcionamento do sistema de transporte de cations 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 cortex epiléptico pode estar reduzida, resultando em falha na remogdo do Na*
intracelular e K* do espaco extracelular (Pedley et al., 1975; Fisher et al., 1976) e facilitando
a propagacdo da onda de despolarizagcdo (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 evidéncias de que os radicais livres podem estar relacionados com
a morte neuronal (Dawson & Dawson, 1996) e com a inativacdo da Na'-K*-ATPase, uma vez
que a producdo de radicais livres se da principalmente durante a reperfusdo em cérebros
isquemiados (Mishra et al., 1989; Huang et al., 1992). Como a Na'-K*-ATPase é uma
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proteina integral de membrana, ela é um alvo facil ao ataque dos radicais livres na membrana
lipidica, principalmente no cérebro, uma estrutura rica em acidos graxos poliinsaturados, 0s
quais sdo altamente suscetiveis a LPO. Pierre e colaboradores (1999) mostraram que
mudangas na atividade da Na*,K*-ATPase sdo acompanhadas por aumento do nivel de MDA,
um produto final da LPO.

Além disso, foi demonstrado que o tratamento com ascorbato previne a inibi¢do da
Na’,K*-ATPase e reduz a carbonilacdo 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 inibicdo da Na*,K*-ATPase induzida pelo acido glutarico e metilmalonico in vitro
(Wyse et al., 2000; Kolker et al., 2002). Interessantemente, Shaheen e colaboradores (1996)
observaram uma correlacdo positiva entre 0 aumento da LPO (induzida por hipoxia) e a
ativacdo 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 inibicdo como ativacao da enzima.

11.2.5. Relacéo das Espécies Reativas e Erros Inatos do Metabolismo

Ha vérias evidéncias que mostram o envolvimento da geracdo de espécies reativas em
varias doencas neurodegenerativas e 0 aumento dos parametros do estresse oxidativo no cérebro
desses pacientes, incluindo niveis aumentados de MDA, HNE e oxidacdo proteica de grupos
carbonil e 3-nitrotirosina, assim como concentra¢des reduzidas dos antioxidantes ndo-enzimaticos
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 tém mostrado a relagdo do estresse oxidativo
com um consideravel nimero de erros inatos do metabolismo, incluindo as acidemias glutérica
tipo | (GA-I), propidnica e metilmalénica (Fighera et al., 1999; 2003; Oliveira Marques et al.,
2003; Royes et al., 2005).

11.3. Erros Inatos do Metabolismo

Erros inatos do metabolismo (EIM) sdo distirbios hereditarios, resultado de
deficiéncias em atividades enzimaticas, o que ocasiona um bloqueio de diversas rotas

metabolicas. Esse bloqueio, além de induzir um acumulo de substancias tdxicas e/ou a falta de
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substancias essenciais, pode gerar distarbios no desenvolvimento fisico e mental (Fenton &
Rosenberg, 1995). No inicio do seculo XX, Archibald Garrod empregou o termo EIM para se
referir as situacBGes clinicas que ele acreditou serem consequentes de defeitos em vias
metabdlicas. A primeira doenca estudada foi a alcaptonuria, que leva a artrite e se caracteriza,
bioquimicamente, pelo aumento da excrecdo de &cido homogentisico. Atualmente, o termo
EIM se aplica a um grupo de doencas geneticamente determinadas, e que, geralmente,
ocasiona deficiéncia em alguma atividade enzimatica em uma via metabolica que esta
envolvida na sintese (anabolismo), transporte ou na degradacdo (catabolismo) de uma
substancia. A medida que se aprofunda o conhecimento cientifico, aumenta o nimero de erros

inatos conhecidos, que hoje ultrapassam 500.

Apesar de serem eventos raros, 0s EIM representam um problema de satde importante
e seu diagnostico, frequentemente, se constitui em desafio para o clinico. Em algumas
populacbes e grupos étnicos isolados, certos erros do metabolismo, bastante raros na
populacéo geral, podem ser extremamente frequentes. Como exemplos, temos as doencas de
Tay-Sachs e Gaucher entre os judeus origindrios do Leste europeu, conhecidos como
“ashquenazim”, e a tirosinemia tipo | nos canadenses de ascendéncia francesa. A
consanguinidade é um fator que aumenta consideravelmente o risco de qualquer doenca

genética de heranca recessiva, inclusive os EIM.

Frequéncia estimada de alguns erros inatos do metabolismo

Fenilcetonuria (caucasianos) 1/15.000
Acidemia glutérica tipo | 1/30.000
Homocistindria 1/100.000
Acidemia metilmaldnica 1/100.000

Em 1980, Chalmers e colaboradores observaram uma prevaléncia maior de acidemias
organicas do que de aminoacipatias, até entdo os EIM mais estudados, em pacientes

hospitalizados. De fato, em funcdo dos progressos feitos no campo do diagndstico dos erros
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inatos do metabolismo, evidenciou-se que as acidemias organicas sdo, realmente, 0s erros

inatos mais freqlentes na populacdo (Goodman & Frerman, 2001; Wajner et al., 2001).

11.4. Acidemia Glutarica

A acidemia glutérica tipo | (AG-I) € 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, glutacénico e 3-OH-glutarico (3-OH-AG) no sangue,
urina e no cérebro dos pacientes afetados, devido a deficiéncia na atividade da enzima
glutaril-CoA desidrogenase (E.C 1.3.99.7) (Goodman et al., 1996). Esta enzima mitocondrial
estd envolvida na degradacdo dos aminoacidos L-triptofanio, L-hidroxi-lisina e da L-lisina, e

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

Lisina
Hidroxilisina
Triptofanio

l Ciclo
de
Glutaril CoA KREBS
Desidrogenase

Glutaril CoOA ==  Crotonil CoA Acetil CoA
Biotiva
ATP
v T
AG
3-0OH-AG

GLUTACONICO

Figura 11. Metabolismo da enzima glutaril-CoA desidrogenase: enzima responsavel pela conversdo do
glutaril CoA a crotonil CoA na rota de degradagdo dos aminodcidos lisina, hidroxi-lisina e triptofanio (Adaptado
de Goodman & Frerman, 2001).
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O grau de deficiéncia da enzima ndo estd correlacionado com a intensidade dos
sintomas apresentados pelos pacientes, assim como a excre¢do do AG pode ser normal em
pacientes que apresentam sintomas graves. Entretanto, a producdo aumentada de AG leva a
acidose metabolica (Goodman & Frerman, 2001).

Os sinais e sintomas da doenca variam em gravidade, de acordo com a idade que se
instala o distarbio metabolico (Kolker et al., 2000). Os sinais clinicos iniciam de maneira
subita, geralmente entre 2 a 37 meses de idade, ap6s um periodo de desenvolvimento normal
(Goodman & Frerman, 2001). Entretanto a macrocefalia, um dos achados clinicos mais
frequentes, geralmente esta presente ao nascimento (Goodman & Frerman, 2001). A
concentracdo de AG no cérebro dos pacientes afetados é de 1.04 -21 mmol/g e de 0.3-0.7
mmol/g para 0 3-OH-AG (Goodman et al., 1977).

Patologicamente esta acidemia é caracterizada principalmente por degeneracdo
estriatal (Kylerman et al., 1994; Goodman et al., 1996) e os pacientes ndo tratados apresentam
lesdo irreversivel de regides do cérebro como o estriado e o cortex, resultando em discinesia e
distonia muscular (Figuras 12 e 13). O tdnus muscular apresenta-se geralmente
comprometido, e a hipotonia se acentua apds crises de descompensacdo metabdlica. As
manifestacdes neuroldgicas progridem lentamente com as crises encefalopéaticas (convulsdes
e coma) (Hoffmann et al., 2001; Barreiro et al., 2004).

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

hipercetonemia, hiperamonemia, hipoglicemia, neutropenia e trombocitopenia (Goodman &
Frerman, 2001).

Figura 12. Movimentos distbnicos de membros Figura 13. Discinesia facial (extraido de
inferiores (extraido de Barreiro et al., 2004). Barreiro et al., 2004).
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Exames de ressonancia magnética nuclear e tomografia computadorizada do cérebro
dos pacientes mostram dilatacdo dos ventriculos laterais, atrofia cortical e degeneracdo dos

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

Figura 14. Ressonancia nuclear magnética de cranio: a) aumento da intensidade do sinal nos
nacleos caudato e putamen; b) dilatagdo de ventriculos cerebrais (extraido de Twomey et al.,
2003).

Embora os sintomas neurologicos sejam predominantes, a causa da degeneracdo neuronal,
principalmente dos ganglios da base, permanece desconhecida (Goodman & Frerman, 2001).
Entretanto, foi demonstrado que o AG é tdxico em culturas neuronais (Whetsel et al., 1984), e que
a degeneracao estriatal poderia ser devido a agdo tecidual direta do &cido ou de outro metabdlito
da rota afetada (Goodman & Frerman, 2001).

11.4.1. Excitotoxicidade na Acidemia Glutarica

Embora as alteracGes neuroldgicas sejam predominantes na AG-I, pouco se sabe sobre o
mecanismo pelo qual o acido glutarico é neurotoxico. Estudos mostraram que a administracao
intraestriatal de AG e 3-OH-AG induzem convulsdes em ratos por mecanismos GABAEérgicos e

glutamatérgicos (Lima et al., 1998; de Mello et al., 2001) e que o AG inibe a recaptacdo de
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glutamato em sinaptossomas de ratos (Porcitncula et al., 2000), sugerindo a participacdo de

eventos excitotoxicos nas alteracfes neuroldgicas caracteristicas da AG-I.

11.4.2. Modulacéo do Sistema GABAérgico

Um dos primeiros mecanismos propostos de fisiopatologia da AG-I foi baseado na
inibicdo competitiva da glutamato descarboxilase (EC 4.1.1.15), enzima que catalisa a converséo
do glutamato a GABA, pelo AG (K;: 1.3x10"° M), 3-OH-AG e &cido glutaconico (Stokke et al.,
1976), sugerindo que o desequilibrio na producdo de GABA poderia ser uma das causas da
neurodegeneracdo apresentada pelos pacientes glutaricoacidémicos (Wajner et al., 2004).
Entretanto, a redugcdo nas concentracbes de GABA no estriado foi descrita somente em um
paciente com AG-1 (Leibel et al., 1980). Embora esses resultados revelem um envolvimento do
sistema GABAEérgico nas alteracbes neuroldgicas presentes na AG-I, estes dados ndo podem
determinar se a causa dessa reducdo € devido a perda dos neurdnios GABAErgicos estriatais
durante as crises encefalopaticas, ou se é devido a reducdo na producdo de GABA nos ganglios
basais (Wajner et al., 2004).

Lima e colaboradores (1998) mostraram que a injecdo intraestriatal de AG induz
convulsbes em ratos, e que elas sdo atenuadas pela pré-administracdo de muscimol, um
agonista de receptores GABAA,, sugerindo a participacdo dos receptores GABAErgicos nas
convulsdes induzidas por aquele acido organico. De fato, foi evidenciado o envolvimento do
sistema GABAérgico em um modelo experimental de epilepsia, desde que a reducdo do
contetdo de GABA ou a inibicdo da glutamato descarboxilase poderia, além de facilitar o
aparecimento de convulsdes, estar relacionado com a producdo de EAO (Halliwell e
Guteridge, 1999). Além disso, estudos mostraram o envolvimento das EAO nas convulsdes
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), a-tocoferol e catalase (Kaayci et al., 2002).

11.4.2. Modulacgéo do Sistema Glutamatérgico

Enquanto o 3-OH-AG induz dano neuronal devido a ativacdo de receptores NMDA
(Kolker et al., 2000; 2001), inibicdo dos complexos Il e IV da cadeia respiratéria e deplegéo de
fosfato de creatina (Ullrich et al., 1999), os efeitos toxicos do AG ainda ndo foram esclarecidos

28



Revisdo de Literatura

(Kolker et al., 2000; Bjugstad et al., 2001). Estudos mostraram que o0 AG (1-10 mM) é capaz de
inibir a captacdo de glutamato em sinaptossomas (Bennet et al., 1973; Porciuncula et al., 2000) e
a ligacdo desse neurotransmissor aos seus transportadores no cortex cerebral de ratos
(Porciuncula et al., 2000). Estes dados sugerem que a inibicdo da captacdo de glutamato em
sinaptossomas estd provavelmente associada com a ligacdo do AG aos sitios de transporte
daquele neurotransmissor. Entretanto, o AG em baixas concentragbes (1-100 nM) estimula a
ligacdo do glutamato aos receptores AMPA e metabotropicos, mas ndo ao receptor
glutamatérgico do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA\) e de cainato no cortex cerebral de ratos
(Porcitncula et al., 2004). Estes dados estdo de acordo com o estudo de Lima e colaboradores
(1998) que mostraram que o0 comportamento rotacional induzido pela administracdo intraestriatal
de AG em ratos € prevenido por um antagonista de receptores AMPA, o DNQX, mas ndo por
MK-801, um antagonista do receptor NMDA. O AG pode causar lesdo em culturas
corticoestriatais antes da sinaptogénese, ao contrario dos acidos quinolinico e cainato, que
necessitam de sinapses estabelecidas para exercerem seus efeitos excitotoxicos (Whetsell and
Schwarcz 1983). Estes estudos sugerem um papel importante na expressdo e funcdo de
subunidades especificas dos receptores de glutamato na neuropatogénese da AG-I.

Além disso, a inibicdo do complexo Il da cadeia respiratoria e a inibicdo da Na",K'-
ATPase pelo AG (demonstradas in vitro) podem causar déficit energético e ativacdo secundaria
dos receptores glutamatérgicos (Kolker et al., 2002).

Contudo, ainda ndo estd definido se uma disfuncdo dos sistemas GABAErgico e
glutamatérgicos pode estar envolvida com as convulsdes e a lesdo estriatal evidenciadas nos
pacientes com acidemia glutarica e, se esses eventos podem estar relacionados com a

formacéo de espécies reativas.

11.5. Excitotoxicidade, formacao de espécies reativas e convulsfes

Apesar da transmissdo GABAérgica e glutamatérgica serem fundamentais para 0s
processos fisiologicos, sabe-se que um desequilibrio nos neurotransmissores inibitorio e
excitatorio, pode favorecer uma ativacdo supra-fisiolégica dos receptores glutamatérgicos
causando morte neuronal e um aumento na producdo de espécies reativas. Esse processo €
chamado de excitotoxicidade (Fenton & Rosenberg, 1995; Patel, 2004).

O termo excitotoxicidade foi inicialmente usado para descrever um aumento na
ativacdo de receptores glutamatérgicos via administracdo de altas doses de glutamato exdgeno

(Olney & Ho, 1970). ApoOs a descoberta de que antagonistas glutamatérgicos poderiam
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proteger contra a perda neuronal induzida por diversos insultos neuroldgicos, como isquemia
e hipoxia, passou-se a admitir que o glutamato endogeno pudesse ser mediador de processos
excitotoxicos quando em altas concentracdes na fenda sinaptica (Obrenovitch, 1999;
Obrenovitch et al, 2000).

A neurotoxicidade induzida pelo glutamato pode ter como causa: i) uma redugdo na
transmissdo GABAGérgica; ii) aumento na concentracdo de glutamato no meio extracelular
(aumento na liberacdo ou reducdo da captacdo); iii) uma hipersensibilidade dos receptores ao
glutamato devido a uma perda na seletividade i6nica, aumento na densidade ou anormalidades
na modulagdo; e/ou iv) deficiéncia no metabolismo energético e nas defesas antioxidantes
(Rothsthein et al, 1992; Battaglioli et al, 1993; Greene & Greenamyre, 1996; Robinson &
Dowd, 1997).

Neste contexto, uma estimulacdo excessiva de receptores glutamatérgicos, induz a
perda do equilibrio do Ca*" intracelular. O aumento da concentracdo de Ca?* intracelular
provoca um aumento na producao de RLs, disfuncdo mitocondrial, e conseqliente diminuicao
na producdo 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 produgéo
de espécies reativas (Patel, 2004).

Estudos mostraram que algumas acidemias organicas, principalmente aquelas
associadas a disfuncdo mitocondrial, estdo relacionadas com a producdo de RLs e a inibicédo
de varias 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). H&
evidéncias de que a deplecdo energética induzida por alguns acidos organicos, como MMA e
AG, desencadeie a despolarizacdo neuronal e o dano celular por faléncia na atividade de
ATPases de membranas (McLaughlin et al, 1998; Silva et al., 2000; Malfatti et al., 2003). De
fato, a deplecdo energética aumenta a liberacdo de glutamato ndo s6 por mecanismos
dependentes de calcio (por despolarizacdo da membrana), mas também pela inibicdo e/ou
reversdo de mecanismos de recaptacdo deste aminoacido excitatorio na pré-sinapse e nas
células gliais, levando a um aumento de glutamato na fenda sinaptica (Madl & Burgesser,
1993) e, a ativacdo secundaria dos receptores glutamatérgicos subtipo NMDA e
AMPA/cainato (Zeevalk et al., 1992, 1998).

O GABA também pode ter um papel crucial na despolarizacdo neuronal e formacéao de
RLs. O blogueio do receptor GABAA resulta em uma redugdo do influxo de ions CI e facilita
a despolarizacdo da membrana e, assim, o influxo de Ca*" através de canais associados ao

receptor NMDA (Sankar et al., 1997). A despolarizacdo da membrana pods-sinaptica leva a
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saida do fon Mg®*, que bloqueia o canal do receptor NMDA de maneira dependente de
voltagem, e permite a entrada de fons Na* e Ca®* para o meio intracelular (McDonald &
Schoepp, 1993). O dano excitotoxico primario é desencadeado pela entrada de Na* através de
receptores ionotrépicos do subtipo AMPA/Kainato (Chan et al, 1979). O aumento de Ca?*, via
ativacao de receptores do subtipo NMDA, leva a ativacéo de enzimas dependentes deste ion, e
que estdo envolvidas na producdo 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 déxido nitrico sintetase, que produz 6xido
nitrico (NO®) (Snyder & Bredt, 1992). O NO® pode interagir com radicais superéxido (O;") e
formar peroxinitrito (ONOQ"). Este radical pode difundir-se para o0 meio intra, ou extracelular
e entdo promover a oxidacéo de lipidios, proteinas e DNA (Beckman et al., 1990; Almeida et

al., 1998), que estdo associados ao aparecimento de convulsdes e morte celular.

Varios acidos organicos sdo capazes de induzir estresse oxidativo e 0 aparecimento de

convulsdes. Entre eles podemos citar os acidos metilmalénico, 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, 0 AG aumenta a producdo de espécies reativas e reduz a atividade da glutationa

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

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

antioxidante, previne a producio de espécies reativas e a reducéo na atividade da Na*,K*-ATPase

induzidos por aquele acido no SNC de ratos (Kolker et al., 2002).
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Figura 15. Mecanismos sugeridos de neurodegeneracdo induzidos pelo &cido glutarico. O acimulo de AG pode
causar dano celular por trés mecanismos neurotoxicos: faléncia energética, excitotoxicidade e estresse oxidativo.
O AG pode ativar, direta ou indiretamente, os receptores glutamatérgicos, induzir a geracdo de espécies reativas
do oxigénio (ROS - reactive oxygen species) e de nitrogénio (RNS — reactive nitrogen species) e reduzir os
niveis das defesas antioxidantes, resultando na oxidacdo de lipideos (PUFAS - polyunsaturated fatty acids),
proteinas (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 reducdo dos niveis de ATP e no aumento da producdo de ROS. Estes eventos causam
despolarizacdo neuronal e alteracfes nos gradientes ibnicos. A despolarizacdo provoca a liberacdo de glutamato
armazenado nas vesiculas sinapticas e a perda do gradiente leva a inibicdo e/ou reversdo dos transportadores de
glutamato a nivel glial e neuronal. O aumento de glutamato na fenda sindptica e a faléncia energética, que
também atinge a membrana pos-sinaptica, induz a despolarizacdo, primeiramente, por ativacdo dos receptores
AMPA e aumento dos niveis de Na* e Ca®*, deslocando assim, o Mg®* presente no canal do receptor NMDA e
favorecendo o influxo de Ca®* para o meio intracelular. A inibicdo dos receptores GABA, , pelo AG, reduz o
influxo de CI intracelular e também facilita o influxo de Ca" através de canais associados ao receptor NMDA,
diminuindo o limiar de disparo neuronal e favorecendo a formacéo de ERs e as convulsdes.

Contudo, ainda sdo necessarios estudos complementares para definir o papel das EAO
nos processos fisiologicos durante o estresse oxidativo induzidos por agentes convulsivantes.
Além disso, dada a escassez de medidas terapéuticas efetivas contra as convulsdes
apresentadas por pacientes com acidemia glutarica, evidencia-se a importancia da busca de
novos compostos e do estudo do seu mecanismo de acdo (Brunbech & Sabers, 2002). Uma
das principais tendéncias das investigagdes é a pesquisa de novas drogas antiepilépticas com
propriedades neuroprotetoras (Meldrum, 2001). Estudos recentes mostram a eficacia de
algumas substancias com propriedades antioxidantes na terapia das convulsdes. Estes relatos

demonstram sucesso na hipotese do papel das espécies reativas na patogenia dos danos
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excitotoxicos cerebrais, entre eles as convulsées (Champney et al., 1996; Kabuto et al., 1998).
Portanto, a investigacdo se 0 GM1 € uma droga com este perfil, € importante ndo somente
para a elucidacdo do papel deste gangliosideo sobre a producdo das espécies reativas, mas

também para a identificacdo de uma terapia adjuvante para o tratamento das convulsdes.
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I11. OBJETIVOS ESPECIFICOS - ARTIGO |

O artigo | teve 0s seguintes objetivos:

1. Investigar o efeito da administracdo sisttmica de GML1 sobre a atividade das enzimas
antioxidantes: CAT, SOD e GSH-Px, assim como sobre a quimiluminescéncia espontanea
e TRAP no cortex de ratos ex vivo;

2. Avaliar se 0 GML1 altera a atividade da CAT e quimiluminescéncia espontanea in vitro;
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Monosialoganglioside (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. However, only a few studies have
attempted to investigate the effects of GM1 on enzymatic
antioxidant defenses of the brain. In the present study, we
evaluate the effects of the systemic administration of GM1
on the activity of superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px), and on
spontaneous chemiluminescence and total radical-trapping
potential (TRAP) in cerebral cortex of rats ex wivo. The effects
of GM1 on CAT activity and spontaneous chemilumine-
scence in vitro were also determined.

Animals received two injections of GM1 (50 mg kg, i.p.)
or saline (0.85% NaCl, ip.) spaced 24h apart.
Thirty minutes after the second injection the animals
were sacrificed and enzyme activities and spontaneous
chemiluminescence and TRAP were measured
in cellfree homogenates. GM1 administration reduced
spontaneous chemiluminescence and increased catalase
activity ex oivo, but had no effect on TRAF, SOD or
G5H-Px activities. GMI1, at high concentrations, reduced
CATactivity in vitro. We suggest that theantioxidantactivity
of GM1 ganglioside in the cerebral cortex may be due to an
increased catalase activity.

Keywords: GM1 ganglioside; Total radical-trapping antioxidant
potential; Antioxidant enzymes; Spontaneous chemiluminescence

INTRODUCTION

Gangliosides comprehend a group of glycosphingo-
lipids characterized by the presence of one or more

sialic acid residues in the oligosaccharide chain,
which are synthesized in the Golgi apparatus and
then transported and incorporated into the plasma
membrane.!! Gangliosides have been found virtually
in every vertebrate tissue, particularly in the brain,
wherethey representabout 10% of the lipid content.”
It has been reported that gangliosides play a
modulatory role in different events associated
with adaptive functions®* neuronal plasl:icityl?'“]
memory formation!” ' and neuroprotection against
various neurotoxic agents or conditions, such as
excitotoxic amino acid exposure, anoxia,/ischemia,
Parkinson’s and Alzheimer's diseases,lu_]?]
accompanied by an apparent absence of side effects.
Accordingly, GM1 inhibits lipid peroxidation and
intracellular calcium Uwzrloading,“ﬁ'”'m] and it
has been argued that GM1 may directly scavenge
free radicals generated during reperfusion and
protect receptors and enzymes from oxidative
darrLage.lz'w] In addition, we have recently demon-
strated that GMI1 attenuates methylmalonate-
induced convulsions and thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) generation and increases
ascorbic acid levels in the striatum of the rats ex
wivo, further supporting a possible antioxidant role for
gangliosides in the central nervous system {CNS).IW]

Considering that superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px)
constitute the major intracellular antioxidant protec-
tion system of the CNS, and that little is known about

*Corresponding author. Fax: +55-55-2208031. E-mail: cf. mello@smail ufsm.br
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the effects of GM1 on these antioxidant enzymes,
we decided to investigate whether GM1 alters 50D,
CAT and GSH-Px activities ex wiro. Since GMI1
administration altered CAT activity and spontaneous
chemiluminescence ex vivo, the effects of GM1 on
catalase activity and spontaneous chemilumines-
cence in vilro were also determined.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and Equipment

All chemicals were purchased from Sigma Chemical
Co., 5t. Louis, MO, USA, except for the RANSOD kit,
which was purchased from RANDOX, and GM1
ganglioside, which was kindly donated by TRB
Pharma. Chemiluminescence and total radical-trap-
ping potential (TRAF) were assayed using a beta
liquid scintillation spectrometer (Tricarb 2100TR and
Wallac model 1409, respectively) and enzyme
activities were measured with a double-beam
spectrophotometer with temperature control.

Animals

Adult male Wistar rats (105-120 days, 350-380g)
bred in the animal house of the UFRGS, were used.
Rats had free access to water and to a standard
lab chow (Germani, Porto Alegre, RS, Brazil).
Temperature was maintained at 24 = 1°C, with a
12/12h light/dark cycle. The “Principles of labora-
tory animal care” (NIH publication no 85-23, revised
1985) were followed throughout the experiments.

Treatment and Tissue Preparation Ex Vivo

Animals received two injections of GM1 (50mg/kg,
i.p.) or saline (NaCl 0.9%, ip.) spaced 24h apart.
Thirty minutes after the second GMI or saline
injection the animals were killed by decapitation and
the brain was immediately removed. This experi-
mental protocol of GM1 administration has been
shown to be effective in decreasing methylmalonate-
induced TBARS production in rat striatum.['7]
The cerebral cortex was dissected, weighed and
homogenized in the incubation medium };pecified for
each technique and centrifuged at 1000g for 10 min at
4°C. The supernatant was immediately used for the
measurements.

Spontaneous Chemiluminescence

Samples were assayed for chemiluminescence in a
dark room by the method of Gonzalez-Flecha
¢t al?? Incubation flasks contained 3.5ml of
medium consisting of 20mM sodium phosphate,

pH 74, and 140mM KCl. The background

M.R. FIGHERA ¢t al.

chemiluminescence was measured, and 0.5ml of
cell-free homogenate immediately added. Chemi-
luminescence was measured for 30min at room
temperature. The background chemiluminescence
was subtracted from the total value and the results
are presented as cps/mg of protein. In witro
experiments were carried out as described above,
except that cell-free cerebral cortex homogenates
were previously incubated for 1h at 37°C in the
absence or presence of GMI1 (1072 to 10" nM).

Total Radical-trapping Antioxidant Potential

TRAP represents the total antioxidant capacity of
the tissue and was determined by measuring the
luminol chemiluminescence induced by 2,2-azo-bis
(2-amidinopropane) (ABAP) at room temperature by
the method of Lissi et al.*"! Tissue was homogenized
1:10(w /v) in 0.1 M glycine buffer (pH 8.6), and ABAP
was added to the vial and the background chemilu-
minescence measured. Luminol was subsequently
added to the vial and the chemiluminescence was
measured again. The chemiluminescence value
obtained in the presence of luminol was considered
the initial value. Afterwards, Trolox or cerebral
homogenates were added to the medium and
chemiluminescence was measured until it reached
the initial value. The induction time was considered
as the time elapsed between adding Trolox or cerebral
homogenates and the total recovery of initial
chemiluminescence levels. The induction time is
directly proportional to the antioxidant capacity of
the tissue and was compared to the induction time of
Trolox. The results are reported asnmol of Trolox/ mg
of protein. In vitro experiments were carried out as
described above, except that cell-free cortex homo-
genates were previously incubated for 1h at 37°C in
the absence or presence of GM1 (1072 to 10" nM).

Catalase Assay

CAT activity was assayed by the method of Aebi, 1?2
which is based on the disappearance of H.O» at
240nm. Brain tissue was homogenized 1:10 (w/v) in
10mM potassium phosphate buffer, pH 7.6. One unit
of enzyme activity was defined as lpmol of
hydrogen peroxide consumed per minute, and the
sl:veci.fic activity reported as units / mg protein.

Superoxide Dismutase Assay

The assay of SOD activity was carried out with the
RANSOD kit (Randox, USA), which is based on
the formation of red formazan from the reaction of
2-{4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetra-
zolium chloride and superoxide radical. The inhi-
bition of the produced chromogen is proportional
to the activity of the SOD present in the sample.
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A 50% inhibition was defined as one unit of SOD and
specific activity reported as units /mg of protein.

Glutathione Peroxidase Assay

GSH-Px  activity was measured according to
Wendel 2] except for the concentration of NADPH,
which was adjusted to 0.1mM after previous tests
performed in our laboratory. NADPH disappearance
was monitored at 340 nm and one GSH-Px unit was
defined as 1 pmol of NADPH consumed per min and
specific activity reported as units /mg of protein.

Protein Determination

Protein was measured by the method of Lowry
et ai.,lz'” using bovine serum albumin as standard.

Statistical Analysis

Data were analyzed by the Student’s f-test or by one-
way analysis of variance. Post hoc analysis was
carried out by the Student-Newman-Keuls test,
when appropriate.

RESULTS

Ex Vivo Experiments

Table I shows the effect of systemic GM1 adminis-
tration on the spontaneous chemiluminescence
and on the CAT activity of cerebral cortex of
rats ex wive. Statistical analysis revealed that
GM1 administration reduced spontaneous chemi-
luminescence [H7) = 2.64; p < 0.05] and increased
CATactivity [#(14) = 2.72; p < 0.01] in cerebral cortex
homogenates, as compared with saline.

Table II shows that the systemic GM1 adminis-
tration had no effect on TRAP [H(9) = 0.38; p = 0.05],
50D [#(12)= 1.83; p = 0.05] and GSH-Px [K10) =
1.29; p = 0.05] activities in cortex homogenates, as
compared with saline.

In Vitro Experiments

Figure 1 shows the effect of GM1 on CAT activity
in wvitro. Statistical analysis revealed that high

TABLE I Effect of GM1 ganglioside (50mg/kg, ip.) on the
spontaneous chemiluminescence (Chem) and catalase (CAT)
activity in brain homogenates from rats ex vivo

Chem (cps/mg protein) CAT {unit/ mg protein)

170 = 101
135 = 5.2*

3815
5215

Saline
GM1

Data are mean SEM and n=9-10 per group. Saline= MaCl 09%;

GM1 = monosialoganglioside. *p < (L05 compared with saline group
(Student -test).

TABLEIl Absence of effect of GM1 ganglioside (50 mg/kg. i.p.)
on total radical-trapping antioxidant potential (TRAP), superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities
in brain homogenates from rats ex vive

TRAF
(nmol /mg protein) S0D GHS-Px
Saline 125 152 321+112 325+18
GM1 116 = 153 34422 o222

Data are mean S5EM and n=6-7 per group. Saline = MaCl 0.9%;
GMI = monesialoganglioside.

concentrations of GM1 (10° to 10* nM) in the
incubation medium inhibited CAT activity in wvitro
[F(7,21) = 6.8; p < 0.001], as compared with saline.
In contrast, GM1 had no effect on spontaneous
chemiluminescence [{3) = 2.65; p > 0.05] of cortex
homogenates in vitro (data not shown).

DISCUSSION

In the present study, we show that GM1 adminis-
tration increased CAT activity and reduced sponta-
neous chemiluminescence of cerebral cortex
homogenates ex vivo. Conversely, GM1 ganglioside
had no effect on SOD and GSH-Px activities
and on total TRAF. Interestingly, GM1 ganglioside
(10° to 10* nM) addition to the incubation medium
reduced CAT activity in witro and had no affect
spontaneous chemiluminescence in vitro, suggesting
that GM1-induced CAT activation ex vive is not due
to a direct effect of the ganglioside on the enzyme.
The brain is particularly susceptible to oxidation by
reactive species because of its dependency on aerobic
metabolism, large content of polyunsaturated lipid in
the mitochondrial and plasma membranes of brain
cells and its low antioxidant defenses.?” Mitochon-
drial dysfunction and consequent ATP depletion are a
major cause of oxidative stress and calcium homeo-
stasis alterations>* in the CNS, ultimately producing
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FIGURE 1 Effect of GM1 on catalase activity in vitro. Data are
mean + SEM and n = 6 per group. *p < 005 compared with saline
(Student-Newman-Keuls Test).
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loss of cellular integrity and cell death. Indeed,
various neurodegenerative disorders, including
Parkinson, Huntington and Alzheimer's diseases
have been associated with mitochondrial dysfunc-
tion, activation of excitotoxic mechanisms and free
radical genera tion.***1 The inte grity and existence of
an organism depend on proper cellular homeostatic
regulation. Under normal physiological conditions,
cellular homeostasis is incessantly challenged by
stressors and, among them, are the products
generated from oxygen metabolism. The cell detoxi-
fies these free radicals via its own antioxidant defense
.t;y.t;tern,lz'rTJ which includes the antioxidant enzymes
SOD, CAT and GSH-Px.® In fact, most of the
evidence for a protective role for antioxidant defenses
in limiting injury in the CNS depends on the
activation antioxidant enzymes like GSH -Px,lﬂ'J
SOD™* or CATPY or both.2~%! Various factors
may regulate the expression of antioxidants enzymes,
such as copper deficiency,137l oxidative stress>® and
neuronal growth factor (NGF) administration, 31383
In the CNS, NGF stimulates cellular resistance to
oxidative stress, protects PC12 cells from the toxic
effects of reactive oxygen species and increases CAT
and GSH-Px mRNA levelsin PC12 cellsin a time- and
dose-dependent manner.P* In addition to NGF,
gangliosides, are also known to exert neuritogenic
and neurotrophic effects both in vitro and in pipatt!]
and further increase the already elevated levels of
catalase after ischemia in the cerebral cortex of rats.[*?]
Exogenously administered gangliosides, particularly
GM1, have been shown to stimulate neurite out-
growthin cell culture, #3161 Moreover, GM1 has been
shown to potentiate the NGF-induced recovery of
neurochemical markers following cortical devascu-
larisation*! or others injuries,““l suggesting
that it can be used as a useful tool to promote
functional recovery of the CNS. It has been suggested
that GM1 promotes neuronal survival by activating
NGF receptor tyrosine kinase acti\;itj,/,l'wJ what
indicates that GM1 and NGF effects are closely
related. Therefore, it may be speculated that the
presently reported increase in CAT activity by GM1
involves an increased transcription of the enzyme,
which is possibly mediated by neurotrophic factors.
Indeed, the presently reported lack of activating effect
of GM1 ganglioside on CAT activity in witro supports
the view that GM1 ganglioside activating effect on
CAT depends on the cellular integrity of the system.
This result matches previous studies from our group,
since we have previously reported that the inhibitory
effect of GM1 on methylmalonate-induced striatal
TBARS generation depends on the cellular integrity
of the };y};tem.lm Therefore, it is tempting to propose
that the presently reported increase of CATactivity by
GM1 underlies its antioxidant effects in the CNS,
although a GM1-induced increase in the ascorbate
content of the CNS has been also vepurted.lwl

Although some of the antioxidant actions of GM]1
(including the presently described increase in CAT
activity) seem to depend on the cellular integrity of
the system, their magnitude seem to afford important
functional effects. For example, systemic adminis-
tration of GM1, at lower doses than or the same doses
as that used in the present study, was effective in
inhibiting methylmalonate-induced convulsions*!
as well as reserpine-induced orofacial movement'® in
rats. Importantly, the physiopathogenesis of these
behavioral phenomena have been extensively related
to increased oxidative stress.[**~ 5%

At last, it should be pointed out that CAT, due to
its low activity in the CNS, has been considered a
secondary enzyme in controlling free radical-
induced da.mage,llﬁ] a fact that could diminish the
relative importance of the presently reported GM1-
induced increase of CAT activity as the mechanism
underlying GM1-induced antioxidant action. On the
other hand, it has been reported that local enzyme
activities determine regional susceptibility to neuro-
toxic agerll'_‘;.lﬁrTJ Accordingly, highly immunoreactive
cells for CAT correspond to neurons known to be
resistant to ischemia-reperfusion injury, whereas
weakly stained cells correspond to neurons that are
more susceptible to ischemic damage. This finding
indicates that CAT may be critical for a protective
effect against oxidative stress under pathological
conditions, such as ischemia-reperfusion irljury.lﬁTJ
Further evidence for a critical role for CAT as a
protective agent against oxidative stress in the CNS
come from the studies that have demonstrated that
inhibition of CAT activity increases Alzheimer’s
p-amyloid peptide l'lG_'LII‘{]t(])(iCitylﬁH] and that CAT
activity is decreased, but 50D activity is unchanged,
in brains of patients with dementia of Alzheimer
tyl:ve.l'WJ Therefore, one might propose that CAT, due
to its decreased activity in the brain, is a point of
vulnerability in the cerebral antioxidant system,
which has had its importance overlooked in the
literature. We think that this is a matter of significant
discussion, and that the relative importance of CAT
activity as a determinant of the CNS susceptibility to
reactive oxygen species is still to be established.
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IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS - ARTIGO II

O artigo 1l teve os seguintes objetivos:

3. Investigar se a administragao sisttmica de GM1 protege contra as convulsdes induzidas pelo
AG;

4. Investigar o efeito da injecéo intraestriatal de AG ex vivo, assim como, da adi¢do de AG no
meio de incubacgdo in vitro, sobre a carbonilacdo protéica e producdo de TBARS no
estriado de ratos.

5. Investigar o efeito da administracdo de GM1 na carbonilacdo protéica e na producdo de
TBARS apos a injecdo de AG no estriado de ratos ex vivo e in vitro;

6. Investigar o efeito da injecdo intraestriatal de AG ex vivo, assim como, da adicdo de AG no
meio de incubagdo in vitro, na atividade da Na*,K*-ATPase no estriado de ratos;

7. Investigar o efeito da administracdo de GM1 apds a injecdo intraestriatal de AG ex vivo,
assim como, da adicdo de GM1 no meio de incubacgéo, na presenca ou auséncia de AG in
vitro, sobre a atividade da Na*,K*-ATPase no estriado de ratos;

8. Investigar se ha correlacdo entre a produgdo de TBARS, carbonilacdo protéica e a atividade
da Na*,K*-ATPase com as convulsdes induzidas pelo AG no estriado de ratos;

9. Avaliar se a administracdo de muscimol, um agonista de receptor GABAA, e antagonistas
glutamatérgicos ionotrépicos, como 0 MK-801 e DNQX, protegem contra as convulsées e
inibicdo da Na*,K*-ATPase no estriado de ratos;

10. Investigar se 0 GM1 protege das convulsdes, aumento da producdo de TBARS,
carbonilagdo protéica e inibicdo da Na',K'-ATPase induzida pela injecdo de PTZ no
estriado de ratos;

11. Determinar se ha correlacdo entre a atividade da Na',K'-ATPase com as convulsdes
induzidas pelo PTZ no estriado de ratos.
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Monosialoganglioside (GMI1) is a glycosphingolipid that protects
against some neurological conditions, such as seizures and ischemia.
Glutaric acidemia type I (GA-I) is an inherited disease characterized by
striatal degeneration, seizures, and accumulation of glutaric acid (GA).
In this study, we show that GA inhibits Na" K -ATPase activity and
increases oxidative damage markers (total protein carbonylation and
thiobarbituric acid-reactive substances—TBARS) production in stria-
tal homogenates from rats in vitro and ex vivo. It is also shown that
GMI1 (50 mgkg, i.p. twice) protects against GA-induced (4 pmol/
striatum) seizures, protein carbonylation, TBARS increase, and
inhibition of Na",K'-ATPase activity ex vive. Convubive episodes
induced by GA strongly correlated with Na" K'-ATPase activity
inhibition in the injected striatum but not with oxidative stress marker
measures. Muscimol (46 pmol/striatum), but not MK-801 (3 nmol/
striatum) and DNQX (8 nmolstriatum) prevented GA-induced con-
vulsions, increase of TBARS and protein carbonylation and inhibition
of Na"K'-ATPase activity. The protection of GMI and muscimol
against GA-induced seizures strongly correlated with Na*,K'-ATPase
activity maintenance ex vivo. In addition, GM1 (50— 200 pM) protected
against Na",K'-ATPase inhibition induced by GA (6 mM) but not
against oxidative damage in vitro. GM1 ako decreased pentylenete-
trazole (PTZ)induced (1.8 pmol/striatum) seizures, Na® K- ATPase
inhibition, and increase of TBARS and protein carbonyl in the
striatum. These data suggest that Na' K -ATPase and GABA,
receptor-mediated mechanisms may play important roles in GA-
induced seizures and in their prevention by GMI1.
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Introduction

Gangliosides, particulady GMI1 ganglioside, are known to
modulate adaptive functions, such as neuronal plasticity (Perry et
al., 2004}, and memory formation (Silva et al., 2000). In addigon,
they have been proposed as neuroprotective agents against various
excitotoxic agents or conditions, such as excitatory amine acid
exposure and ischemia {Lombardi et al, 1989 Carolei et al.,
1991). Accordingly, GM1 inhibits lipid peroxidation (Defeudis et
al, 1979 Fighem et al, 2003} and may directly scavenge free
radicals genemted durng reperfusion and protect receptors and
enzymes from oxidative damage (Tyurin etal., 1991; Maulik et al.,
1993). In addition, GMI increases ascorbic acid levels in mt
striatum and catalase activity in rat cerebral cortex (Fighem et al.,
2003, 2004) and protects against ischemia-induced Na™ K™, and
Mgl_ ATPase activity inhibition (Mahadik et al., 1989},

GM1 has also been proposed as an anticonvulsant since it
abolishes the recurrent epileptifomm activity in rats induced by the
intracerebral injection of antiserum to brain gang iosides (Karpiak
et al, 1976, 1981) and attenuates methylmalonate-induced
convulsions (Fighera et al., 2003). On the other hand, GM1 does
not alter kindled-amygdaloid seizures (Albertson and Walby,
1987), and it is not known whether GM1 inhibits seizure induced
by other chemical convulsants.

Glutaric acidemia type 1 (GA-I) is an inherited neurometabolic
disorder caused by glutaryl-CoA dehydrogenase deficiency, which
leads to accumulation in body fluids and in brain of glitaric acid
(GA), 3-hydroxyglutade (3-OHGA), and, to a lesser extent. of
elutaconic acids {Goodman and Kohlhoft, 1975). 1t is chamacterized
by acute neurological compromise, including generalized con-
vulsions, acute loss of motor skills, and dystonia (Freudenberg et
al, 2004). If untreated., the disease is complicated by acute
encephalopathic crises, resulting in neuredegeneration of vulner-
able brain regions, particularly the putamen (Kalker et al., 2003).
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Brain imaging shows frontotemporal atrophy, acute striatal
degeneration, and shrinkage of the caudate nuclei (Geodman and
Frerman, 1995; Tortorelli et al, 20035). Although the mechanisms
underlying brain damage in this disorder are not well established,
growing evidence suggests that excitotoxicity (Lima et al., 1998;
Kdlker et al., 1999) and oxidative stress (Oliveia Marques et al.,
20113) play a central role in the neuropathogenesis of this disease.
In fhct, GA causes convulsions in animals through GABAergic
function impairment and glutamatergic mechanisms activation
(Lima et al., 1998) and neuronal damage by NMDA receptors
(NMDAr) activation (Kdlker et al., 1999). Accordingly, in this
study, we investigated whether GA increases total striatal TBARS
and protein carbonylation (indicators of lipid and protein oxidative
damage, respectively—see Brown and Kelly, 1996; Shacter et al.,
1996) and causes Na K ™-ATPase activity inhibition ex vivo and if
these neurochemical markers correlate with seizure activity.

Since pharmacological and neurochemical evidence support
that GM1 decreases convulsions induced by glitamatergic
activation (Fighera et al., 2003; Liu et al., 2004), increases
antioxidant defenses in brain of rats (Figher et al., 2003; 2004)
and Na K -ATPase activity in vitro (Maulik et al, 1993), we
decided to investigate whether (1) the systemic administration of
GM1 protects against behavioral and electroencephalographic
convulsions elicited by the intrastriaml injection of GA; (2) GMI
decreases GA-induced oxidative damage to proteins and lipids ex
vive and in vitro; (3) GM1 prevents GA-induced Na™ K™ -ATPase
inhibition ex vivo and in vitro; (4) GA-induced convulsions and
Na™,K'-ATPase inhibition are sensitive to ionotropic glutamate
antagonists and to a GABA, agonist; (5) GM1 prevents the
convulsions, oxidative damage, and Na K -ATPase inhibition
induced by GABA, receptor blockade.

Experimental procedures
Animal and reagents

Adult male Wistar rats (270-300 g) maintained under
controlled light and environment (12:12-h light—dark cyele, 24 +
1°C, 55% relative humidity) with free access to food (Guabi, Santa
Maria, Brazil) and water were used. Animal utilization protocols
followed the Official Government Ethics guidelines and were
approved by the University Ethics Committee.

All reagents were purchased from Sigma (St. Louis, MO},
except thiobarbituric acid (TBA), which was obtained from Merck
{Darmstadt, Germany) and GM1 ganglioside, which was donated
by TRB Phamma, the brazilian representative of Fidia Research
Labomtores.

Behavioral evaluation and swrgical procedure

Animals were anesthetized with Equitesin (1% phenobarbital,
2% magnesium sulfate, 4% chloral hydrate, 42% propylene glycol,
11% ethanol; 3 mlkg, i.p) and placed in a rodent stereotaxic
apparatus. Under stereotaxic guidance, a cannula was inserted
unilaterally into the stdatum (coordinates relative to bregma: AP ¢
mim, ML 3.0 mm, ¥V 3.0 mm from the dum) (Paxines and Watson,
1986). Chloramphenicol (200 mg/kg, i.p.) was administrated
immediately before the surgical procedure.

The effect of the systemic administration of GM1 ganglioside
on seizure activity, on striatal TBARS and protein carbony| content

increase and striatal Na " K ™-ATPase inhibition induced by GA was
investigated by injecting the animals twice with GM1 ganglioside
(50 mg/'kg, i.p.) or saline (0.9% NaCl; 1 mlkg, ip.), spaced 24
h apart. Thirty minutes after the second *GMI or saline injection,
buffered GA (4 pmol/2 pl) or NaCl (5.5 pmol/2 pl) was injected
inte the right stiatum. This expermental protocol of GMI
administration has been shown to be effective in decreasing
methylmalonate-induced convulsions and TBARS production in
rat striatum (Fighera et al., 2003).

The effect of the intrastriatal administration of ionotropic
glutamate antagonists and GABA, agonist on seizure activity
and striatal Na™,K™-ATPase inhibition induced by GA was
investigated by intrastriatally injecting the animals with DNQX
(8 nmol/0.5 ply, MK-801 (3 nmol/0.5 pl), muscimol (46 pmol/0.5
), or saling (0.9% NaCl/0.5 pl), 30 min before GA administra-
ton. GA (3 pmol/1.5 pl, pH set to 7.4 with NaOH) or NaCl (4.1
pmoll.5 pl) was injected into the rght stiatum.

The effectiveness of GM1 to prevent the convulsions and
Na™,K™-ATPase inhibition induced by GABA, receptor blockade
was assessed by giving the animals NaCl (0.9%, i.p, twice) or
GM|1 ganglioside (30 mg/kg, i.p., twice), as described above, 30
min before the injection of PTZ (1.8 pmol2 ply or NaCl (5.5 pmol/
2 ply into the right striatum (Oliveira et al., 2004).

Immediately after the intrastriatal injection, the animals were
transferred to a round open field (54.7 cm in diameter). During 15
min, the animals were observed for the appeamnce of clonic
movements of hindlimbs and forelimbs contralateral to the injected
striatum. The number of clonic movement episodes and duration of
such clonic movements were recorded with a stopwatch (de Mello
et al., 1996).

Placement of cannula and electrodes for EEG recordings

Rats were surgically implanted with a cannula and electrodes
under stereotaxic guidance. In brief, rats were deeply anesthetized
with Equitesin (3 ml’kg, ip.). Two screw electrodes were placed
bilaterally over the parietal cortex, along with a ground lead
positioned over the nasal sinus. Bipolar nichrome wire Teflon-
insulated depth elecrodes (100 pm) were implanted unilaterally
into the striatum. For the intrastatal infusion of drugs, a guide
cannula (28 gauge) was glied to a multipin socket and inserted
through a previously opened skull orifice. The coordinates from
bregma for implantation of the electrodes were (in mm) AP, 0; L, 3;
and DV, 3.5, which corresponds to the dorsal stiatum (Paxinos and
Watson, 1986). The electrodes were connected to a multipin socket
and, together with the injection cannula, were fixed to the skull
with dental acrylic cement. The experiments were performed 7-9
days after surgery when animals did not show any sign of pain,
infection, or discomfort.

EEG recordings and infrasiriaial injection of drugs

The procedures for EEG recording and intracerebral injection of
drugs were carded out as previously described (Cavalheiro et al.,
1992). Briefly, the animals were allowed to habituate to a Plexiglas
cage (25 x 25 x 60 cm) for at least 10 min before the EEG
recording. The rats were then connected to the lead socket in a
swivel inside a Faraday's cage. Routinely, a 10-min baseline
recording was obtained to establish an adequate control period. The
protocol of drug injection used in this set of experiments was the
same used in those experiments that evaluated the protective effect
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of GMI1 on GA-induced behavioral convulsions, except that EEG
was concomitantly recorded. EEG signals were amplified, filiered
(0.1 to 50.0 Hz, bandpass), and recorded using an analogical
encephalographer (Berger TP 119). Epochs were selected from
preinfusion and postinfusion periods to determine significant EEG
changes. The preinfusion segment was defined as ending imme-
diately before the beginning of infusion of GA. EEG spikes
amplitde was calculated as a percentage of the value before drug
administration.

All intrastratal injections were made by using a needle (30
gauge) protruding 1 mm below the guide cannula. All drugs were
injected over 1-min period by using a Hamilton syringe, and an
additional minute was allowed to elapse before removal of needle
to avoeid backflow of drug through the cannula.

TBARS assay ex vivo

Immediately after the behavioral evaluation, the animals were
killed by decapitation and had their brain exposed by the removal
of the parietal bone. A punch of the injected stiamm was rapidly
removed using a stainless steel puncher (5 mm in internal diameter)
around the site of cannula placement. The contralateral hemisphere
was subjected to the same procedure and served as internal control.
Tissues were homogenized in 10 volumes {(w/v) of 10 mM Tris—
HC1 (pH 7 4), containing sedium dodecyl sulfate (SDS 10%—final
concentration) using a glass homogenizer and TBARS content was
estimated in a medium containing (.2 ml of brain homogenate, 0.1
ml of 8.1% SDS, (.4 ml of acetic acid buffer (500 mM, pH 3.4),
and (.75 ml of 0.81% thiobarbituric acid (TBA). The mixture was
finally made up to 2 ml with type | ulrapure water and heated at
95°C for 90 min in a water bath using a glass ball as a condenser.
After cooling to room temperature, absorbance was measured in
the supematant at 532 nm (Ohkawa et al., 1979).

TBARS assay in vitro

Due to the previously reported antioxidant action of GMI1
sanglioside (Maulik et al, 1993), we decided to test whether
this compound could alter GA-induced TBARS generation in rat
stiatum homogenates in vitro. Stdata from experimentally naive
rats were homogenized in 10 volumes (w/iv) of 10 mM Tris—
HCI (pH 7.4), containing sodium dodecyl sulfate (SDS 10%%—
final concentration) using a glass homogenizer. An aliquot of 0.2
ml of homogenate was added to a medium contining GMI
ganglioside (50-200 pM) and GA (6 mM). The mixture was
incubated for 60 min at 37°C. TBARS content in the incubation
medium was determined at the end of incubation, as described
above.

Colorimeiric determination of the protein carbonvl content ex vivo

Striatal tissue was homogenized in 10 volumes (w/v) of 10 mM
Tris—HCI buffer (pH 7.4) using a glass homogenizer, and its
carbonyl protein content was determined by the method described
by Yan et al. (1995), adapted for brain tissue, as below. Briefly,
homogenates were diluted to 750-800 pg/ml of protein in each
sample, and 1 ml aliquots were mixed with 0.2 ml of 2.4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH, 10 mM) or (.2 ml HCI (2 M).
After incubation at room temperature for 1 h in a dark ambient, (1.6
ml of denaturing buffer (150 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8,
containing 3% SDS), 1.8 ml of heptane (99.5%), and 1.8 ml of

"]

ethanol (99.8%) were added sequentially and mixed with vortex
agitation for 40 s and centrifuged for 15 min. Next, the protein
isolated from the interface was washed two times with 1 ml of
ethyl acetate/ethanol 1:1 (v/v) and suspended in 1 ml of denaturing
buffer Each DNPH sample was read at 370 nm in a Hitachi U-
2001 spectrophotometer against the corresponding HCL sample
(blank) and total carbonylation caleulated using a molar extinction
coefficient of 22,000 M ' em ', as described by Levine et al.
(1990).

Colorimetric determination of the protein carbomi content in vitro

The striata from experimentally naive animals were homoge-
nized, as descrbed above. An aliquot of the homogenate (0.2 ml)
was incubated in a medium containing GM1 ganglioside (30200
pM) in the absence or presence of GA (6 mM) for 60 min at 37°C.
Protein carbonylation was determined at the end of incubation, as
described above.

Na™ K™ -ATPase activity measurements ex vivo

The measurement of Na™,K™-ATPase activity was standardized
for the same fresh, diluted, non-centrifiged homogenates used for
determination of the striatal protein carbonyl content. Assay of
enzyme activity was performed following the method described by
Wyse et al. (2000). Briefly, the incubation medium consisted of 30
mM Tris—HCI buffer, pH 7.4; 0.1 mM EDTA, 50 mM NaCl, 5
mM KCIL 6 mM MgCl,, and 15 pg of protein in the presence or
absence of cuabain (I mM), in a final velume of 250 pl. The
reaction was started by the addition of adencsine triphosphate
{ATP) w a final concentration of 5 mM. After 30 min at 37°C, the
reaction was stopped by the additon of 200 pl of 5.7% ammonium
molybdate in 6 N H2S0),. Saturating substrate concentrations were
used, and the reaction was linear with protein and time.
Appropriate controls were included in the assays for non-
enzymatic hydrolysis of ATP. The amount of inorganic phosphate
released was quantified by the colorimetric method described by
Fiske and Subbarow (1925), and Na K -ATPase activity was
calculated by subtracting the ouabain-sensitive activity from the
overall activity {in the absence of ouabain).

Na™ K -ATPase activity measwrements in vilro

The striata from experimentally naive animals were homoge-
nized, as described above. An aliquot of the homogenate (0.2 ml)
was incubated in a medium containing GM1 ganglioside (50— 204
HM) in the absence or presence of GA (6 mM) for 60 min at 37°C.
Na",K-ATPase activity was determined at the end of incubation,
as described above.

Protein determination

Protein content for biochemical experiments was measured
colorimetrically by the method of Bradford (1976) by using bovine
serum albumin (1 mg/ml) as standard.
Statistical analysis

Behavioral data were analyzed by a two-way ANOVA. Data

from total protein carbonylation, TBARS production, and Na™ K™~
ATPase activity determinations ex vivo were analyzed by a three-
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way ANOWA, with the hemisphere treated as a within-subject
factor. Post hoc analyses were carried out by the F test for simple
effect or the Student —Newman — Keuls test, when appropriate. All
data are expressed as mean + SEM.

Data from protein carbonylation, TBARS production, and
Na™,K™-ATPase activity experiments in vitro were analyzed by a
2 (presence or absence of GM1) = 2 (presence or absence of GA)
factorial ANOVA. Post hoc analyses were carried out by the F test
for simple effect or the Student—Newman—Keuls test, when
appropriate. All data are expressed as mean + SEM. Correlation
analyses were carred out using the Pearson’s correlation coeffi-
cient. P < (L0535 was considered significant.

Results

Figs. 1A and B show the effect of GMI ganglioside on the
number and duration of convulsive episodes elicited by GA,
respectively. Statistical analysis revealed that the administration of
GM1 ganglioside reduced the number [significant pretreatment
{NaCl or GM1) by treatment (NaCl or GA) interaction: F{1,23) =
6.5; P <0.05] and duration [significant pretreatment (NaCl or GMI1 )
by treatment (NaCl or GA) interaction: F(1,23)=7.54; P < 0.05] of
convulsive episedes. EEG recordings confirmed behavioml seizures
elicited by the intrastriatal injection of GA and their prevention by the
systemic administrtion of GM 1 (Figs. 2A and B, respectively). The
following behavioral repertoire occurred concomitantly with electro-
eraphically recorded seizures: clonus of the left forelimb and/or left
hindlimb and head, accompanied by rotational behavior. Further-
more, electrographic recording of the ipsilateral striatum revealed
that the stdatal GA adminisration caused the appearance of an
epileptogenic focus in the injected striatum that spread to the ipsi-
and contralateral cerebral cortex after 4 min of GA infusion. Seizures
were defined by the occumence of episodes consisting of the
simultanecus occumrence of at least two of the following alterations in
all four recording leads: high-frequency and/or polyspike complexes
andfor high-voltage synchronized spike activity. These episodes
initiated 4 — 5 min after GA injection (Fig. 2 A-111) and persisted (Fig.
2A-IV) up to the end of the observation period (15 min). GA induced
the appearance of high-voltage synchronic clusters in the EEG
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Fig. 1. Effect of GM1 ganglioside on the number (A) and duration of
convulsive episodes (B) elicited by intrastriatal injection of GA (filled
columns). Data mean = SEM for # = 6-8 in each group. *P < 0.05
compared with NaCl-GA group (Student - Newman - Keuls test).

(Fig. 2A-I1I). and repetitive seizure episedes increased the incidence
of synchronous spiking along time (Fig. 2A-IV). In all animals,
electrographic recording of the injected striaum revealed increase of
discharges at an amplitude of 80 uV + 0.02 (before drugs
administration) to 238.0 + 2.3 pV (mean + SEM) after striatal GA
administration, which spread to the ipsi- and contralateral cerebral
cortex after of GA infusion (dat not shown). GM1 ganglioside
prevented ictal activity induced by GA during all the observation
period (Fig. 2B-VII/VII). GM!1 decreased GA-induced spike
amplitude to between 60% and 70% with a mean of 81 + 1.2 pV
{n = 4) when compared with GA-treated rats (data not shown).

In addition, the effect of the intrastriatal GA injection and
systemic administration of GM1 on the TBARS and total protein
carbony lation of the injected and non-injected striata was evaluated
(Table 1). Statistical analysis revealed that GM1 administration
reduced TBARS genemtion [significant pretreatment (NaCl or
GM1) by treatment (NaCl or GA) by hemisphere (contralateral or
injected) interaction: F(1,22) = 10.09; P < 0.05] and total protein
carbony lation increase [significant pretreatment (NaCl or GM1) by
treatment (NaCl or GA) by hemisphere (contralateral or injected)
interaction: F(1,22) = 6.31; P < (0.05] induced by GA in the
striatum of rats.

The effect of the inrastriatal injection of GA and of the
systemic administration of GMI1 on striatal Na K -ATPase
activity ex vivo was also evaluated (Table 1). Statistical analysis
revealed a significant pretreatment (NaCl or GM1) by treatment
(NaCl or GA) by hemisphere (contralateral or injected) interaction:
[F(1.21) = 11.31; P < 0.003]. Post hoc analysis showed that the
intrastriatal GA administration decreased Na”  K™-ATPase activity
and that systemic GM1 adminisration prevented the GA-induced
Na .K™-ATPase activity inhibition.

Comrelation analyses (Pearson’s correlation coefficient) of the
duration of convulsive episodes with neurochemical measures
(Na K '-ATPase activity and oxidative damage markers)
revealed that the duration of convulsive episodes induced by
GA strongly correlated with Na” K™-ATPase activity inhibition
{r = 0.864; P < 0.05—Fig. 3A), but not with TBARS
production or total protein carbonylation (Figs. 4A and B,
respectively). Convulsive activity alse strongly correlated with
the Na ,K'-ATPase activity inhibition in animals treated with
GM1 and GA (r = 0.802; P < 0.05—Fig. 3B). These results
imply that convulsive activity and Na™ K™-ATPase activity
inhibition by GA are closely linked events.

Since acute systemic GM | ganglioside administration protected
against GA-induced protein carbonylation and TBARS increase ex
vive, we decided to evaluate a possible direct antioxidant role for
GM 1 in striatal homogenates in vitro. In order to choose the dose of
(A 1o be used inthe subsequent expenments, we performed a dose—
effect curve, which is shown in Fig. 5. Statistical analysis (one-way
ANOVA followed by the SNK test) revealed that incubation of
striatal homo genates with GA (6mM) increased TBARS production
in vitro [ F{1,3) = 18.48; P < 0.001]. Therefore, this dose of GA was
used in the subsequent in vitro experiments.

GMI1, however, did not alter GA-induced TBARS and total
protein carbonylation increase in wvitro (Table 2). Statistical
analysis revealed that GA increased TBARS production
[F(1,41) = 18.48; P < 0.05] and protein carbonylation
[F(1.59) = 10.72; P < (L05] in sriatal homogenates and that
GM1 (30 o 200 pM) did not alter GA-induced TBARS
production [F(3.41) = 028, P = 0.05] and total protein
carbonylation increase [ F(3.59) = 1.08; P > 0.05].
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Fig. 2. (A} Typical electroencephalographic recordings registered before (1) and after (11 the injection of 0.9% NaCl (1 mUkg, i.p.}. Typical seizure sequences
observed 5—10 min after the intrastriatal infusion of GA (4 pmol2 pl; HT-1V). Arrows indicate the beginning (11T} and the end of a convulsive episode (IV),
which was accompanied by the behavioral alterations described in the Results section. (B} Typical electroencephalographic recordings registered before (V)
and after (V) the administration of GM1 (50 mg/'kg, i.p.. twice, 24 h and 30 min before intrastriatal injection); and after the intrastriatal injection of 4 pmol/2
ulof GA (VII-VIII}. (C) Typical basal electroencephalographic recordings registered before (IX b and after ( X) the intrastriatal injection of muscimol (46 pmol’
0.5 ply; and after the intrastriatal injection of GA (3 pmol/1.5 pl; XI-XII). ISTR, ipsilateral striatum; ICTX, ipsilateral cortex; CCTX, contralateral cortex.

Calibration bars, 100 pV and 1 s

The effect of GA and of GM1 on the Na™ K™-ATPase activity
was also evaluated in vitro (Table 2). Statistical analysis revealed
that GA decreased Na” K'-ATPase activity [ F{1, 51) = 4.36; P <
0.05] in striatal homogenates, and that GM1 (50 to 200 pM)
protected against GA-induced Na K -ATPase activity inhibition
[F(3.51) =393 P < 0.05]

In order to determine whether ionotropic glutamatergic and
GABAergic mechanisms were involved in the Na™ K -ATPase
inhibition by GA, animals were intrastriatally injected with DNQX,

MK-801 or muscimol at doses that caused no apparent behavioral
effects in the animals (Lima et al., 1998). MK-801 and DNQX, at
the doses tested. did not alter GA-induced convulsions or
inhibition of Na™, K™ -ATPase activity (data not shown).

Figs. 6A and B show the effect of muscimol on the number and
duration of convulsive episodes elicited by GA, respectively.
Statistical analysis revealed that the administration of muscimol
(46 pmol) reduced the number [significant pretreatment (NaCl or
muscimol) by treatment (NaCl or GA) interaction: F(1.25) =
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Effect of GM1 ganglioside on TBARS content, total protein carbonylation increase and MNa',K'-ATPase activity inhibition elicited by the unilateral striatal
injection of GA

Treatment TBARS content Protein carbonyl content Na' K'-ATPase activity

(absorbance/mg protein) (nmol carbonyl/mg protein) (nmol Pi/mg protein’ min)

Contralateral striatum Injected striatum Contralateral stristum Injected striatum Contralateral stristum Injected stristum
MaCl - NaCl 0.086 + 0.01 0.120 + 0.02 6.1+ 0.7 6.1 0.5 347.7 £ 230 3012+ 129
GM1 ~NaCl 0.097 £ 0.01 0.130 £ 0.02 6.7+0.7 6504 3478 £ 83 401.0 4 240
MaCl-GA 0.162 4 0.02 0.347 4 0.03* 8.5+ 0.6 11.9 + 0.5% 3388 £233 2481 4 10.0%
GMI1-GA 0.102 £ 0.01 0.125 £ 0.01%* TEL 11 6.2 0.9 3584 462 4056 4 8.7

Data mean + SEM for n = 6-8 in each group.

* P = 0.05 compared with NaCl-NaCl group (injected striatum) by the Student—Newman—Keuls test.
P < 0.05 compared with NaCl-GA group (injected striatum) by the Student—Newman—Keuls test.

43.02; P < 0.05] and durmation [significant pretreatment (NaCl or
muscimol) by treatment (NaCl or GA) interaction: F(1.25) = 5.96;
P < 0L03] of convulsive episodes induced by GA. EEG recordings
confirmed the prevention of GA-induced seizures by the intra-
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Fig. 3. Duration of convulsive episodes induced by GA comelates with
inhibition of Ma'K'-ATPase activity in the injected striatum {Pearson’s
comelation coefficient). (A) Animals treated with GA. (B) Animals weated
with GM1 and GA. Data are individual values for n = 7 in each group.

striatal administration of muscimol (Fig. 2C). Muscimol decreased
GA-induced spike amplitude to 60% with a mean of 92 + 4.4 pV
{n = 4) when compared with GA-treated mts (data not shown).
These results are in agreement with the view that impaired
GABAergic function plays a role in GA-induced convulsions
(Lima et al., 1998). Muscimol also prevented GA-induced
increase of TBARS [significant pretreatment (NaCl or muscimol)
by treatment (NaCl or GA) by hemisphere (contralateral or
injected) interaction: F(1.24) = 6.4; P < 0.05—Table 3] and
protein carbonylation [significant pretreatment (NaCl or musci-
mol} by treatment (NaCl or GA) by hemisphere (contralateral or
injected) interaction: F(1,24) = 10.20; £ < (L005—Table 3],
inhibition of Na K ™-ATPase activity [significant pretreatment
(NaCl or muscimel) by treatment (NaCl or GA) by hemisphere
(contralateral or injected) interaction: F(1.26) = 4.79; P < 0.05—
Table 3] and a highly significant negative correlation between
Na K '-ATPase activity in the injected stratum and time spent
convulsioning was evidenced in this set of experiments (Pearson’s
correlation coefficient = —0L882; P < 0L.05—Fig. TA), even in the
presence of muscimol (Pearson’s correlation coefficient =
—0.790; P < 0.05—Fig. 7B).

The protective effect of GMI1 against the convulsions,
oxidative damage, and Na K -ATPase inhibition induced by an
acute GABA, receptor blockade was also evaluated. Statistical
analysis revealed that GMI1 prevented PTZ-induced convulsions
[significant pretreatment (NaCl or GMI1) by treatment (NaCl or
PTZ) interaction for number F{1,27) = 6.94; P < (L05—Fig. 8A
and duration F(1,27) = 19.6; P < 0.001; of convulsive episodes—
Fig. 8B]. EEG recordings confirmed that PTZ-induced seizures
{Fig. 9A) were prevented by systemic adminisration of GMI
(Fig. 9B). GM1 also prevented PTZ-induced increase of TBARS
[significant pretreatment (NaCl or GMI1) by treatment (NaCl or
PTZ) by hemisphere (control or injected) interaction: F(1,26) =
474; P < (.05—Table 4] and protein carbonylation [significant
pretreatment (NaCl or GMI) by treatment (NaCl or PTZ) by
hemisphere (contralateral or injected) interaction: F(1,26) = 7.76;
P = (.01—Table 4], inhibition of Na K -ATPase activity
[significant pretreatment (NaCl or GMI1) by treatment (NaCl or
PTZ) by hemisphere (control or injected) interaction: F(1,27) =
929; P < (L.01—Table 4], Furthermore, a highly significant
negative corelation (Pearson’s correlation coefficient) between
Na K'-ATPase activity in the injected stiatum and time spent
convulsioning was evidenced in this set of experiments (r =
—(.832; P < 0.01—Fig. 10A). Since GMI almost abolished PTZ-
induced convulsions, only a tendency towards a negative
correlation between Na™,K™-ATPase activity and time spent
convulsioning was observed in the group of animals injected
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Fig. 4. Duration of seizures induced by GA does not comrelate with total
lipoperoxidation (A} or with total carbonyl content (B) of the injected
stristum (Pearson’s comelation coefficient). Data are individual values for
i = Tin each group.

with PTZ and GM1 (Pearson’s comelation coefficient = —(0.589;
P < 0.1—Fig. 10B).

Discussion

In the current study, we showed that GM 1 prevents GA-induced
behavioral and electroencephalographic convulsions and oxidative
damage ex vivo, as well as Na™,K"'-ATPase activity inhibition ex
vive and in vitre. However, GMI did not protect against GA-
induced TBARS production and protein carbonylation in vitro. In
addition, GMI also protected against PTZ-induced convulsions,
oxidative damage, and Na ", K -ATPase activity inhibition.

Reactive species can be highly damaging to cells due to the
oxidation of essential cellular constituents such as lipids, proteins,
and DNA, which can be measured by identification of their
byproducts, such as malondialdehyde (Reiter, 1995) and protein
carbonyl (Levine et al., 1990; Oliveira et al., 2004). Furthermore, it
has been reported that reactive species are involved in neuronal
death and Na™ K -ATPase activity inhibition (Huang et al., 1992),
The central nervous system (CNS) is highly sensitive to oxidative
stress due to its high iron and polyunsaturated faty acids content
and the low activity of antioxidant defenses (Reiter, 1995). In the
NS, mitochondrial dysfunction and consequent ATP depletion are
a major cause of oxidative stress and calcium homeostasis
alterations (Cassarino and Bennett, 1999), which produces loss
of cellular integrity and cell death. Indeed, various CNS disorders
have been associated with mitochondrial dysfunction, excitotox-
icity, and reactive species genemtion {Cassarine and Bennett, 1999,
Fighera et al., 2003), such as seizures, Parkinson, Huntington, and
Alzheimer diseases (Cassarino and Bennett, 1999; Ramassamy et
al., 2000 Fighera et al., 2003; Poon et al., 2005). In line with this
vigw, it has been suggested that some inborn errors of the
metbolism may have a similar mechanism of acute neurotoxicity,
due to the accumulation of metabolic inhibitors and/or defective
activity of enzymes involved in energy metabolism. This seems to
be the case of GA, the main metabolite that accumulates in GA-L
which also inhibits glutamate decarboxylase activity (Stokke et al.,

1976) and causes convulsions through glutamatergic and GAB Aer-
gic mechanisms (Lima et al., 1998) and reactive species generation
in vitro (Oliveira Marques et al., 2003).

The currently reported GA-induced increase of striatal TBARS
production and protein carbonylation ex vivo is in agreement with
the hypothesis that GA increases reactive species production and
reduces antioxidant defenses, initially described as an in vitro
phenomenon (Kolker et al., 2002; Oliveira Marques et al., 2003).
Within this context, the demonstration that GM1 prevents both
striatal oxidative stress and convulsions induced by intrastriatal
injections of GA are in line with the inhibitory effect of this
glycosphingolipid on reserpine-induced orofacial dyskinesia (Vital
et al., 1997), which has been proposed as a motor consequence of
striatal oxidative stress {Abilio et al., 2004; Faria et al., 2005).

Various studies have demonstrated that substances that modu-
late GABAergic function and/or inhibit glutamatergic transmission
may decrease convulsive episodes and reactive species generation
(Defeudis et al, 1979; Karpiak et al, 1981; Amato et al, 1999;
Fighera et al., 2003; Royes et al., 20003). Accordingly, it has been
suggested that gangliosides physiologically modulate the GAB Aer-
gic function, since the inracerebral injection of antiserum to brain
gangliosides inhibits [*H]JGABA binding (Defeudis et al., 1979)
and produces recument epileptiform activity in rats, which is
abolished by GM1 administration (Karpiak et al, 1981). In fact, it
has been reported that GM1 administration reduces the excitotoxic
damage to GABAergic striatal neurons and prevents GAD activity
inhibition induced by intrastriatal injection of quinolinic acid
{(Lombardi et al., 1989). GM]1 also prevents cell death (Liu et al.,
2004) and neurotoxicity elicited by NMDAr activation (Hoffiman et
al., 1995). Although it has been reported that GM1 does not have a
direct effect on the NMDA receptor (Lombardi et al., 1989), GM1-
induced NMDAr inactivation could result from indirect mecha-
nisms, such as ascorbate increase (Fighem et al., 2003). Therefore,
considering that (1) GABAergic and NMDAr mechanisms and
GAD activity inhibition are thought to play a role in GA-induced
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Fig. 5. Incubation of striatal homogenates with GA (0-20 mM} in vitro
ncreases TBARS production. Data are mean + SEM for # = 68 in each
group. *P < 0.05 compared with the control group (GA 0 mM} (Student
Mewman — Keuls test).
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Table 2

Effect of GM1 ganglioside on TBARS content, total protein carbonylation increase and MNa' K "-ATPase activity inhibition elicited by GA (6 mM) in vitro
Treatment TBARS content Protein carbonyl content Na' K'-ATPase activity

(absorbance/mg protein) (nmpol carbonyl/mg protein) (nmol Pimg protein’ min})

Vehicle GA Vehicle GA Vehicle GA
Vehicle 0.19 + 0.030 0316 + 0.04% 1.7+ 1.2 240+ 1.2¢ 368+ 12.87 2076 + 34.8%
GM1 (50 pM} 0.15 £ 0.023 0.248 + 0.025% 1.5+ 1.8 2104 1.6% 34364 128 3664 4 47.8%
GM1 {100 uM) 0.15 £ 0.3 0279 + 0.015% 1.0+ 0.8 200+ 1.3% 39554 276 405.0 + 30.6%*
GM1 (200 pM) 0.14 £ 0.012 0307 + 0.037* 138408 190+ 1.8 36164 380 4125 + 35.5%

Data mean + SEM for # = 6-8 in each group.

* P <= 005 compared with vehicle -vehicle group by the Student - Newman - Keuls test.
® P <005 compared with vehicle—GA group by the Student - Newman - Keuls test.

neurctoxicity {Lombardi et al., 1989; Lima et al., 1998; Kolker et
al., 1999, 2002); (2) GM1 ganglioside modulates GABAergic
function and prevents neurotoxicity induced by glutamatergic
activation; it is reasonable to expect this glycolipid to attenuate
GA-induced deleterious effects, particulady those in which
glummatergic actvation and GABAergic function impaiment
have been implied. such as convulsions and oxidative damage.
In this context, GM1 met these expectations, since it prevented
GA-mduced behavioral and electrographic convulsions and oxida-
tive damage. Conversely, while GMI ganglioside protected against
GA-induced end products of reactive species genertion ex vivo, it
did not protect against GA-induced striatal TBARS content and
total protein carbonylation increase in viro. These findings agree
with the view that the antioxidant action of GM1 in vitro 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 (Fighera et al., 2003, 2004). These data
fully agree with the work of Tyurin et al. (1992), who have
described that the inhibitory effect of GM1 on TBARS accumu-
lation in synaptosomes is abolished by previous thermal denatur-
ation or if liposomes made of lipids isclated from brain
synaptosomes were used, indicating that cellular intactness is
required to observe the antioxidant effects of GMI1. The same
authors also suggested that GMI1 might interact with signal
transduction systems because the antioxidant effect of GM1 was
also prevented by previous incubation with polymyxin B, an
inhibitor of lipid-dependent protein kinases. In line with this view,
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Fig. 6. Effect of muscimol (46 pmoly on the number (A} and duration of
convulsive episodes (B) elicited by intrastriatal injection of GA (3 pmol/1.5
pl—filled columns). Data mean + SEM for n = 7-8 in each group, *P <
0.05 compared with NaCl-GA group (Student—Newman - Keuls test).

we have recently shown that the administration of GMI increases
catalase activity in brain homogenates ex vivo, but not if GMI is
added directly to bmin homogenates (Fighera et al, 2004),
indicating that some degree of cellular inmctness is required to
GMI increase catalase activity and, consequenty, antioxidant
defenses.

It is also worth remarking that, in individual basis. we found no
correlation between oxidative damage marker increase and
convulsive activity, making difficult to postulate a cause—effect
relationship between protein and lipid oxidative damage and the
development of convulsions by GA. Notwithstanding, one might
also consider the possibility that selected targets, which could not
contribute significanty o the total oxidative damage, could be
responsible for the convulsant action of GA, such as Na K-
ATPase (Kilker et al., 2002).

Although any cellular constituent may be a target for free
radical damage, some selected target failure may increase cellular
excitability and facilitate the appearance of convulsions (Patel,
2004). Na ,K'-ATPase is one of these targets because it is
responsible for maintaining ion gradients across plasma mem-
branes, and its inhibition causes seizures in mice (Jamme et al.,
1995). Moreover, it has been reported that Na K™ -ATPase activity
is diminished in the postmortem epileptic human brain (Grisar et
al., 1992} and in experimental models of focal epilepsy, such as the
intracerebral proline (Pontes et al, 2001), methylmalonic acid
(Malfatti et al., 2003), and PTZ injections (Oliveira et al., 2004).
Therefore, Na”,K'-ATPase may be a possible target for GA to
cause the appeamnce of convulsive activity. The most striking
finding in this study was the demonstration of a strong correlation
between Na .K™-ATPase activity inhibition and the duration of
convulsions (Fig. 3A). Importantly, treatment with GM 1 prevented
GA-induced convulsions and Na K™ -ATPase activity inhibition,
maintaining the correlation between twtal duration of convulsions
and Na ,K'-ATPase activity inhibition (i.e., those animals treated
with GMI1, presented less convulsions and had an improved
Na ,K'-ATPase activity—Fig. 3B).

In what concerns the inhibition of Na™,K™-ATPase activity by
GA, while it may directly inhibit Na™ K™-ATPase activity, it is also
possible that indirect mechanisms may account for it, such as the
production of reactive species, which cause enzyme damage.
Accordingly, GA decreases Na”,K'-ATPase activity in neuronal
cultures, and such an inhibition is prevented by ghitathione {Kilker
et al, 2002). These findings suggest that GA may modulate
Na K -ATPase activity in neurons by redox mechanisms. In fact,
it has long been known that the Na K -ATPase activity is
particularly sensitive to reactive species, which alter plasma
membrane lipid composition (Jamme et al., 1995) and the redox
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Table 3
Effect of muscimol on TBARS content, total protein carbonylation increase and Na'", K'-ATPase activity inhibition elicited by the unilateral striatal injection of
GA
Treatment TBARS content Protein carbonyl content Na"K'-ATPase activity

(absorbance/mg protein) {nmol carbonyl/img protein} (nmol Pi/mg protein/ min}

Contralateral striatum Injected striatum Contralateral striatum Injected striatum Contralateral striatum Injected striatum
NaCl-NaCl 0.130 + 0,03 0.181 % 0,03 6.5+ 0.5 6.1+ 04 4248 + 425 3892+ 343
Musc~NaCl 0.170 + 0,02 0171 4 0,02 6.8 £ 0.5 72103 300.8 + 354 3622+ 40.7
NaCl-GA 0.281 + 0.05 0.538 + 0.06% 92+ 05 13.0 + 0.6% 3450 + 343 2264 + 26.5%
Musc -~ GA 0.230 + 0.05 0257 4 0.04% TE 308 8.1 % 0.7% 4270 £ 41.5 432.4 + 46.0%

Data memn + SEM for i = 6-8 in each group. Musc: Muscimol (46 pmol).

* P = 005 compared with NaCl-NaCl group (injected striatum) by the Student—Newman - Keuls test.
# P < 005 compared with NaCl-GA group (injected striatum) by the Student-Newman-Keuls test.

state of regulatory sulfhydryl groups as well as other amino acid
residues (Morel et al., 1998). Therefore, considering the sensitivity
of Na K -ATPase to reactive species-induced damage and/or
inhibition by GA, it is plausible that this enzyme activity may be
impaired by intrastriatal GA injection and may contribute w GA-
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Fig. 7. Duration of convulsive episodes induced by GA comelates with
inhibition of Na"K'-ATPase activity in the injected striatum (Pearson’s
correlation coefficient). (Ay Animals treated with GA . (B) Animals meated
with muscimol and GA. Data are individual values for 1 = 7-8 in each
group.

related hyperexcitability. Although our data support that the
currently reported protection against GA-induced Na” K -ATPase
activity inhibition by GM1 is not due to the antioxidant activity this
glycolipid, specific studies evaluating the introduction of carbonyl
groups into side-chains of the enzyme and modulation of redox
regulatory sites have to be performed in onder to clanfy this point.
This is particularly important considering the fact that in the
current study, Na™,K™-ATPase inhibition did not correlate with total
protein carbonylation or lipid oxidation measures.

Considering that GMI1 and MK-801 prevent glutamate-
induced inhibition of Na ,K™-ATPase activity in rat brain
synaptosomes (Avrova et al, 2002), we decided to investigate
whether ionotropic glutamate receptors were involved in the
currently described inactivation of Na K'-ATPase activity by
GA. The ionotropic glutamate receptor antagonists MK-801 and
DNQX had no effect on GA-induced convulsions and inhibition
of Na K'-ATPase activity ex vive, suggesting that these
receptors are not involved in these deletedous effects of GA.
These results confirm the previously reponted lack of effect of
ionotropic glutamate  antagonists against GA-induced  convul-
sions (Lima et al., 1998) and extend it to a neurochemical effect
of GA.

Since it has been previously reported that minute amounts of
muscimol antagonize GA-induced convulsions (Lima et al.,
1998), we decided to investigate if this GABA, agonist could
also prevent the GA-induced inhibition of Na K™ -ATPase
activity ex vivo. Muscimol significantly reduced convulsions
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Fig. 8 Effect of GMI] ganglioside on the number (A) and duration of
comvulsive episodes (B) elicited by intrastriatal injection of PTZ (filled
columns). Data mean =+ SEM for n = 7-8 in each group. *P < 0.05
compared with NaCl-PTZ group (Student—Newman—Keuls testh.

53



Artigo 11

10 MR. Fighera et al. / Newrobiology of Disease xx (2006 ) xoo—xxx

A

I
L B i T e Y

TR e rnetrshperpmpe lirteia g~ hAan A i ey

COTK et it s P tandet sy daetmin e
n
I8TH

s e o A R T,
L N T e i et
COTH et A M tmn pamesst s e P o ot b b P rmeten

mn

Oy WWM iHMWNﬂM«m‘#M
167X M\LMMW
B I T R e e L e T e

| toopv

B 18

Y

TR ettt g o s e S

JETH S e A AN Ak b, 52l oAy e Bt et pl o

DO TN At e Pon s dpom s in i, B g oy S, g R ot s A gt o i gt o

v
ST, Pt = gy =gl ¥ o e

Wi e

13 ¢ ST S S P P T ST .

ceT AN S et ey
vi
TR P Miim, y I A i - e

LT g e A oo g e gl s e

CETX MrAaiusvarvary WA Al e, b s sy

__ | 100V
15

Fig. 9. (A)Typical electroencephalographic recordings registered before (1)
and after (11} the injection of 0.9% NaCl (1 mlkg, i.p.). Typical seizure
sequences observed 5- 10 min after the intrastriatal injection of PTZ (1.8
umol/2 pl; My, (B) Typical electroencephalographic recordings registered
before (IV) and after (V) the injection of GM1 (50 mg/kg. ip. twice,
24 h and 30 min before intrastriatal mjection); and after the intrastriatal
injection of 1.8 ymol of PTZ (VI). ISTR, ipsilateral striatum; ICTX,
ipsilateral cortex; CCTX. contralateral cortex. Calibration bars, 100 pV
and 1 s.

(Figs. 6A and B) and Na” K -ATPase inhibition induced by GA
{Table 3). Interestingly, Na™ K" -ATPase inhibition in the injected
striatum significantly correlated with convulsive activity, regard-

Table 4
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Fig. 10. Duration of convulsive episodes induced by PTZ comrelates with
inhibition of Na',K'-ATPase activity in the injected striatum (Pearson’s
comelation coefficient). (A} Animals treated with PTZ. (B} Animals treated
with GM1 and PTZ. Data are individual values for n = 7 in each group.

less of the presence of muscimol (Figs. 7A and B). These results
were remarkably similar to the results observed with GMI
ganglioside (Fig. 3B), indicating that muscimol and GM1 may
have similar mechanisms of action or act in a convergent
mechanism, which results in protection from Na ,K™-ATPase
inhibition by convulsive activity. Therefore, it became important

Effect of GM1 ganglioside on TBARS content, total protein carbonylation increase and Na',K'-ATPase activity inhibition elicited by the unilateral striatal

injection of PTZ

Treatment TBARS content Protein carbonyl content Na' K'-ATPase activity

(absorbance/mg protein) (nmol carbonyl'mg protein) {nmol Pi/mg protein’ min)

Contralateral striatum Injected striatum Contralateral striatum Injected striatum Contralateral striatum Injected striatum
NaCl ~NaCl 0.150 + 0.01 0.146 + 0.01 6003 6.1 £0.6 349.0 £ 193 37104 10.6
GM 1 -NaCl 0.101 + 0.01 0.130 + 0.02 62+09 T9+0.8 363.0 £ 200 3740+ 280
NaCl-PTZ 0.197 £ 0.02 0.251 + 0.02*% B3t 1.0 11.9 + 0.9 347.0 £ 350 1540+ 22.3%
GM1-PTZ 0.137 £ 0.02 0.130 + 0.01%* 75409 6.8 + 0.5 3580 £ 190 362.0 4 1R.6%

Data mean + SEM for n = 6-8 in each group.

* P =005 compared with NaCl-NaCl group (injected striatum}) by the Student-Newman-Keuls test.
*# P < 0.05 compared with NaCl-PTZ group (injected striatum}) by the Student - Newman - Keuls test.
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to test whether GMI reversed the effects of a GABA, antagonist,
PTZ, in order to assess if GMI1 could prevent the effects of an
acute blockade of the GABAergic transmission. If GMI protected
against PTZ-induced convulsions and Na K -ATPase inhibition
{Oliveira et al., 2004), the GABAergic system could be pointed
as a possible target for GM1. As can be seen in Fig. 9 and Table
4, GMI prevented both convulsions and Na™ K™-ATPase inhibi-
tion induced by PTZ., showing that this glycolipid may
antagonize the effects of an acute GABAergic blockade and
making the GABAergic system a pumative target for GMIL.
However, one must be aware that these experiments do not rule
out a role for GMI in a convergent pathway leading to
convulsions and Na K -ATPase inhibition, particularly because
other compounds, such as antioxidants, prevent convulsions and
Na",K'-ATPase inhibition induced by GABA, blockade (Oliveira
et al., 2004) and by partial metabolic impairment (Royes et al.,
20003), probably by acting at sites downstream glutamate and
GABA, receptors. Therefore, the importance of Na K -ATPase
activity for the genesis of the convulsions induced by GA is not
established, and future studies evaluating the appearance of
events along time will define whether a cause—effect relationship
between these events exists. Our results also indicate that a
GABAergic failure may underlie the curently observed inhibition
of Na” K -ATPase activity by GA, and that GM1 may act on the
GABAergic system, since it also prevented the convulsions and
inhibition of Ma™,K™-ATPase activity induced by PTZ. However,
it is worth pointing out that the systemic administration of GMI
caused neither sedation nor increased locomotion in the open
field (data not shown), which are common effects of the
administration of drugs that alter GABAergic transmission.
Therefore, further studies are necessary to define the GABAergic
system as a target for GMI.

Mechanisms other than reactive species scavenging and
GABAergic facilitation have been claimed to account for the
neuroprotective actions of GM1, such as increase of plasma
membrane fluidity {Mahadik et al., 1989), facilitation of the action
of neurotrophic factors, modulation of neuronal development and
differentiation (Hakomeori, 1981), inhibition of PKC and its
translocation to membrane (Pei et al., 2002), inhibition of
phospholipase A (Petroni et al., 1989), and direct stimulation of
Na K -ATPase activity (Leon et al., 1981). Therefore, we cannot
rule out that the neuroprotective effects of GM1 on the convulsions
and Na K -ATPase activity ex vivo and in vitro are mediated, at
least in part, by one of these mechanisms (Nishi et al., 1999; Malfatti
etal., 2003; Oliveir et al., 2004 ) or by a direct effect this glycolipid
on Na K -ATPase (Nishi et al., 1999). Specific studies are
necessary to determine the involvement of these alternative
mechanisms in the currently described protective effect of GMI
against GA-induced convulsions and Na K -ATPase activity
inhibition and other questions, such as if the protective effect of
GM1 is restricted to the striatum and if GA may significantly affect
other brain areas.

One last point to be considered regards to the concentrations of
GA and GM1 used in the present study. The concentrations of GA
capable of causing oxidative damage in vitro are within the range
known to accumulate in the plasma during metabolic crises of the
disease (Geodman and Frerman, 1995). On the other hand,
concentrations used in the ex vivo studies can not be compared
to those observed in the brain of patients because we cannot assess
the extent of GA diffusion, as well as its rates of metabolization
and removal by blood. However, the concentration of the injected

solutions is high, within the molar range. Striatal injection
profocols usually require concentrations of neurotoxing within this
range o cause significant effects compared to studies in vitro, in
which similar effects are demonstrated using the same compounds,
but in concentrations within the millimolar range (Kolker et al.,
2000; McLaughlin et al, 1998; Narasimham et al., 1996; de Mello
et al., 1996; Davolio and Greenamyre, 1995; Zeevalk et al.. 2000)).
A possible explanation for such a difference may be a more
effective diffusion, compartmentalization, and metabolization of
these compounds in vive due to bleod perfusion, which could
rapidly decrease their concentration in the injected tissue. Although
the neurochemical effects induced by GA in vitro and ex vivo were
remarkably similar: inhibition of Na™ K -ATPase and increase of
oxidation markers, it is possible that some of the effects here
reported might have been due to a high local concentration of GA
in the ex vivo experiments.

In summary, the current study reports for the first time a positive
correlation between GA-induced Na K -ATPase inhibition and
convulsive activity and that GM1 prevents GA-induced seizures
and inhibiton of Na™ K -ATPase activity ex vive and in vitre. In
addition, GM1 attenuates oxidative damage ex vivo, but not in
vitro. Our results also suggest that the neuroprotective effects of
GM1 against GA-induced behavioral, electrographic, and neuro-
chemical parameters may involve GABAergic mechanisms, con-
sidering that GM1 prevented also the acute behavioral and
neurochemical effects of GABA 4 receptor blockade. Therefore, if
the effects detected in this study also cocur in patients with GA-L it
is tempting to propose that they may contrbute, at least in part, to
the neurological dysfunction found in GA-I, and that the
administration of GM1 should be considered as an adjuvant therapy
for these patients. However, further in-depth studies are necessary
to establish a definiive mechanism for GA-induced oxidative
damage, Na~ K -ATPase inhibition and convulsive activity, and if a
cause—effect relationship exists between these events.
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V- DISCUSSAO GERAL

O SNC ¢ particularmente sensivel a acdo das espécies reativas (ERs) devido a sua
dependéncia do metabolismo aerobico, altos niveis de acidos graxos poli-insaturados e baixa
atividade das defesas antioxidantes (Wajner et al., 2004). A disfuncdo mitocondrial e
consequente deplecdo de ATP sdo uma das maiores causas de estresse oxidativo e de
alteracdo na homeostase do célcio no SNC, causando perda da integridade celular (Cassarino
e Bennet, 1999).

A integridade e sobrevivéncia do organismo dependem da regulacdo da homeostase
celular. A homeostase celular pode ser alterada por varios agentes, incluindo as EAO e EAN
(Cassarino & Bennet, 1999), e a célula regula a formacdo dessas ERs por meio de suas
defesas antioxidantes, que incluem as enzimas antioxidantes CAT, SOD e GSH-Px. Vaérios
fatores podem regular a atividade dessas enzimas como a deficiéncia de cobre (Ames, 2000),
0 préprio estresse oxidativo (Cassarino & Bennet, 1999), assim como o NGF (Sampath et al.,
1995). No SNC, o NGF estimula a resisténcia celular ao estresse oxidativo, protege as células
dos efeitos toxicos das ERs e aumenta os niveis de RNAm da CAT e GSH-Px nas células
PC12 de maneira tempo e dose-dependentes (Sampath et al., 1995). Alem do NGF, os
gangliosideos, também exercem efeitos neuritogénicos e neurotroficos (Hadjiconstantinon e
Neff, 1998).

A utilizacdo de gangliosideos exdgenos, especialmente o0 monossialogangliosideo, tem
sido proposta para uma grande diversidade de injarias incluindo eletroliticas, neurotdxicas,
cirirgicas e lesdes isquémicas, bem como em modelos animais de doencas
neurodegenerativas (Carolei et al., 1991; Tajirine et al.,1997). Estudos tém demonstrado que,
quando administrados em cultura de neur6nios in vitro, os gangliosideos promovem efeitos
neurotroficos e neuritogénicos (Ledeen, 1984). Acredita-se que as propriedades
neuritogénicas e neurotroficas possam estar relacionadas a potencializacdo da acdo do NGF
promovida por essa substancia.

Diversos estudos in vitro confirmaram o efeito sinérgico entre gangliosideos e NGF
(Katoh-Semba et al., 1984; Leon et al., 1984), sendo que a acdo potencializadora dos
gangliosideos sobre o NGF também foi demonstrada in vivo. Foi verificado que o GM1
potencializa a agdo do NGF em neurdnios 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 parametros biogquimicos, morfologicos e comportamentais em ratos adultos apos
lesdo cortical (Garofalo & Cuelo, 1990).

O mecanismo pelo qual os gangliosideos potencializam as acdes do NGF ainda é
controverso. Enquanto ha evidéncias de que esses glicoesfingolipideos exerceriam seus
efeitos apos a internalizacdo 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 funcdo, ou ainda, que o GM1 promoveria a fosforilacdo das proteinas de transducdo de
sinal responsivas ao NGF (Mutoh et al., 1995; Rabin & Mocchetti, 1995).

A administracdo de gangliosideos parece ser efetiva na recuperacdo apos lesbes do
SNC. Nesse sentido, Mahadik & Karpiak (1986) relataram que a administragdo
intraperitoneal de GM1 em ratos promove uma reducdo tanto na assimetria comportamental
quanto na perda da atividade da Na*,K*-ATPase que se seguem a lesdo da via nigroestriatal
por 6-OH-dopamina. Outros estudos também demonstraram um efeito facilitador dos
gangliosideos na recuperacdo de lesdes no SNC, nédo sé no sistema nigroestriatal (Toffano et
al., 1983), mas também na regido do septo hipocampal (Wojcik et al., 1982) e no cértex
entorrinal (Karpiak, 1983). Os gangliosideos também protegem 0s neurdnios apos
hipoglicemia, mantendo os niveis 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 acdo neuroprotetora apresentada pelo GM1 para uma grande
diversidade de patologias relacionadas ao sistema nervoso e a vulnerabilidade do cérebro a
acao das ERs, no presente trabalho investigou-se o efeito do gangliosideo GM1 sobre os
parametros de estresse oxidativo como a quimiluminescéncia (uma medida de
lipoperoxidagéo), 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 dismutacdo do H,O; para formar
O, e H,0, se encontra fundamentalmente nos peroxissomos, onde remove o0 H,O,, gerado pela
B-oxidacdo dos acidos graxos ou na oxidacdo dos alcanos. Sua atividade catalitica é o
principal processo que regula os niveis intracelulares de H,O, (Gaetani, 1989). A CAT é
induzida por aumento da producgédo de H,O, (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 diminuicdo da atividade desta enzima no cérebro pode contribuir para
a vulnerabilidade neuronal (Moreno et al., 1995). Nos verificamos que a administracdo do

gangliosideo GM1 aumentou a atividade da CAT ex vivo (Tabela | — Artigo 1), sem alterar a
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atividade da SOD e GSH-Px (Tabela Il — Artigo 1). O aumento da CAT pode estar
relacionado a potencializacdo da acdo do NGF pelo GM1, uma vez que foi descrito que o
gangliosideo GM1 potencializa a agdo do NGF, e que este inibe a producéo 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 0 NGF aumenta a transcricéo e a traducgéo da catalase. Portanto, é possivel que
a acdo neuroprotetora do GM1 esteja relacionada a potencializa¢do do efeito neurotréfico do

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

Interessantemente, o efeito antioxidante do GM1 ndo foi demonstrado in vitro,
sugerindo que este gangliosideo necessita de um sistema organizado, dependente de uma
estrutura intacta para exercer sua agdo neuroprotetora. Isso € confirmado pelos nossos
resultados que mostram que, embora 0 GML1 tenha reduzido a quimiluminescéncia e
aumentado a atividade da CAT ex vivo (Tabela I — Artigo 1), ele ndo altera a
quimiluminescéncia e inibe a atividade da catalase nas maiores concentracdes in vitro (10° —
10* nM; Figura 1 — Artigo 1). De fato, nés mostramos que o efeito protetor do GM1 contra o
aumento da producdo 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 oxigénio no SNC de ratos (Huckman, 1993; Zhang &
Piantadosi, 1991). Além disso, a catalase, sozinha ou em combinacdo com a SOD, protege
areas cerebrais especificas como cdrtex, estriado, hipocampo e tdlamo da injaria neuronal
induzida por isquemia (Liu et al., 1989; Matsuyama et al., 1994). De fato, os neurdnios
altamente imunorreativos para a CAT apresentam uma resisténcia aumentada a isquemia
comparados aqueles que expressam menos esta enzima (Moreno et al., 1995). Além disso,
uma inibicdo da atividade da CAT, sem alteracdo na atividade da SOD cerebral, esta
associada a episodios de deméncia e ao aumento da neurotoxicidade do peptideo B-amildide
na doenca de Alzheimer (Gsell et al., 1995; Milton et al., 2001). Contudo, o papel da
atividade da CAT como um determinante da susceptibilidade do SNC a acdo das ERs, ainda é

considerado controverso.

As espécies reativas podem ser nocivas para as células, devido a oxidacdo de
constituintes essenciais como lipideos, proteinas e DNA, que podem ser medidos por
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identificacdo de seus produtos formados durante as reagdes, como o0 MDA (Reiter, 1995) e
proteina carbonil (Levine et al., 1990; Oliveira et al., 2004). No SNC, a disfuncao
mitocondrial, e consequente deplecdo de ATP, é uma das maiores causas do dano oxidativo e
alteracdo na homeostase do célcio (Cassarino e Bennett, 1999), que causam perda da
integridade da membrana plasmatica, inibicdo da Na’,K*-ATPase e morte celular (Huang et
al., 1992). De fato, vérias doencas do SNC estdo associadas a disfuncdo mitocondrial,
excitotoxicidade e geracdo de espécies reativas, como a epilepsia e as doencas 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 estdo envolvidos na génese
das convulsbes, desde que a administracdo intracortical de ferro induz descargas
epileptiformes e concomitante aumento de radicais livres no cérebro e, ambos os fenbmenos
sdo 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 acumulo de inibidores metabdlicos e/ou defeitos na atividade de enzimas
envolvidas no metabolismo energético. Este parece ser o caso do AG, um metabolito que
acumula na AG-I, que causa convulsGes por mecanismos GABAérgicos e glutamatérgicos

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

Tendo em vista que 0 GM1 possui propriedades antioxidantes e anticonvulsivantes,
também foi objetivo deste estudo avaliar o efeito neuroprotetor da administracdo do
gangliosideo GM1 sobre os episodios 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 convulsfes, que séo
acompanhadas de aumento da producdo de TBARS e da carbonilacdo protéica. Estes dados
estdo de acordo com a hipétese de que o0 AG aumenta a producdo de ERs e reduz as defesas
antioxidantes in vitro (Kolker et al., 2002; Oliveira Marques et al., 2003). Além disso, o efeito
neuroprotetor do GML1 contra 0 dano oxidativo e as convulsdes induzidas por AG estdo de
acordo com o efeito inibitorio deste glicoesfingolipideo na discinesia orofacial provocada pela
reserpina (Vital et al.,1997), que tem sido proposta como uma consequiéncia motora do
estresse oxidativo estriatal (Abilio et al., 2004; Faria et al., 2005).

Varios estudos tém mostrado que substancias que modulam a funcdo GABAEérgica
e/ou inibem a transmissdo glutamatérgica podem diminuir os episddios convulsivos e a
geracdo 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 gangliosideos
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modulam a funcdo GABAGérgica, desde que a injecdo intracerebral de anti-soro contra
gangliosideo cerebral inibe a ligacdo do GABA ao receptor (Defeudis et al., 1979) e causa
atividade epileptiforme recorrente em ratos, que é abolida pela administracdo de GM1
(Karpiak et al., 1981). Aléem disso, a administracdo de GM1 reduz o dano excitotoxico aos
neurdnios GABAEérgicos estriatais e previne a inibicdo da atividade da GAD induzida por
acido quinolinico no estriado de ratos (Lombardi et al., 1989). A administracdo de GM1
também previne a morte celular (Liu et al., 2004) e a neurotoxicidade induzida pela ativagdo
de receptores NMDA (Hoffmann et al., 1995). Evidéncias sugerem que 0 GM1 n&o tem efeito
direto nos receptores NMDA (Lombardi et al., 1989). Portanto, a inativacdo desses receptores
pelo gangliosideo pode ser devido a mecanismos secundarios, como o aumento do ascorbato
cerebral (Fighera et al., 2003). Além disso, considerando que: 1) 0s mecanismos
GABAEérgicos e glutamatérgicos, e a inibicdo da atividade da GAD tém um papel importante
na neurotoxicidade induzida pelo AG (Lombardi et al., 1989; Lima et al., 1998; Kolker et al.,
1999; 2002); 11) o GM1 modula a funcdo GABAérgica e previne a neurotoxicidade induzida
por ativacdo glutamatérgica; é possivel propor que este glicoesfingolipideo atenue os efeitos
toxicos do AG, particularmente aqueles que envolvam a ativacdo glutamatérgica e a inibicédo
da funcdo GABAEérgica, como as convulsdes e o dano oxidativo. De fato, 0 GM1 preveniu as
convulsbes (comportamentais e eletrograficas — Figuras 1 e 2B respectivamente; Artigo 2) e 0
aumento da carbonilacdo protéica e lipoperoxidagdo induzidas por AG ex vivo (Tabela 1 -
Artigo 2).

Interessantemente, enquanto 0 GM1 protegeu contra a geracao de ERs ex vivo, ele ndo
protegeu contra a producdo de TBARS e carbonilacdo de proteinas in vitro (Tabela 2 — Artigo
2), sugerindo que a atividade antioxidante do GM1 ndo é devido a seu efeito antioxidante
intrinseco, mas devido a reducdo secundéaria da geragdo de ERs e/ou aumento das defesas
antioxidantes. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Tyurin e colaboradores
(1992) que mostraram que o efeito inibitério do GM1 na producdo de TBARS em
sinaptossomas é abolido por desnaturacdo térmica prévia, ou se os lipossomas formados de
lipideos isolados de sinaptossomas cerebrais forem usados, indicando que a integridade da
célula é necesséria para 0 GM1 exercer a sua atividade antioxidante. Estes autores também
sugerem que o GM1 pode interagir com o sistema de transducdo de sinal, pois o efeito
antioxidante do GM1 é prevenido pela prévia incubagcdo com a polimixina B, um inibidor de
proteina quinases dependente de lipideos. Nesse contexto, esse conjunto de dados confirma

nossos resultados citados anteriormente, que mostraram que o0 GM1 aumenta a atividade da
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CAT no cérebro de ratos ex vivo, mas ndo se o GM1 for adicionado diretamente no

homogeneizado cerebral in vitro.

Alem disso, também foi evidenciado neste estudo uma correlagdo significativa entre a
duragdo das convulsdes e reducdo na atividade da enzima Na',K'-ATPase no estriado.
Entretanto, ndo foi evidenciada uma correlacao entre as convulsdes e o0 aumento da producéao

de TBARS e carbonilagdo protéica induzida pelo AG (Figura 4 — Artigo 2).

Esses resultados sugerem que, apesar da injecdo intraestriatal de AG induzir
convulsdes e um aumento no conteddo de grupos carbonil protéico no estriado, é dificil
postular que haja uma relacdo causa-efeito entre esses eventos porque: 1) o conteudo de
grupos carbonil protéicos representa o total de proteinas carboniladas no estriado, o que nédo
afasta a hipdtese de que proteinas especificas, que ndo representem uma fracdo significativa
dentro do contetdo de proteinas totais, sejam oxidadas e, seletivamente, se relacionem ao
fendmeno convulsivo. Deste modo, a inibicdo de uma enzima, como a Na*,K*-ATPase por
exemplo, poderia estar envolvida na génese e propagacdo das convulsdes induzidas pelo AG
por um mecanismo oxidativo, sem repercurtir em um aumento na carbonilagdo protéica total e
na producdo de TBARS. Il) a administracdo prévia de MK-801 e DNQX diminuiu o contetdo
de grupos carbonil protéico, mas ndo protegeu das convulsdes 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
convulsdes (Patel et al., 2004). A Na*,K*-ATPase ¢ um desses alvos, pois ela é responsavel
pela manutencdo dos gradientes idnicos através da membrana plasmatica, e sua inibicdo causa
convulsdes em ratos (Jamme et al., 1995). De fato, tem sido descrito que a atividade da
Na’ K*-ATPase estd diminuida no cérebro de pacientes epilépticos postmortem (Grisar et al,
1992) e em modelos experimentais de epilepsia, como a injecdo 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 possivel alvo do AG para causar 0 aparecimento de atividade
convulsiva. Um dos pontos mais relevantes desse estudo foi a demonstragdo de uma
signficativa correlacio entre a inibicdo da atividade da Na* K'-ATPase e a duracdo das
convulsdes induzidas pelo AG (Figura 3A — Artigo 2). O tratamento com GM1 preveniu as
convulses e a inibicdo da atividade da Na’,K'-ATPase induzidas por AG, mantendo a

correlacdo entre esses eventos, ou seja, 0s animais tratados com GM1 apresentaram menos
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convulsdes e tiveram uma menor perda de atividade da Na",K*-ATPase apds a injecio de AG
(Figura 3B —Artigo 2).

Enquanto o AG pode inibir diretamente a Na',K'-ATPase, mecanismos indiretos
também podem ser responsaveis pela regulacdo da enzima, como a producgédo de ERs. De fato,
0 AG diminui a atividade da Na*,K*-ATPase em culturas neuronais, e essa inibicdo pode ser
prevenida por glutationa (Kolker et al., 2002). Estes dados sugerem que o0 AG pode modular a
atividade da Na*,K*-ATPase por mecanismos redox. Tem sido descrito que a atividade da
Na’ K*-ATPase é sensivel a acdo das ERs, que ¢é capaz de alterar a composicdo da membrana
plasmética (Jamme et al., 1995) e o estado redox de grupos sulfidril, como também, de outros
residuos de aminoéacidos (Morel et al., 1998). Além disso, considerando a sensibilidade da
Na* K*-ATPase ao dano induzido pelas ERs e/ou inibicdo pelo AG, ¢ plausivel supor que esta
enzima pode ser inibida pela injecdo 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 inibicdo da Na',K'-ATPase induzida pelo AG, nio seja
devido a atividade antioxidante intrinseca daquele glicoesfingolipideo, estudos avaliando a
introducéo de grupos carbonil dentro das cadeias laterais da enzima e a modulagdo dos sitios
redox devem ser realizados para esclarecer este ponto. Isto € particularmente importante, pois
no presente estudo, a inibicdo da atividade da Na*,K'-ATPase ndo se correlacionou com as

medidas de carbonilacédo protéica total e a oxidacéo lipidica.

Considerando que a administracdo de GM1 e MK-801 previnem a inibigdo da Na*, K-
ATPase no cérebro de ratos (Avrova et al., 2002), n6s decidimos investigar se os receptores
glutamatérgicos ionotropicos estariam envolvidos na inativagio da atividade da Na*,K'-
ATPase induzida pelo AG. Os antagonistas de receptor de glutamato, MK-801 e DNQX, nédo
tiveram efeito contra as convulsdes e a inibicdo da Na',K'-ATPase, sugerindo que estes

receptores ndo estdo envolvidos diretamente nos efeitos neurotdxicos induzidos pelo AG.

Desde que tem sido descrito que o muscimol previne as convulsdes induzidas pelo AG
(Lima et al., 1998), nos decidimos investigar se este agonista de receptor GABAA poderia
prevenir o dano oxidativo e a inibicdo da Na',K*-ATPase induzidos pelo AG. O tratamento
com muscimol protegeu contra as convulsdes (Figuras 2C, 6A e 6B — Artigo 2) e a inibicdo da
Na’ K*-ATPase induzida pelo AG (Tabela 3 — Artigo 2). Interessantemente, a inibi¢io desta
enzima no estriado injetado teve uma correlacdo 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 agéo
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similares ou agir de maneira convergente, que resulta na protecdo contra a inibicdo da
atividade da Na*,K*-ATPase induzida pelos episodios convulsivos. Além disso, é importante
testar se 0 GM1 reverte os efeitos do PTZ, um antagonista de receptor GABAA,, para avaliar
se 0 GM1 poderia prevenir os efeitos de um bloqueio agudo da neurotransmissdo
GABAérgica. Como foi descrito anteriormente na sec¢do de resultados, 0 GM1 preveniu as
convulsdes e a inibicdo da Na*,K*-ATPase induzidas pelo PTZ (Figura 9 e Tabela 4 —Artigo
2), sugerindo que a estimulacao do sistema GABAérgico pode ser um possivel mecanismo da
neuroprotecdo do GM1. Entretanto, ndo se pode descartar a participacdo de outras vias na
neuroprotecdo induzida pelo GML1, particularmente porque outros compostos, com acao
antioxidante, previnem as convulsdes e a inibicdo da atividade da Na',K*-ATPase induzida
pelo blogueio de receptores GABAA (Oliveira et al., 2004) e por déficit no metabolismo
aerobico (Royes et al., 2003), provavelmente por agir nos sitios de regulacdo dos receptores
de glutamato e GABAA.

Além do mecanismo antioxidante e facilitacdo do sistema GABAEérgico, outros
mecanismos de neuroprotecdo foram propostos para o gangliosideo GM1 na literatura. Dentre
eles, podemos citar a manutencdo da permeabilidade da membrana plasmatica, estimulacao
direta da atividade da Na*,K*-ATPase (Leon et al., 1981; Mahadik et al., 1989), inibicdo das
enzimas fosfolipase A, (Weber et al., 1995) e NOS (Wendland et al., 1994), estimulacédo de
fatores neurotroficos e de crescimento neuronal (Hakomori et al., 1981), e a inibicdo da PKC
e sua translocacdo para a membrana plasmatica (Pei et al., 2002). De fato, nds ndo podemos
descartar que os efeitos neuroprotetores do GM1, nas alteragbes comportamentais e
neurogquimicas induzidas pelo AG, possam ser mediados, pelo menos em parte, por um desses
mecanismos.

Embora os pacientes com acidemia glutarica apresentem alteracbes comportamentais e
bioquimicas, como convulsdes e dano oxidativo compativeis com o presente modelo
experimental, é dificil extrapolar resultados obtidos em animais para o ser humano. Contudo,
0 papel do GM1 na excitotoxicidade induzida pelo AG, evidenciado no presente estudo, pode
ser de grande valia para o entendimento da fisiopatologia desta doenga bem como o

estabelecimento de novas condutas para o tratamento dos pacientes com acidemia glutarica.
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VI. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nas avaliagdes realizadas, pode-se concluir que:

1. A administracdo sisttmica de GM1 reduziu a quimiluminescéncia espontanea e aumentou
a atividade da CAT, entretanto, ndo alterou a atividade da SOD e GSH-Px e os niveis de
TRAP no cortex de ratos ex vivo;

. A adicdo de GM1, no meio de incubacéo, reduziu a atividade da CAT, mas ndo alterou os
valores da quimiluminescéncia espontanea in vitro;

. A administracdo de GM1 protegeu contra as convulsdes comportamentais e eletrogréaficas
induzidas pelo AG;

. A injecéo intraestriatal de AG ex vivo, assim como, a adi¢do de AG ao meio de incubagéo,
aumentaram a carbonilacéo protéica e a producdo de TBARS no estriado de ratos.

. A administracdo de GM1 reduziu a carbonilacdo protéica e a producdo de TBARS apds a
injecdo de AG no estriado de ratos ex vivo, entretanto, 0 GM1, adicionado ao meio de
incubacdo, ndo alterou os niveis de carbonilacdo protéica e de TBARS induzidos por AG
in vitro;

. A injecdo intraestriatal de AG reduziu a atividade da Na*,K*-ATPase no estriado de ratos
ex vivo, e quando adicionado ao meio de incubagao in vitro;

. A administracio de GM1 protegeu contra a inibigdo da atividade da Na*,K*-ATPase apds a

injecdo intraestriatal de AG, e quando adicionado no meio de incubacdo na presenca de

AG in vitro;

. As convulsdes induzidas por AG tiveram uma correlacdo significativa com a atividade da

Na’ K*-ATPase, mas ndo com os niveis de TBARS e carbonilagdo protéica no estriado de

ratos;

. O muscimol, mas ndo o MK-801 e 0 DNQX, protegeu contra as convulsdes e inibicdo da

Na’,K*-ATPase induzida pela injecdo de AG no estriado de ratos;

10. A administracgdo sistémica de GML1 protegeu contra as convulsdes, aumento da producdo

de TBARS, carbonilagio protéica e inibicio da Na’,K*-ATPase induzida pela injecdo de

PTZ no estriado de ratos;

11. As convuls@es induzidas por PTZ tiveram uma correlagéo significativa com a inibicdo da

Na*,K*-ATPase no estriado de ratos.
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