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RESUMO
 

O ácido metilmalônico (MMA) é um agente convulsivante endógeno que se acumula na 
acidemia  metilmalônica,  um  erro  inato  no  metabolismo  caracterizado  por  disfunções 
neurológicas  severas,  predispondo  ao  aparecimento  de  convulsão.  O  mecanismo 
responsável pelas convulsões induzidas pelo MMA envolve a ativação do receptor NMDA. 
O  envolvimento  GABAérgico  nas  convulsões  induzidas  pelo  MMA  ainda  não  foi 
demonstrado.  Desta forma, no presente estudo objetivou investigar o envolvimento de 
macanismos  GABAérgicos  nas  convulsões  induzidas  pelo  MMA.  Ratos  adultos  foram 
injetados (i.c.v.) com muscimol (46 pmol/1 µl), baclofen (0.03, 0.1 and 0.3 µmol/1 µl), MK-
801 (6 nmol/1 µl), piridoxine (2 µmol/ 4 µl) ou salina (0.15 µmol/1 µl). Após trinta minutos, 
MMA (0.3, 0.1 and 3 µmol/1 µl) ou NaCl (6 µmol/1  µl, i.c.v.) eram injetados. Após estas 
injeções,  os  animais  eram transferidos  imediatamente  para  um campo  aberto,  sendo 
observado o aparecimento de convulsões. Após a avaliação comportamental, foi dosada a 
atividade  glutamato  descarboxilase  (GAD)  em  homogeneizado  de  córtex  cerebral, 
mensurando a quantidade de 14CO2 liberado do L-[14C]-glutamato. As convulsões foram 
confirmadas pelo estudo eletrencefalográfico. O MMA induziu convulsões do tipo crônicas 
de forma dose-dependente e reduziu a atividade da GAD no córtex cerebral  ex vivo.  A 
atividade da GAD correlacionou-se negativamente com a duração das convulsões (r=-
0.873, P<0.01), mas somente o MK-801 e a piridoxina reverteram à inibição da GAD pelo 
MMA.  Estes  resultados  sugerem  o  envolvimento  de  mecanismos  GABAérgicos  nas 
convulsões  induzidas  pelo  MMA,  e  que  a  inibição  da  GAD depende  da  ativação  de 
receptores NMDA ou da proteção da enzima pela piridoxina. Por fim, o presente estudo 
propôs,  de  forma inovadora,  o  envolvimento  do  sistema GABAérgico  nas  convulsões 
induzidas pelo MMA e o envolvimento dos receptores NMDA na falha da transmissão 
GABAérgica.
 

Palavras chave: receptores NMDA, GAD, acidemia metilmalônica, convulsão
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ABSTRACT
 

Methylmalonic acid (MMA) is an endogenous convulsing compound that accumulates in 
methylmalonic  acidemia,  an  inborn  error  of  the  metabolism  characterized  by  severe 
neurological  dysfunction,  including  seizures.  The  mechanisms  by  which  MMA causes 
seizures  involves  the  activation  of  the  NMDA  receptors,  but  whether  GABAergic 
mechanisms are involved in the convulsions induced by MMA is not known. Therefore, in 
the  current  study  we  investigated  the  involvement  of  GABAergic  mechanisms  in  the 
convulsions induced by MMA. Adult rats were injected (i.c.v.) with muscimol (46 pmol/1 µl), 
baclofen (0.03, 0.1 and 0.3 µmol/1 µl), MK-801 (6 nmol/1 µl), pyridoxine (2 µmol/ 4 µl) or 
physiological saline (0.15 µmol/1 µl). After thirty minutes, MMA (0.3, 0.1 and 3 µmol/1 µl) 
or NaCl (6 µmol/1 µl, i.c.v.) was injected. The animals were immediately transferred to an 
open field and observed for the appearance of convulsions. After behavioral evaluation, 
glutamate decarboxylase (GAD) activity was determined in cerebral cortex homogenates 
by measuring the 14CO2 released from L-[14C]-glutamic acid. Convulsions were confirmed 
by  electroencephalographic  recording  in  a  subset  of  animals.   MMA  caused  the 
appearance  of  clonic  convulsions  in  a  dose-dependent  manner  and  decreased  GAD 
activity in the cerebral cortex  ex vivo. GAD activity negatively correlated with duration of 
MMA-induced convulsions (r=-0.873, P<0.01), in an individual basis. Muscimol, baclofen, 
MK-801  and  pyridoxine  prevented  MMA-induced  convulsions,  but  only  MK-801  and 
pyridoxine  prevented  MMA-induced  GAD  inhibition.  These  data  suggest  GABAergic 
mechanisms are involved in the convulsive action of MMA, and that GAD inhibition by 
MMA depends on the activation of NMDA receptors or enzyme protection by pyridoxine. 
While in this study we present novel data about the role of the GABAergic system in MMA-
induced convulsions, the central role of NMDA receptors in the neurochemical actions of 
MMA is further reinforced since they seem to trigger GABAergic failure. 

 

Key Words: NMDA receptors, GAD, methylmalonic acidemia, convulsion
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I. Introdução
I.1. Acidemia Metilmalônica

A acidemia metilmalônica é um erro inato do metabolismo autossômico recessivo, 

causado  por  inibição  ou  pouca  atividade  da  enzima  L-metilmalonil-CoA  mutase 

(EC.5.5.99.2), uma enzima dependente de vitamina B12, responsável pela conversão de 

L-metilmalonil-CoA a succinil-CoA, resultando em acúmulo de ácido metilmalônico (MMA), 

e  de  outros  metabólitos  secundários  como propionato,  metilcitrato,  β-OH-propionato  e 

cetonas de cadeia longas (Fenton et al., 2001). 

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

se instala o distúrbio metabólico. Quando o quadro se instala precocemente (até 21 dias) 

o paciente geralmente vai a óbito (Fernandes et al., 1990).

O diagnóstico laboratorial da acidemia metilmalônica é realizado através do teste 

da p-nitroanilina, um resultado positivo indica a possibilidade de acidemia metilmalônica, 

sendo  que  o  resultado  final  deve  ser  confirmado  através  da  cromatografia  gasosa 

preferivelmente acoplada à espectrometria de massa.

O  quadro  laboratorial  é  caracterizado  principalmente  por  acidose  metabólica, 

hipercetonemia,  hiperamonemia,  hipoglicemia,  hiperglicinemia,  neutropenia  e 

trombocitopenia (Fenton & Rosemberg, 1995). Os pacientes que sobrevivem (menos de 

15 % no período de dois anos) apresentam convulsões,  retardo mental  e psicomotor, 

além de alterações comportamentais e neuropsiquiátricas, tais como déficit de atenção, 

quadros  de  agressividade  e  comportamento  autista  (Hoffmann  et  al.,  1993).  O tônus 

muscular apresenta-se geralmente comprometido, e a hipotonia se acentua após crises 

de descompensação metabólica (Fernandes et al., 1990). 

Os  pacientes  podem  apresentar  alterações  morfológicas  no  sistema  nervoso 

central como edema da substância branca nas primeiras semanas, podendo evoluir para 
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um aumento no volume ventricular, desmielização e degeneração dos núcleos da base 

(Brismar & Ozand, 1994).

Em crianças normais e adultos, a excreção diária de MMA é menor que 0,04 mmol, 

enquanto que  crianças com acidemia metilmalônica podem excretar 2,1 a 49 mmol deste 

metabólito em um período de 24 horas.  As concentrações plasmáticas de MMA, que são 

quase  indetectávies  em indivíduos  normais,  podem estar  entre  0,22  a  2,9  mmol  em 

pacientes (Fenton et al, 2001). O nível de MMA no sangue e no fluído cerebroespinhal 

podem atingir 2,5 a 5 mM durante as crises  de descompensação metabólica, e estes  

níveis podem aumentar ainda mais nas células  neuronais (Hoffmann et al 1993).

Os  pacientes  com  acidemia  metilmalônica  apresentam  alterações  fisiológicas, 

afetando o catabolismo de carboidratos, proteínas e gorduras (Wyse et al., 2000). 

Tem-se demonstrado que o acúmulo de MMA inibe competitivamente a SDH e a β-

OH-butirato desidrogenase cerebral  in vitro (Dutra et al., 1993).  Wajner et al., em 1992, 

observaram que este ácido reduz a produção de CO2 e aumenta a produção de lactato 

pelo cérebro. O aumento de lactato pode contribuir para o dano cerebral, uma vez que, o 

acúmulo  de  ácido  lático  tecidual  podem  provocar  acidose  grave,  levando  o  pH  para 

valores próximos a 6,0 (Siesjö, 1981). A diminuição do pH intracelular é capaz de inibir a 

recaptação de glutamato pela glia, mesmo havendo níveis normais de ATP e, com isso, 

contribuir para o dano neuronal excitotóxico (Swanson et al., 1995).  

Pacientes  com acidemia  metilmalônica  ou  propiônica,  em acidose,  apresentam 

uma redução de até 70% da atividade da enzima citocromo oxidase (Hayasaka et al., 

1982).  Em  função  destes  dados,  tem  sido  postulado  que  o  MMA  possa  causar 

interferência no metabolismo aeróbico celular, levando provavelmente a uma diminuição 

na produção de ATP. 
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A inibição da SDH e conseqüente redução de ATP, levam a despolarização parcial 

por  falência  de  ATPases  que  mantém  o  gradiente  de  íons  através  das  membranas 

celulares, principalmente da  Na+, K+-ATPase (Nathanson et al., 1995).  A despolarização 

da membrana leva à saída do Mg+2,  que bloqueia o canal do receptor glutamatérgico 

subtipo  N-metil-Daspartato  (NMDA)  de  maneira  voltagem  dependente,  e  permite  a 

entrada  de  íons,  particularmente  Na+  e  Ca++ para  o  meio  intracelular  (Macdonald  & 

Schoepp, 1993). 

O  aumento  na  concentração  celular  de  Ca++ leva  à  ativação  de  enzimas 

dependentes deste íon envolvidas no fenômeno de neurotoxicidade, incluindo calpaína 

(Brorson  et  al.,  1995),  fosfolipase  C  (Umemura  et  al.,  1992),  proteína  quinase  C 

(Rothman,  1992;  Pavlakovic  et  al.,  1995),  calcineurina  (Armstrong,  1989;  Snyder  & 

Sabatini, 1995) e a óxido nítrico sintetase, que produz NO• (Snyder e Bredt, 1992). O NO• 

parece interagir com radicais superóxido e formar peroxinitrito, que pode difundir-se para 

o meio intra, ou extracelular e, então, promover a oxidação de lipídios, proteínas e DNA 

(Beckman et al., 1990; Almeida et al., 1998).

Além  destes  mecanismos  de  lesão  celular  envolvendo  a  despolarização  da 

membrana pós-sináptica, a depleção de ATP leva ao aumento na liberação de glutamato 

através  de  mecanismos  dependente  de  cálcio  e  pela  inibição  e/ou  reversão  de 

mecanismos  de  recaptação  deste  aminoácido  excitatório  na  pré-sinapse  (Madl  & 

Burgesser,  1993).  Ativando  assim,  os  receptores  glutamatérgicos  subtipo  NMDA  e 

AMPA/Kainato.

Vários inibidores metabólicos são capazes de induzir lesão celular por mecanismos 

glutamatérgico,  particularmente  via  ativação  do  receptor  subtipo  NMDA.  Entre  eles, 

podemos citar a rotenona, cianeto, oxiaminoacetato, 3-nitropropionato e malonato; estes 
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últimos inibidores da SDH, como o MMA (McDonald & Shoepp,  1993;  Brouillet  et  al., 

1994; Zeevalk et al.,1995; Behrens et al., 1995; Pavlakovic et al., 1995).

Na acidemia metilmalônica,  pode-se destacar a ação do ácido metilmalônico na 

inibição da atividade da creatina quinase total e mitocondrial em córtex cerebral de ratos 

com 30 dias de idade e a prevenção deste efeito pela glutationa reduzida (Schuck et al., 

2004).  A  glutationa  também  preveniu  totalmente  a  ação  inibitória  do  MMA  sobre  a 

atividade da Na+, K+-ATPase em membrana plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos tratados aguda e cronicamente. O que permite a conclusão de que grupos tiol ou 

outra demanda oxidativa podem ser responsáveis pelos efeitos desencadeados pelo MMA 

(Wyse et al., 2000).

A administração de MMA intraestriatal causa convulsões e rotações contralaterais 

em ratos adultos, que são inibidas por MK-801 e atenuadas por sucinato, sugerindo o 

envolvimento de receptores NMDA, e provavelmente da inibição da SDH nas convulsões 

induzidas  por  MMA  (Mello  et  al.,  1996).  Estas  convulsões  são  atenuadas  pela 

administração de antioxidantes, como a vitamina C e a vitamina E (Fighera et al., 1999). 

Também foi demonstrado que o MMA induz a formação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico  in  vitro e  reduz  a  capacidade  antioxidante  total  do  sistema  nervoso, 

confirmando que a presença de MMA induz a formação de radicais livres (Fontella et al., 

2000).

O  dano  celular  oxidativo,  que  ocorre  pela  formação  de  radicais  livres,  parece  estar 

relacionado à patogênese de diferentes doenças neurodegenerativas, incluindo esclerose 

lateral  amiotrófica (Plaitakis & Constantakakis,  1993), Mal de Parkinson (Jenner,  1994; 

McNaught et al., 1995), Doença de Alzaheimer (Jenner, 1994; Harris et al.,  1995), Coréia 

de Huntington (Jenner, 1994; Lipton & Rosemberg, 1994; Ludolph et al., 1993; Burns, 
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1995),  bem como em um considerável número de EIM, incluindo as acidemias orgânicas 

glutárica, propiônica e metilmalônica (Fighera et al., 1999, 2000, 2003; Royes et al., 2005; 

Wajer et al., 2003, Cechini et al., 2003).

Entre  as  evidências  que  mostram  o  envolvimento  de  espécies  reativas  em  doenças 

neurodegenerativas, estão o aumento dos parâmetros do estresse oxidativo no cérebro, 

incluindo níveis aumentados de ácido malondialdeído (MDA), 4-hidroxinonenal (HME) e a 

oxidação  protéica  de  grupos  carbonil  e  3-nitrotirosina,  assim  como,  concentrações 

reduzidas  de  antioxidantes  não  enzimáticos  GSH  e  ascorbato,  e  das  enzimas 

antioxidantes CAT e GSH-PX (Jeniner and Olanow, 1996: Lu et al.,  1999; Pery et al., 

2003).

 I.1.1 Tratamento da acidemia metilmalônica

O tratamento dos pacientes portadores de acidemia metilmalônica inclui medidas 

terapêuticas  como:  a)  remoção  de  toxinas  através  de  transfusões  de  sangue  ou 

hemodiálises; b) restrição protéica (dieta isenta de aminoácidos valina, isoleucina, leucina, 

metionina e treonina);  c)  terapia  com vitamina B12,  nas acidemias  metilmalônicas por 

deficiência  de  cofator  (Orgier  de  Baurny  e  Saudubray,  2002);  d)  administração  de  L-

carnitina, propiciando a excreção urinária de propionil-carnitina, e redução da toxicidade 

do propionato (Burns et al. 1996); e) administração de metronidazol para reduzir os níveis 

de  propionato  (Leonard  et  al.,  2001);  f)  administração  de  ascorbato  para  diminuir  os 

efeitos da deficiência de glutationa (Treacy et al., 1996).

Recentemente, estudos utilizando células neuronais em cultura, demonstraram que o uso 

de drogas que ativam os canais de K+, como o diazóxido, é capaz de proteger tecidos 

isquêmicos,  prevenir  lesões  celulares  e  teciduais  provocadas  por  ácido  metilmalônico 

(Kowaltowsk et al., 2006). 
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Estudos  eletrofisiológicos  e  comportamentais  mostram  que  o  MMA  induz 

convulsões principalmente por intermédio de uma ação glutamatérgica (de Mello et al., 

1996,  Brusque et  al.,  2001)  e  menos extensivamente dopaminérgica (Calabresi  et  al., 

2001). Desta forma, até o presente momento pouco se sabe a respeito dos efeitos do 

MMA  sobre  outros  sistemas  de  neurotransmissão,  não  menos  importantes  no 

desenvolvimento de convulsões, como o sistema GABAérgico. De fato, a regulação da 

neurotransmissão excitatória (glutamato)  e inibitória (GABA) tem sido apontados como 

fundamentais  para  a  gênese  de  episódios  convulsivos  e  epilepsia.  Inúmeros  estudos 

suportam a idéia de que os episódios convulsivos podem ocorrer em função de uma falha 

na transmissão GABAérgica ou excesso na transmissão glutamatérgica (Scheyer, 1998; 

Treiman, 2001; Mody, 2004). Desta forma, a inibição da glutamato descarboxilase (GAD), 

a principal via de síntese de GABA no SNC, leva a depleção de GABA e redução do tônus 

GABAérgico e induz convulsões (Wood and Peesker, 1973; Arias et al., 1992, Salazar et 

al., 1994), enquanto que, a inibição da GABA-T, a enzima que metaboliza o GABA em 

ácido semialdeído succínico, aumenta os níveis de GABA e previne episódios convulsivos 

(Loscher and Horstermann, 1994). 

 I.2. O Sistema GABAérgico

I.2.1 Glutamato Descarboxilase

O GABA e a glutamato descarboxilase (GAD) foram descobertos no cérebro há 

aproximadamente 55 anos (Awapara et al., 1950; Roberts and Frankel, 1950), ao mesmo 

tempo  em  que  existia  um  prolongado  debate  a  respeito  de  mensageiros  químicos 

envolvidos na transmissão sináptica (Bacq, 1975). Nesta época, a função do GABA no 

cérebro ainda permanecia por ser estabelecida. O GABA é atualmente conhecido como 

um transmissor predominantemente inibitório no cérebro, sendo encontrado, juntamente 

com a GAD, em terminais sinápticos e dendritos (Martin and Rimvall, 1993; Soghomonian 
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and Martin, 1998). Além disso, o GABA também está envolvido direta ou indiretamente na 

patogênese de muitas doenças neurológicas,  como diabetes (Ueno,  2000),  Huntington 

(Kunig  et  al.,  2000),  epilepsia  (Baulec  et  al.,  2001)  e  esclerose do corno  de  Ammon 

(Schwarzer et al., 1997). A principal via de síntese de GABA, envolve a GAD (Tillakaratne 

et al, 1995). 

A estrutura molecular da GAD é constituída de 6 subunidades idênticas com 53 

kDa (estrutura hexamétrica), com cada subunidade contendo um pirodoxal fosfato (PLP) 

por sítio ativo.

           A enzima tem uma atividade ótima em pH ácido (4.0 e 4.5). Apesar do principal 

substrato para a E coli ser o L-glutamato, ela também descarboxila outros aminoácidos, 

como o g-metileno-DL-glutamato,  threo-b-hidroxi-DL-glutamato e L-homocisteína sulfato 

(Ueno, 2000). No entanto, em células de mamíferos, a GAD catalisa exclusivamente a 

descarboxilação de L-glutamato para GABA (Ueno, 2000).     

           Nos humanos, a GAD apresenta dois genes regulados independentemente (Bu et 

al,  1992;  Erlander  et  al,  1991),  localizados  um  no  cromossomo  2  e  o  outro  no 

cromossomo  10,  os  quais,  são  responsáveis  pela  expressão  diferenciada  das  duas 

diferentes  isoformas  da  enzima,  denominadas  de  GAD-65 e  GAD-67  em  diferentes 

regiões do cérebro (Esclapez et al., 1993, 1994; Feldblum et al., 1993; Mercugliano et al., 

1992),  o  que  possibilita  a  síntese  de  GABA  em  “pools”  específicos,  com  funções 

diferentes (Martin and Rimvall, 1993). 

Apesar de possuírem algumas diferenças no seqüenciamento de aminoácidos em sua 

estrutura,  a  GAD-65 e  GAD-67 distribuem-se  quantitativamente  de  forma  similar  nas 

diferentes regiões do cérebro, porém existe uma pequena supremacia na expressão da 
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GAD-65 em relação à GAD-67 na maior parte das regiões cerebrais (Sheikh et al., 1999).

           A GAD-65 está predominantemente mais concentrada nos terminais nervosos e 

associada  com  vesículas  sinápticas,  enquanto  que  a  GAD-67  é  mais  facilmente 

encontrada nos dendritos e em diferentes células do corpo. No cérebro, tanto a GAD-65 

como a GAD-67, estão presentes como enzimas solúveis e associadas com membranas 

(Figura 1). Além disso, o cérebro contém heterômeros de GAD-65-GAD-67 (Sheikh and 

Martin, 1996). A diferença na localização subcelular das duas enzimas, associação com a 

membrana  e  formação  de  heterômeros,  são  importantes  questões  que  servem  para 

diferenciá-las enquanto função.

 Figura 1. Síntese de GABA a partir da glutamato descarboxilase em diferentes pools no SNC. A GAD-65 
está predominantemente mais concentrada nos terminais nervosos e associada com vesículas sinápticas 
(seta  vermelha),  enquanto  que  a  GAD-67  (seta  azul),  é  mais  facilmente  encontrada  nos  dendritos 
(Soghomonian and Martin, 1998)

 

 As diferentes localizações intracelulares das isoenzimas da GAD podem ser 
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explicadas pela heterogeneinedade da seqüência de aminoácidos na região N-terminal. 

Onde, a GAD-65 contém mais resíduos de cisteína dentro da região N-terminal do que a 

GAD-67. Dentro da região N-terminal da GAD-65 são encontrados 3 resíduos de cisteína 

palmitoilados,  o que sugere uma afinidade maior  com membranas celulares do que a 

GAD-67. Na medida em que, moléculas de GABA encontram-se empacotadas dentro de 

vesículas  sinápticas  em neurônios  e  microvesículas  em células  β no  pâncreas,  seria 

razoável assumir que moléculas de GAD estão associadas a componentes de membrana 

destas  vesículas.  Desta  forma,  independente  da  região  N-terminal  ser  ou  não 

palmitoilada, a GAD está envolvida em mecanismos de ancoramento nestas vesículas. 

Sabe-se também que muitos resíduos de serina na região N-terminal são susceptíveis à 

fosforilação, o que sugere o envolvimento da fosforilação no sistema de ancoramento da 

enzima na membrana ou na regulação de sua atividade (Ueno, 2000).

            Ambas as formas da GAD requerem o cofator pirodoxal P (PLP) como coenzima 

para exercer suas atividades, sendo esta interação da GAD com o PLP um ponto central 

na regulação de sua atividade. No cérebro, metade da GAD não está associada com o 

PLP (apoGAD),  se  constituindo um “pool”  de  reserva  de  enzima inativa.  Tal  reserva, 

durante um característico estado de despolarização em sinaptosomas (Chen et al., 1998), 

pode ser ativada pelo seu cofator (holoGAD), fornecendo uma síntese adicional de GABA 

(Itoh  and  Uchimura,  1981).  Além  disso,  sabe-se  que  a  GAD-65  e  GAD-67 possuem 

diferentes interações com o PLP. Experimentos com preparação de GAD-65 e GAD-67 

por imunoprecipitação em cerebelo,  indicam que a GAD-65 é mais responsiva para a 

ligação do PLP do que a GAD-67 (Erlander et al, 1991). A GAD-65 predomina na forma 

de apoGAD nas diferentes regiões do cérebro (Martin et al, 1991), o que representa, uma 

regulação mais expressiva do que a GAD-67 pelo PLP, além de apresentar-se mais 
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concentrada do que a GAD-67 em sinaptosomas, o que justifica, em parte, a sua grande 

abundância na forma de apoGAD (Rimvall and Martin 1994).

             Conforme mostrado anteriormente, o ATP induz mudanças conformacionais em 

um ou mais resíduos de triptofano e tirosina na holoGAD, alterando estes para um estado 

menos  móvel.  Esta  modificação  pode  estar  relacionada  com  um  aumento  da 

desnaturação térmica da holoGAD em 2oC, conforme observado a partir da redução do 

conteúdo de holoGAD em 8 a 10% (percentual  de redução da fluorescência)  após a 

adição de ATP. Além disso,  o ATP parece não agir  diretamente no sítio catalítico da 

enzima, na medida em que ocorre somente uma pequena e não significativa redução da 

atividade da GAD após sua adição. Estudos cinéticos demonstraram que a holoGAD é 

formada a partir de duas etapas importantes, a primeira etapa é constituída de uma rápida 

reação,  formando  um  complexo  intermediário  apoGAD-cofator,  seguida  da  segunda 

etapa, mais lenta, onde ocorre uma mudança conformacional no complexo intermediário 

para formar a holoGAD. O ATP reduz em até 60% a taxa de conversão da primeira etapa 

(intermediária)  para  a  segunda  (formadora  da  holoGAD),  reduzindo  a  quantidade  de 

holoGAD formada. Além disso, foi demonstrado que o ATP reduz o nível de saturação da 

GAD pelo seu cofator na ordem de 60% em sinaptosomas (Miller and Walters, 1979) e 50 

a 70% em extratos de cérebro (Miller and Walters, 1977). Estes dados sugerem que o 

ATP interage predominantemente com a apoGAD do que com a holoGAD, reduzindo a 

taxa  de  conversão  da  apoGAD  para  o  complexo  intermediário  (apo-GAD-cofator)  e 

conseqüentemente,  reduz  a  formação  de  holoGAD.  Desta  forma,  o  ATP  pode  estar 

interferindo  na  lnteração  iônica  do  grupo  fosfato  do  PLP  com o  resíduo  de  histidina 

presente na seqüência NPHK da apoGAD.

              Albers and Brady (1959) mostraram que a atividade da GAD varia em função das 

diferentes regiões do cérebro. A atividade da GAD é maior no hipotálamo, mesencéfalo, 
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tálamo, cerebelo, córtex occiptal, frontal e motor e menor nas estruturas subcorticais e da 

medula espinhal. Estudos mais recentes, mostraram uma predominância 95 a 100% de 

células GABAérgicas nas camadas superficiais do córtex cerebral (Jones, 1993; Peters & 

Kara, 1985). 

I.2.2 Papel da glutamato descarboxilase em patologias

Há evidência de que a GAD participe da patogênese da diabetes tipo I  (Ueno, 

2000). De fato, as células  β (pâncreas) expressam a GAD e produzem GABA. Nestas 

células, a GAD-65 foi identificada como um antígeno alvo para o anticorpo encontrado na 

circulação  de  pacientes  com diabetes  insulino-dependentes  (Ueno,  2000),  sucedendo 

antes do desenvolvimento  dos sinais  clínicos da doença.  Anticorpos sensíveis  para a 

GAD-65 e GAD-67 também são encontrados em pacientes com a síndrome de  Stiff e 

também na epilepsia (Peltola et al., 2000; Solimena et al., 1988). Além disso, um número 

expressivo de estudos tem demonstrado uma correlação positiva entre a inibição da GAD 

cerebral  com o  aparecimento  de convulsões,  independentemente  da  concentração de 

GABA no cérebro (Meldrum, 1975; Tapia et al, 1975; Arias et al,1992). De fato, sabe-se 

que a infusão de GABA no córtex motor exerce uma ação anticonvulsivante (Brailowsky et 

al, 1987). Contudo, o excesso de infusão deste neurotransmissor reduz a atividade da 

GAD,  e  a  sua  retirada,  após  infusão  crônica  no  cérebro,  promove  convulsões  por 

deficiência de GABA em virtude de uma supressão da GAD (De Mello, 1984).

A  GAD está  diminuída  em pacientes  com doenças  de  Huntington  e  Parkinson 

(Rinne  et  al,  1974),  duas  doenças  neurodegenerativas  caracterizadas  por  lesões 

excitotóxicas do SNC, sugerindo que uma diminuição do tônus inibitório GABAérgico pode 

contribuir  para  o  predomínio  das  ações  do  glutamato  e  o  aparecimento  de  lesões 

excitotóxicas nestas patologias. Além disso, foi observado que mutações na sua estrutura 
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ou em certas subunidades de receptores GABAA de camundongos causam aparecimento 

espontâneo de convulsões (Asada et al., 1996; Delorey et al., 1998). 

Existem  evidências  para  a  perda  de  neurônios  GABAérgicos  a  partir  de  estudos 

neuroquímicos com o uso de cainato como modelo de epilepsia de lobo temporal (TLE) e 

em  tecido  cerebral  de  humanos  epilépticos,  os  quais,  apresentaram  uma  atividade 

reduzida  da  GAD  (Lloyd  et  al.,  1986;  Sperk  et  al.,  1983).  A  partir  de  estudos 

imunocitoquímicos,  Ribak  et  al.  (1986)  também mostrou  um decréscimo  de  terminais 

GABAérgicos em um modelo de epilepsia focal, e perda de neurônios GABAérgicos em 

ratos que apresentavam kindling (Kamphuis et al., 1987). Em outro estudo, foi observado 

uma degeneração de neurônios positivos para GABA ou GAD no hipocampo de modelos 

animais com esclerose do corno de Ammon. Notavelmente, no hilo do giro denteado, uma 

subpopulação de neurônios GABAérgicos contendo o neuropeptídeo somatostatina como 

um co-transmissor é vulnerável tanto na epilepsia como também na isquemia cerebral 

(Sloviter, 1987).

De  forma  contrária,  durante  o  estado  epiléptico  crônico  em  ratos,  foi  verificado  um 

aumento na atividade da GAD e de marcadores para o GABA e GAD no hipocampo e 

interneurônios  hipocampais  (Marksteiner  and  Sperk,  1988).  Desta  forma,  existe  uma 

contradição em relação ao tônus inibitório durante o estado epiléptico e leva a crer que as 

sinapses GABAérgicas possam ser afetadas de forma heterogênea em diferentes regiões 

(estruturas) do cérebro epiléptico. Confirmando o que foi dito, na região do CA1 de ratos 

tratados com pilocarpina, o tônus GABAérgico inibitório é aumentado no soma de células 

piramidais, mas encontra-se reduzido nos dendritos (Cossart et al., 2001).

Embora as células do giro dentado exerçam principalmente um papel  excitatório,  elas 

também podem expressar a GAD e, conseqüentemente, sintetizar GABA (Sloviter et al., 
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1996). Notavelmente, a expressão da GAD-67 encontra-se fortemente aumentada após 

convulsões epilépticas sustentadas (Scharzer and Sperk, 1995; Lehmann et al., 1996). 

Embora o aumento  na transcrição da GAD-67 ocorra somente de forma transitória,  o 

aumento  da  imunoreatividade  para  a  GAD  aparece  de  forma  prolongada  em  ratos 

epilépticos (Scharzer and Sperk, 1995).

Existem  linhas  de  evidência  sugerindo  uma  interação  entre  espécies  reativas  e  o 

funcionamento  do  sistema  GABAérgico,  na  medida  que  espécies  reativas  podem 

prejudicar a função GABAérgica (Davis et  al.,  2001,  Schloss,  2002) e predispor a um 

aumento da excitabilidade e aparecimento de episódios convulsivos. Além disso, tem sido 

demonstrado que a formação de radicais livres podem estar envolvidos nas convulsões 

induzidas por antagonistas GABAérgicos (de Oliveira et al., 2004). 

Estudos  anteriores  mostraram  o  envolvimento  de  espécies  reativas  nas  convulsões 

induzidas  pelo  pentilenotetrazol  (PTZ)  (um  antagonista  GABAA),  na  medida  em  que 

antioxidantes como o ascorbato (Oliveira et al., 2004), tocoferol (Bashkatova et al., 2003), 

glutationa  (Abe  et  al.,  2000),  melatonina  (Bikjdaouene  et  al.,  2003)  preveniram estes 

episódios  convulsivos.  Recentemente,  foi  mostrado  que  α-tocoferol  atenua  episódios 

convulsivos e reduz a lipoperoxidação lipídica e carbonilação protéica induzida pelo PTZ 

(Ribeiro et al., 2005).

A GAD é particularmente sensível aos radicais livres e a sua inibição amplifica a 

epileptogênese induzida por FeCl3 (Robitaille et al., 1995).

Por  outro  lado,  Jayakumar  et  al.  (1999)  propôs  um  mecanismo  envolvendo  o 

metabolismo do GABA para explicar uma ação anticonvulsivante do NO. Neste estudo, o 

aumento da concentração de NO (precursor L-Arg) ocorreu concomitantemente com a 

redução da atividade da GABA-T no córtex cerebral de ratos. No entanto, não eram 
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observadas alterações na atividade da GAD e na concentração de glutamato. De forma 

interessante  neste  estudo,  a  picrotoxina  (PCT)  aumentava  a  atividade  da  GABA–T  e 

reduzia os níveis de ambos GABA e NO, sem alterações na atividade da GAD.  

            Alterações na atividade da GAD também estão relacionadas com erros inatos do 

metabolismo,  como  a  acidemia  glutárica,  na  qual  a  atividade  da  GAD  encontra-se 

diminuída (Leibel et al, 1980). Além destas diferenças em termos de interação das GADs 

com o  PLP,  foi  mostrado que o  nível  de  ATP pode regular  a  taxa de  conversão de 

apoGAD em holoGAD, reduzindo assim a quantidade de holoenzima em situações de 

excesso de holoGAD (Chen et al., 2000). 

I.2.5 Seqüenciamento dos aminoácidos presentes nos domínios da GAD-65 e GAD-

67 

A  GAD-65  e  GAD-67  são  ambas  constituídas  de  dois  importantes  domínios, 

possuindo diferenças no seqüenciamento dos aminoácidos que compõem estes domínios 

(Erlander et al., 1991). Um destes domínios é composto de 1-95 resíduos para a GAD-65 

e  1-101  resíduos  para  GAD-67  em humanos,  tendo  somente  23% na  homologia  de 

seqüência.  Este  domínio,  chamado  de  N-terminal,  demonstra  ser  responsável  pela 

localização subcelular e formação de heterômeros de GAD-65-GAD-67 (Dirk et al., 1995; 

Sheikh and Martin, 1996). O segundo domínio, chamado de C-terminal é composto de 95-

585 resíduos para a GAD-65 e 100-594 na GAD-67 em humanos (Figura 2). O domínio C-

terminal contém o sítio catalítico e apresenta-se de forma mais similar entre a GAD-65 e 

GAD-67 (73% de homologia de seqüência) do que no domínio N-terminal (Martin, 2000).
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 Figura 2. Domínio C-terminal para ambas as isoenzimas GAD-65 e GAD57. Este domínio contém o sítio 
catalítico e apresenta-se de forma mais similar entre a GAD-65 e GAD-67 (73% de homologia de seqüência) 
(Martin, 2000).

 I.2.6 Características do domínio N-terminal

              O  domínio  N-terminal  está  envolvido  com  a  associação  da  GAD-65  com  as 

membranas (Dirkx et al., 1995). O mecanismo exato responsável pela ligação da GAD-65 

com as membranas ainda permanece por ser esclarecido. Além disso, estudos mostram a 

real  dependência  da  GAD-67  pela  formação  de  heterômeros  com  a  GAD-65  para 

associar-se  com  membranas.  Nesta  interação  entre  GADs,  existe  a  participação 

determinante do domínio N-terminal da GAD-65, apesar de não se conhecer os resíduos 

específicos envolvidos neste processo (Martin, 2000).

               O  domínio  N-terminal  da  GAD-65  está  sujeito  a  três  modificações  pós-

traducionais. A primeira envolve a palmitoilização de dois resíduos (Ribak et al., 1992; 

Babb et  al.,  1992)  de cisteína (Shi  et  al.,  1994).  Anteriormente,  esta modificação era 

interpretada como um fator imprescindível para ligação da GAD com as membranas, mas 

a descoberta de que o complexo GAD-membrana era inalterado quando dois resíduos de 

cisteína  eram mutados para  alanina,  criou-se  uma incerteza  a  respeito  da  função  da 

palmitoilização  neste  processo.  A  segunda  modificação  está  relacionada  com  a 

fosforilação dos primeiros quatro resíduos de serina pertencentes ao domínio N-terminal 

da GAD ligada na membrana (Namchuk et al., 1997). A função desta fosforilação ainda 
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permanece  obscura,  no  entanto,  parece  não  afetar  a  capacidade  de  associação  a 

membranas ou propriedades cinéticas das GADs. Por último, a terceira modificação está 

relacionada  à  remoção  da  metionina  e  acetilação  da  penúltima  alanina  presentes  no 

domínio N-terminal. Estas últimas alterações, provavelmente estão relacionadas com uma 

redução da sensibilidade da GAD para aminopeptidases (Martin, 2000).

               Um grande corpo de evidências sugere que o domínio N-terminal localiza-se na 

superfície da GAD e algumas de suas porções são bastante flexíveis. Os resíduos 1-31, 

juntamente  com  os  resíduos  de  serina  3,  6,  10  e  13  fosforilados,  estão  envolvidos 

mutuamente na associação da GAD-65 com as membranas, indicando que esta porção 

do domínio N-terminal encontra-se exposta. Foi mostrado que os resíduos 11-24 da GAD-

65 encontram-se expostos na superfície da enzima e são suficientemente flexíveis para 

interagir  com  anticorpos  (Sheikh  and  Martin,  1996).  Além  disso,  a  palmitoilação  dos 

resíduos 30 e 45 de cisteína em ambas GAD-65 e GAD-67, indicam que estes resíduos 

poderão  estar  disponíveis  na  superfície  e  suficientemente  flexíveis  para  interagir  com 

enzimas envolvidas na palmitoilização ou sofrer ataque de enzimas proteolíticas (Martin, 

2000). Além destes resíduos proximais, sítios localizados ao longo do domínio N-terminal, 

e  desta  forma  mais  distantes,  também  apresentam-se  de  forma  exposta.  Um  bom 

exemplo disso é o  resíduo 69 de arginina,  o  qual  é  particularmente  vulnerável  a  um 

ataque proteolítico por tripsina (Martin, 2000).

 I.2.7 Características do domínio C-terminal

             A seqüência de aminoácidos presentes no domínio C-terminal fazem parte do sítio 

catalítico da GAD (Erlander et al., 1991 in Martin, 2000). Inicialmente, esta interpretação 

era confirmada pela presença de uma seqüência de resíduos NPHK, o qual marca a 
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ligação de uma base de Schiff com o cofator PLP. Com base em estruturas semelhantes, 

tem-se conseguido definir em maiores detalhes a ligação do PLP no domínio C-terminal. 

Isto  se torna possível  em virtude da GAD pertencer  a  uma super-família  de enzimas 

dependentes pelo PLP (Martin, 2000). 

              O domínio C-terminal, é composto por dois domínios funcionais. O sítio ativo das 

GADs, também são compostos por dois domínios funcionais: um chamado de domínio 

longo, o qual contém o cofator ligado, e outro de curto, que não interage diretamente com 

o cofator (Martin, 2000).

 I.2.8 Receptores GABAérgicos

Os receptores GABAérgicos podem ser classificados em ionotrópicos (quando 

ativados  aumentam  a  condutância  da  membrana  nos  neurônios)  ou  metabotrópicos 

(acoplar  a  proteína G).  Além disso,  os  receptores  GABAérgicos  são classificados em 

GABAA e  GABAB,  o  quais  diferenciam-se em virtude do  primeiro  ser  ionotrópico  e  o 

segundo metabotrópico.

              Estes receptores são formados por cinco subunidades, as quais servem de locais 

para a ligação (no canal iônico) de diferentes moduladores, como o GABA, muscimol, 

benzodiazepínicos, barbiturados, picrotoxina e também para os esteróides anestésicos.  A 

partir  de  clonagem,  identificou-se  cinco  domínios  (α,  β,  γ,  δ e  ρ)  e  suas  múltiplas 

isoformas. Dentro deste complexo, localiza-se o canal de cloreto,  sendo este aberto a 

partir da ação dos diferentes ligantes (Hill e Bowery, 1981).

              A ativação do receptor GABAA induz aumento da condutância iônica do íon Cl- 

com  conseqüente  hiperpolarização  da  membrana  neuronal,  o  que  acarreta  em  um 

aumento no limiar necessário para que os neurotransmissores excitatórios despolarizem a 
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membrana para gerar um potencial de ação (Paul, 1995).

              Os receptores GABAB são acoplados a proteínas G e alteram indiretamente a 

permeabilidade iônica da membrana e conseqüentemente a excitabilidade neuronal (Hill e 

Bowery,  1981).  Estes  receptores  quando  ativados  por  agonistas  podem  diminuir  a 

condutância de Ca2+ e inibir a produção de AMPc através de um mecanismo mediado por 

proteínas G. Ambos os receptores GABAA e GABAB localizam-se tanto nos neurônios 

pré-sinápticos  quanto  nos  pós-sinápticos,  sendo  também  ambos  considerados 

heterogênios (Jonhston, 1996). 

Existe  uma  forte  evidência  para  um  envolvimento  deste  receptor  (GABABR) 

mediando  neurotransmissão  durante  convulsões  epilépticas.  O  receptor  GABABR 

encontra-se funcionalmente ativo sob duas formas, GABABR1 e GABABR2 (Kaupmann et 

al., 1998; Kuner et al., 1999; Couve et al., 2000) e podem atuar tanto na pré como na pós-

sinapse (Couve et al., 2000). Sua principal função na pré-sinapse envolve a inibição da 

liberação de neurotransmissores, como glutamato ou GABA. Dependendo da situação, 

poderá  estimular  uma  supressão  da  ação  de  neurotransmissores  excitatórios  ou 

inibitórios.  Em  pacientes,  o  baclofen  (agonista  GABABR)  pode  exercer  uma  ação 

espasmolítica ou ainda provocar convulsões, dependendo da dose administrada (Kofler et 

al.,  1994).  Além  destes  receptores,  existem outros  denominados  GABAC,  GABANANB 

(“não A, não B”) e receptores clonados de retina (Johnston, 1996). 

              O receptor GABAA é bloqueado pelo antagonista específico bicuculina, enquanto 

que o receptor GABAB é bloqueado pelo baclofen (Hill e Bowery, 1981). 

              Existem diferentes agonistas e antagonistas para os receptores GABAA e GABAB, 
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os quais podem ser verificados na tabela 1.

Tabela 1. Compostos que atuam nos receptores GABAérgicos.

Agonistas GABAA (Endógenos) Antagonistas GABAA (Competitivos)

GABA, GABOB, Ácido imidazol-4-acético, β-

Alanina, Taurina,

Bicuculina, (+)-Hidrastina, SR95531, Pitrazepina, 

Benzil-Penicilina, (+)-Tubocucarina, Securinina

Agonistas GABAA (Exógenos) Antagonistas GABAA (Não-Competitivos)

Muscimol, THIP, Isoguvacina, ZAPA, (+)-TACP, 

Pentobarbitona
Picrotoxina, Ácido δ-Guanidinovalérico, Cunaniol, 

Sulfato de Dopamina, Norfloxacina, Furosemida, 

Enoxacina, Dimeflina, Pentilenotetrazol

Agonistas Parciais GABAA  Agonistas GABAB (exógenos)

4-PIOL, Tio-THIP Saclofen, Baclofen

Fonte: Adaptado de Johnston (1996).

I.2.9 Receptores GABAérgicos em doenças neurológicas e psiquiátricas

              A degeneração de neurônios GABAérgicos representa um sinal clínico (marcador) 

da doença de Huntington. Nas regiões do núcleo caudato e putamen, esta degeneração é 

acompanhada por uma profunda redução nos sítios de ligação para benzodiazepínicos e 

subunidades do receptor GABAA, o que corresponde claramente uma perda de neurônios 

GABAérgicos (Kunig et al.,  2000 revisão Fritschy,  2003).  Por outro lado, na região do 

globo pallidus, foi verificado um aumento na concentração de receptores GABAA, o que 

sugere um efeito compensatório. O ácido quinolínico induz lesões no estriado (modelo de 

Huntington) com conseqüentes aumentos na expressão da subunidade β2/3 do receptor 

GABAA na  substância  nigra (Brickell  et  al.,  1999).  Ainda  neste  mesmo  estudo,  a 

expressão de receptores GABAA ocorreu de forma muito rápida (2 horas) após a injeção 
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do ácido quinolínico, sendo que, normalmente deveria ocorrer ao longo dos meses (> 15 

meses). Desta forma, ao mesmo tempo em que o aumento do número de receptores pós-

sinápticos  GABAA podem  representar  uma  resposta  compensatória  para  a  perda  da 

aferência GABAérgica, uma resposta semelhante poderá ocorrer em função da perda de 

terminais glutamatérgicos (Fritschy & Brunig, 2003). 

A  injeção  intraestriatal  de  malonato  (um  inibidor  reversível  da  succinato 

desidrogenase e conseqüentemente do complexo II da cadeia de transporte de elétrons) 

causou uma redução nas concentrações de ambos GABA e dopamina no estriado. Além 

disso, o bloqueio do transportador de GABA (NO711) atenuou significativamente a perda 

de GABA, mas não a de dopamina. A infusão de muscimol (agonista GABAA), picrotoxina 

(antagonista GABAA) ou saclofen (antagonista GABAB), não modificou a perda estriatal de 

dopamina e GABA verificada após a infusão de malonato. Ainda neste mesmo estudo, a 

associação de malonato com NO711, atenuou significativamente a perda de GABA nas 

regiões middle e dorsal do estriado, sendo estatisticamente diferente dos animais tratados 

somente com malonato (Zeevalk et al., 2002). Estes dados sugerem que o bloqueio do 

transportador  de  GABA  durante  inibição  do  metabolismo  mitocondrial  (inibição  do 

complexo II) proporciona um mecanismo protetor para neurônios GABAérgicos. Sendo 

assim, o bloqueio do transportador de GABA, usado como uma estratégia farmacológica 

no tratamento de epilepsia em humanos, também poderá ser benéfico no tratamento para 

condições patológicas que envolvem inibição energética,  como isquemias,  Huntington, 

acidemia metilmalônica, acidemia glutárica, acidemia propiônica, entre outras. 

I.2.10 Regulação do receptor GABAA após isquemia focal

           A isquemia  focal  no  cérebro  induz  a uma série  de  mudanças  na excitabilidade 

neuronal em diferentes regiões do cérebro (Hagemann et al., 2000 in revisão Fritschy, 
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2003). Estas modificações no padrão de excitabilidade, ainda não estão bem esclarecidas 

se ocorrem para compensar uma deficiência funcional ou fazem parte de uma plasticidade 

neuronal que envolve um mecanismo restaurativo. A respeito do receptor GABAA, foram 

observadas mudanças em suas diferentes subunidades como decorrência do processo 

isquêmico  (oclusão  de  artéria  cerebral)  nos  hemisférios  cerebrais  ipsi e  contralateral 

(Redecker et al., 2002 in revisão, 2003). Ainda neste mesmo estudo, foram encontradas 

reduções (ambos os hemisférios)  nas subunidades  α1,  α2,  α5, e  γ2 após 30 dias do 

processo isquêmico, e na subunidade  α3 ocorria somente um aumento contralateral ao 

lado isquêmico. Estas mudanças no receptor GABAA não são restritas para o neocórtex, 

mas ocorrem também no hipocampo e tálamo, indicando que a isquemia focal provoca 

mudanças  em  regiões  adjacentes  ao  processo  isquêmico,  provocando  desta  forma 

alterações nos receptores GABAA em diferentes regiões do cérebro. Inexplicavelmente, 

estas alterações podem ser prevenidas pela simples injeção de MK-801, um antagonista 

não competitivo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), durante a indução da lesão. 

 

I.2.11 Receptor GABAA na epilepsia

           Existem evidências genéticas apontando para mutações nas subunidades g2 e a1 

dos receptores GABAA decorrentes da epilepsia idiopática em humanos com histórico de 

convulsões febris (Baulec et al., 2001). Além disso, Mutações semelhantes também foram 

encontradas nas subunidades a1,  b2 e g2 em receptores recombinantes de “xenopus 

oocytes”,  os quais apresentavam uma reduzida corrente GABAérgica.  Neste estudo, o 

efeito potencializador  causado pelo diazepan não foi  afetado.  Em outro estudo,  foram 

verificadas mutações na subunidade g2R43Q sem haver modificações para a ligação do 
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GABA  nos  receptores  recombinantes  para  as  subunidades  a1,  b2  e  g2,  no  entanto, 

ocorreu uma supressão do efeito potencializador causado pelo diazepam (Wallace et al., 

2001).  Além  destas  mutações,  também  foram  verificadas  alterações  genéticas  na 

subunidade  a1A322D em  receptores  GABAA de  uma  família  portadora  de  epilepsia 

autossômica mioclônica juvenil dominante (Conette et al., 2002). No entanto, a maneira 

pela qual estas mutações contribuem para a convulsão, ainda não foram elucidadas em 

detalhes.  Além  disso,  existe  a  possibilidade  destas  modificações  na  expressão  de 

receptores  GABAA estarem  relacionadas  a  outras  formas  de  epilepsia,  conforme 

demonstrado anteriormente em roedores portadores de TLP com esclerose hipocampal 

(Duncan, 1999; Olsen et al., 1999; Coulter, 2001; Treimann, 2001). Em pacientes, a perda 

extensiva  de  neurônios  na  região  CA1,  a  qual  é  uma  característica  da  esclerose 

hipocampal, é acompanhada por decréscimos no binding para a benzodiazepina (Savic et 

al., 1988; Debets et al., 1997). Estudos imunocitoquímicos com antígenos específicos de 

acordo com diferentes subunidades do receptor GABAA, revelaram uma intensa perda de 

neurônios  acompanhada  de  alterações  subcelulares  na  distribuição  dos  receptores 

GABAA em  tecido  epiléptico  (Lomp  et  al.,  2000).  Neste  estudo,  foram  verificados 

aumentos na imunoreatividade para as subunidades a1 e a2 no soma e dendritos apicais 

das  células  granulares  do  giro  dentado,  além  de  uma  aparente  translocação  da 

subunidade a3 da região somática para o dendrito de células piramidais da região do 

CA2. Alterações na expressão de subunidades do receptor GABAA têm sido verificadas 

em diferentes modelos animais, com uma grande convergência de resultados. Em ratos 

com convulsão crônica gerada a partir da injeção de pilocarpina (agonista muscarínico) ou 

de cainato (agonista glutamatérgico), tem sido mostrado um aumento na expressão das 

subunidades a3 e a4 (Schwarzer et al., 1997; Brooks et al., 1998; Fritschy et al., 1999). 
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No  entanto,  as  convulsões  induzidas  por  cainato  ou  pilocarpina  não  mimetizam  por 

completo o padrão de convulsão experimentada por pacientes com TLP. Além disso, o 

padrão  de  perda  neuronal,  em  modelos  animais,  é  significativamente  diferente  do 

reportado  em estudos neuropatológicos de  esclerose hipocampal  em humanos.  Estas 

limitações são em parte superadas pelo uso de modelos de TLP em camundongos, onde 

existe a ocorrência de convulsões espontâneas, induzidas a partir da injeção unilateral de 

cainato dentro do hipocampo dorsal (Bouilleret et al., 1999; Riban et al., 2002). Nestes 

modelos, as células granulares do giro denteado encontram-se hipertróficas e com uma 

proeminente dispersão. Em uma análise do giro dentado epiléptico de camundongos, foi 

encontrado aumento na expressão das subunidades a1, a2, a5 e g2 (Bouillet et al., 2000), 

com  correspondentes  aumentos  no  tamanho  e  densidade  de  clusters  pós-sinápticos 

(Knuesel  et  al.,  2001).  Estes resultados claramente  sugerem uma formação de novas 

sinapses GABAérgicas, refletindo possivelmente na formação de axônios GABAérgicos 

no giro denteado em neurônios epilépticos. Estas modificações, consideradas aberrações, 

podem ser fatores determinantes para a epilepsia de lobo temporal.  Recentemente foi 

mostrado um aumento na densidade dos axônios GABAérgicos no giro dentado em um 

modelo  de  epilepsia  com  pilocarpina,  utilizando  marcadores  como  a  GAD  e 

transportadores  para  o  GABA  do  tipo  1(GAT-1)  (André  et  al.,  2001).  No  entanto, 

experimentos no campo da eletrofisiologia sugerem uma redução na ação inibitória do 

GABA na região do CA1, durante e logo após a indução de convulsões epilépticas em 

ratos (Fisher and Alger, 1984; Franck et al., 2002).

Diante do que foi dito, fica evidente que existe uma pronunciada degeneração de 

neurônios  GABAérgicos,  provavelmente  na  pré  e  pós-sinapse,  sendo  assim,  os 

receptores GABAA poderão encontrar-se com funções alteradas nos casos de epilepsia. 

O GABA e a GAD são usados como marcadores pré-sinápticos e encontram-se reduzidos 
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nos casos de epilepsia. Em modelos animais de TLE (Litium/pilocarpina ou cainato), foi 

encontrado uma redução no  binding  para o receptor  GABAA a partir  do uso de [3H]-

muscimol  ou ligantes da classe dos benzodiazepínicos com conseqüentes convulsões 

severas e danos no hipocampo (Kish et al., 1994; Kapur et al., 1994). Embora tenha sido 

observado um dano menos severo ou até mesmo ausência de neurodegeneração em 

modelos de animais com kindling, foi verificada uma redução no binding para o receptor 

GABAA na região do CA1 do hipocampo (Titulaer et al., 1994; Titulaer et al., 1995). De 

forma semelhante, também foi encontrado uma redução binding para o receptor GABAA 

na região do cerebelo (Bazyan et al., 2001). 

A partir do estudo de lâminas moleculares do giro denteado contendo dendritos de 

células granulares, as quais são bastante ricas em diferentes subunidades para o receptor 

GABAA (Sperk  et  al.,  1997),  foi  verificada  uma  menor  vulnerabilidade  para  a 

neurodegeneração nestas células (Sperk, 1994). Em modelos animais (ratos) de TLE, foi 

encontrada uma resistência para as células granulares desenvolverem neurodegeneração 

durante  estado  epiléptico,  expressando uma alta  concentração de receptores  GABAA. 

Estudos  neuroquímicos  e  neurofisiológicos  em modelos  de  epilepsia,  sugerem que  o 

funcionamento dos receptores GABAérgicos encontram-se alterados (Gibbs, 1997; Kapur 

and Mcdonald, 1997). A partir do uso de ligantes para o GABAA (benzodiazepínicos), foi 

observado  um aumento  no  binding  para  sítios  envolvidos  na  convulsão  induzida  por 

eletrochoque  (Nobrega  et  al.,  1990;  Tuff  et  al.,  1983).  Em  alguns  estudos,  estas 

mudanças perduram por mais de 4 semanas (Titulaer et al, 1994; Titulaer et al., 1995). 

A partir de estudos no campo da genética, foi mostrada uma forte evidência para 

alterações na função do receptor GABAA, o que pode ser identificado como uma das 
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causas da epilepsia. Estes estudos mostraram que alterações na composição do receptor 

GABAA, observadas a partir de uma deficiência na subunidade b (Homanics et al., 1997; 

Delore et al., 1998) e g2 (Baulac et al., 2001; Wallace et al., 2001), foram relatadas na 

epilepsia. Estas alterações na expressão de subunidades do receptor GABAA,  tem sido 

intensamente estudadas em modelos animais e humanos com TLE. Em modelo animal de 

esclerose do corno de Ammon, foi encontrada uma redução de subunidades do receptor 

GABAA  em  células  piramidais  (Schwarzer  et  al.,  1997;  Nishimura  et  al.,  2003).  Os 

resultados mais conclusivos com este modelo foram obtidos na região do giro dentado, na 

medida  em que,  as  células  granulares  são  mais  resistentes  ao  dano  causado  pelas 

convulsões epilépticas em ratos. Em um modelo de convulsão induzida por cainato, foi 

encontrado um aumento no RNAm e na imunoreatividade para as subunidades  a1,a2, a4 

e b1-3 (menos evidente em g2) em células granulares (Schwarzer et al., 1997; Nishimura 

et al., 2003). Consistente com estes resultados, em um modelo de TLE (litium/pilocarpina) 

foi verificado um aumento nos níveis de RNAm codificando as subunidades a3, a4, b3, d e 

e em células granulares, embora tenha ocorrido uma redução nos níveis de RNAm para 

as subunidades a1 e b1(Brooks-Kayal et al., 1998).
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I.3. Objetivos e Organização do Trabalho desta Tese

Os objetivos deste trabalho foram:

1.      Avaliar se a administração do MMA no ventrículo induz convulsões de maneira 

dose-dependente; 

2.      Verificar  se  a  administração  intracerebroventricular  (I.C.V.)  de  agonistas 

GABAérgicos  GABAA (muscimol)  ou  GABAB  (baclofen)  alteram  as  convulsões 

induzidas por MMA;  

3.      Verificar  se a administração I.C.V.  de um antagonista  do receptor  N-Metil-D-

Aspartado (MK-801) atenua as convulsões induzidas por MMA;

4.      Investigar  se  a  administração  do  MMA  no  ventrículo  altera  a  atividade  da 

glutamato descarboxilase (GAD) no córtex cerebral;

5.      Avaliar  se  existe  uma  relação  entre  a  duração  dos  episódios  convulsivos 

induzidos pelo MMA com alterações na atividade da GAD no córtex cerebral;

6.      Verificar se a administração I.C.V. de agonistas GABAérgicos GABAA (muscimol) 

ou GABAB  (baclofen)  modificam a atividade da GAD no córtex cerebral  após a 

ineção do MMA no ventrículo lateral;

7.      Verificar  se a administração I.C.V.  de um antagonista  do receptor  N-Metil-D-

Aspartado (MK-801) altera a atividade da GAD no córtex cerebral, após a injeção 

de MMA no ventrículo lateral;

8.      Verificar  se  a  administração  I.C.V. de  piridoxina  (Vitamina  B6)  modifica  as 

convulsões induzidas pelo MMA e a atividade da GAD no córtex cerebral;
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ABSTRACT
 Methylmalonic  acid  (MMA)  is  an  endogenous  convulsing  compound  that 

accumulates in methylmalonic acidemia, an inborn error of the metabolism characterized 

by severe neurological dysfunction, including seizures. The mechanisms by which MMA 

causes seizures involves the activation of the NMDA receptors, but whether GABAergic 

mechanisms are involved in the convulsions induced by MMA is not known. Therefore, in 

the   current    study     we investigated the involvement of GABAergic mechanisms   in the 
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convulsions induced by MMA. Adult rats were injected (i.c.v.) with muscimol (46 pmol/1 

ml), baclofen (0.03, 0.1 and 0.3 µmol/1 µl), MK-801 (6 nmol/1 µl), pyridoxine (2 µmol/ 4 µl) 

or physiological saline (0.15 µmol/1 ml). After thirty minutes, MMA (0.3, 0.1 and 3 µmol/1 

µl) or NaCl (6 µmol/1 µl, i.c.v.) was injected. The animals were immediately transferred to 

an open field and observed for the appearance of convulsions. After behavioral evaluation, 

glutamate decarboxylase (GAD) activity was determined in cerebral cortex homogenates 

by measuring the 14CO2 released from L-[14C]-glutamic acid. Convulsions were confirmed 

by  electroencephalographic  recording  in  a  subset  of  animals.   MMA  caused  the 

appearance  of  clonic  convulsions  in  a  dose-dependent  manner  and  decreased  GAD 

activity in the cerebral cortex  ex vivo. GAD activity negatively correlated with duration of 

MMA-induced convulsions (r=-0.873, P<0.01), in an individual basis. Muscimol, baclofen, 

MK-801  and  pyridoxine  prevented  MMA-induced  convulsions,  but  only  MK-801  and 

pyridoxine  prevented  MMA-induced  GAD  inhibition.  These  data  suggest  GABAergic 

mechanisms are involved in the convulsive action of MMA, and that GAD inhibition by 

MMA depends on the activation of NMDA receptors or enzyme protection by pyridoxine. 

While in this study we present novel data about the role of the GABAergic system in MMA-

induced convulsions, the central role of NMDA receptors in the neurochemical actions of 

MMA is further reinforced since they seem to trigger GABAergic failure. 

Key Words: NMDA receptors, GAD, methylmalonic acidemia, convulsion
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INTRODUCTION
 

Methylmalonic  acid  (MMA)  is  the  main  metabolite  that  accumulates  in 

methylmalonic acidemia, an inborn metabolic error characterized by severe neurological 

dysfunction,  including  convulsions  (Fenton  and  Rosenberg,  1995).  MMA  has  been 

reported  to  inhibit  brain  creatine  kinase  (Schuck  et  al.,  2004),  b-hydroxybutyrate 

dehydrogenase and succinate dehydrogenase (Dutra et al., 1993), and respiratory chain 

complexes activities (Brusque et al., 2002), leading to decreased CO2 production (Wajner 

et al., 1992) and O2 consumption (Toyoshima et al., 1995). In addition, MMA increases 

lactate production (Wajner et al., 1992) and decreases ATP/ADP ratio (McLaughlin et al., 

1998). MMA-induced mitochondrial failure is associated with opening of the mitochondrial 

permeability transition pore (Maciel et al., 2004) and generation of reactive species, which 

result  in increased cellular oxidative damage and decreased activity of Na+,K+-ATPase 

(Wyse et al., 2000, Malfatti et al., 2003), an enzyme that plays a critical role in maintaining 

membrane excitability. Secondary activation of NMDA receptors ensues as an immediate 

consequence of these events, causing neuronal depolarization (McLaughlin et al., 1998), 

LTP induction (Calabresi et al., 2001), convulsions and irreversible neuronal damage in 

animals intrastriatally injected with MMA (Narasimhan et al., 1996).

A role for glutamate (de Mello et al., 1996, Brusque et al., 2001) and, to a lesser 

extent, for dopamine (Calabresi et al., 2001) has been proposed in the electrophysiological 

and behavioral effects of MMA. However, little is known about the effects of MMA on other 

neurotransmitter systems that are important in the development of seizures, such as the 

GABAergic system.
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As the main inhibitory neurotransmitter in the vertebrate CNS, g-amino butyric acid 

(GABA) modulates every aspect of brain function. The action of GABA is mediated by 

ionotropic (GABAA) and metabotropic (GABAB) receptors, which are possibly ubiquitously 

expressed on every single neuron in the CNS. GABAergic function is fine-tuned at multiple 

levels, including transmitter synthesis by two forms of glutamic acid decarboxylase (GAD) 

(Erlander et al., 1991, Esclapez et al., 1994, Soghomonian and Martin, 1998); vesicular 

storage  (Dumoulin  et  al.,  1999);  Ca2+-dependent  and  independent  release  (Wall  and 

Usowicz, 1997, Vautrin et al., 2000); uptake by neurons and glial cells (Borden, 1996); and 

activation of multiple receptors, localized pre-, post-, and extrasynaptically  (Belelli et al., 

2005).  All these components are not only molecularly heterogeneous, but are regulated 

both  at  the  transcriptional  and  post-transcriptional  level,  thus  allowing  an  extremely 

complex  array  of  interactions  at  the  molecular,  cellular,  and  systemic  level.  The 

significance  of  GABAergic  transmission  is  underscored  by  multiple  neurological  and 

psychiatric diseases for which an alteration in the GABAergic system has been postulated, 

including  epilepsy  (Olsen  et  al.,  1999,  Coulter,  2001,  Avoli  et  al.,  2005)  and  anxiety 

disorders (Wong et al., 2003), among others. 

          Regulation of GABA-mediated signaling involves several mechanisms, among which 

modulation  of  GABA  synthesis  or  degradation  by  rate-limiting  enzymes  glutamate 

decarboxylase (GAD) and g-amino butyric acid transaminase (GABA-T), respectively, play 

a central role. In fact, reduced GABA concentrations in the brain lead to convulsions and 

neuronal damage (Gale, 1992). 

GAD is considered unique among enzymes involved in neurotransmitter synthesis 

because  both  its  substrate  and  product  are  neurotransmitters,  and  exhibit  opposite 

actions, since L-glutamate and GABA act as excitatory and inhibitory neurotransmitters, 
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respectively. The role of inhibitory (GABA) and excitatory (glutamate) neurotransmission in 

the genesis of convulsions and epilepsy has been reviewed by several authors, and a 

large  body  of  evidence  supports  the  view that  convulsions  may  arise  from either  an 

impairment of GABAergic, or excessive glutamatergic function (Scheyer, 1998, Treiman, 

2001, Mody, 2004). In line with this view, inhibition of GAD depletes GABA in the brain and 

induces seizures (Wood and Peesker, 1973, Arias et al., 1992, Salazar et al., 1994), while 

GABA-T inhibition enhances GABA levels and has anticonvulsant activity (Loscher and 

Horstermann, 1994). In fact, several models of focal epilepsy are based on the impairment 

of cortical GABAergic activity (Morris et al., 1980, Yang and Benardo, 1997, Lima et al., 

1998),  and  GAD  autoantibodies  have  been  reported  in  patients  with  drug  refractory 

epilepsy (Giometto et al., 1998, Vianello et al., 2002). Accordingly, although no consistent 

correlation between ictal foci  and reduced levels of GABA in intractable non-neoplastic 

focal  epilepsy of  humans were found,  the activity of  GAD is significantly decreased in 

epileptic  cortex of  patients  (Lloyd et  al.,  1986).  Moreover,  both GAD isoforms are up-

regulated in remaining GABAergic neurons in a model of temporal epilepsy (Esclapez and 

Houser, 1999).

There are lines of evidence suggesting an interaction between reactive species and 

the  GABAergic  system.  While  some  authors  argue  that  reactive  species  may  impair 

GABAergic function (Davis et al., 2001, Schloss, 2002) and lead to increased excitability 

and  convulsions,  others  suggest  that  reactive  species  generation  may  be  one  of  the 

mechanisms by which GABAergic antagonists cause convulsions (Oliveira et al., 2004). 

Supporting  such  an  interaction  are  the  studies  that  have  demonstrated  that  GAD  is 

particularly sensitive to reactive species, and that GAD inhibition increases FeCl3–induced 

epileptogenesis (Robitaille et al., 1995). 
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Therefore, considering that GAD is particularly sensitive to reactive species, and 

that MMA causes convulsions and reactive species generation, in the current study we 

investigate  whether  GAD  activity  is  affected  in  MMA-induced  seizures,  and  whether 

maintaining the GABAergic tonus with specific  agonists prevent the seizures and GAD 

inhibition  induced  by  MMA.  In  addition,  we  investigate  whether  NMDA  receptors  are 

involved in the inhibition of GAD by MMA.

 MATERIAL AND METHODS

Animals  and  reagents:  Adult  male  Wistar  rats  (270-300  g)  maintained  on  a  12:12  h 

light/dark cycle, with free access to tap water and standard lab chow (Guabi, Santa Maria, 

RS, Brazil) were used, and each animal was used only once. All reagents were purchased 

from Sigma (St. Louis, MO).

 Behavioral  evaluation  and EEG recording: Animals  were anesthetized  with  Equithesin 

(1% phenobarbital,  2% magnesium sulfate, 4% chloral  hydrate,  42% propylene  glycol, 

11% ethanol; 3 ml/kg, i.p) and placed in a rodent stereotaxic apparatus. Under stereotaxic 

guidance, a cannula (28 gauge) was inserted unilaterally into the right lateral ventricle at 

the coordinates relative to bregma (in mm): AP, 0; L, 1.5; V, 3.0 from the dura (Paxinos 

and  Watson,  1986).  Chloramphenicol  (200  mg/kg,  i.p.)  was  administered  immediately 

before the surgical procedure. In a subset of animals, 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 electrodes (100 µm) were implanted 

unilaterally into the right hippocampus at the coordinates (in mm) AP, 4; L, 3.0; V, 2.0 

(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. 

Five to seven days after the surgical procedure, the animals were injected (i.c.v.) 
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with muscimol (46 pmol/1 ml), baclofen (0.3 µmol/1 µl), MK-801 (6 nmol/1 µl), pyridoxine 

(2 µmol/4 µl)  or physiological saline (0.15 µmol/1 µl). The dose of muscimol (46 pmol) was 

selected on the basis that it prevented alpha–ketoisovaleric acid-induced convulsions in a 

previous study (Coitinho et al., 2001). Similarly, the dose of MK-801 used in this study (6 

nmol) effectively prevented the convulsions induced by MMA in a previous study (de Mello 

et al., 1996).  After thirty minutes, buffered MMA (3 µmol/1  µl) or NaCl (6 µmol/1  µl) was 

injected into  the ventricle.  MMA solutions  were neutralized  with  NaOH to pH 7.4 and 

injections  were  performed  over  a  2  min  interval.  Immediately  after  the  injections  the 

animals were transferred to a round open field (54.7 cm diameter). The open field session 

lasted 15 min, and during this time the animals were observed for the appearance of clonic 

or tonic convulsions. The number of convulsive episodes and total time spent in convulsive 

behaviour  were  recorded.  If  the  animal  spent  at  least  10  seconds  without  behavioral 

manifestations, and clonic movements restarted, a new convulsive episode was counted. 

Five minutes after the open field session the animals were sacrificed by decapitation and 

GAD activity was measured in cerebral cortex homogenates, as described below. In the 

subset of animals in which EEG was performed (n=3 in each group),  EEG signals were 

amplified,  filtered  (0.1  to  50.0  Hz,  bandpass)  and  recorded  using  an  analogical 

electroencephalographer  (Berger  TP119).  Several  30-s  epochs  were  selected  from 

preinfusion  (10  min)  and  postinfusion  periods  to  determine  significant  EEG changes.  

Epileptic discharges (interictal spikes) were defined as abnormal paroxystic EEG activity in 

the hippocampal and cortical recordings, and consisted of high-amplitude biphasic sharp 

transients (amplitude: > 200 µV). Hippocampal epileptic discharges (interictal spikes) were 

defined as abnormal EEG activity in the hippocampal recordings and consisted of high-

amplitude biphasic sharp transients (amplitude: 2.5 mV) and a duration >50 ms. Epileptic 
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discharges were distinct from sharp waves present in the normal hippocampus EEG (<2 

mV) (Bragin et al., 1999). The preinfusion segment was defined as ending immediately 

before the beginning of infusion.  The postinfusion epochs started immediately after the 

end  of  muscimol  (46  pmol/1  ml),  baclofen  (0.3   µmol/1   µl),  MK-801  (6  nmol/1   µl), 

pyridoxine (2  µmol/4  µl) or physiological saline (0.15  µmol/1  µl) and MMA (3  µmol/1  µl) 

or NaCl (6  µmol/1  µl) infusion. 

 Glutamate decarboxylase activity. Twenty minutes after MMA injection into the ventricle, a 

subset of the animals were sacrificed by decapitation and had their brain exposed by the 

removal of the parietal bone. The cortex was rapidly dissected on an inverted Petri dish 

placed on ice. Tissues were homogenized in 50 mM potassium phosphate, pH 6.4 (1:10, 

w/v),  with  a  glass  homogeniser.  The GAD activity  was  determined  by subtracting  the 

penicillamine-sensitive activity from the overall decarboxylase activity (in the absence of 

penicillamine), according to Albers and Brady (Albers and Brady, 1959). Aliquots of 500 ml 

of tissue homogenate (1:10, w/v) were incubated in glass tubes for 60 min at 37 ºC in 

presence  of  (concentrations  in  mM)  potassium  phosphate  buffer  (pH:  6.4)  50,  2-

mercaptoethanol 10, pyridoxal-P 1,  DL-[14C]-glutamic acid (specific activity 58 mCi/mmol) 

15 (saturating concentration), in the presence or absence of 10 mM D-penicillamine.

            Incubations were carried out in flasks after contents were gassed with 100% O2 for 

1 min and then sealed with rubber caps. The homogenate were incubated at 37 ºC during 

60 min in a Dubnoff metabolic shaker (60 cycles/min) according to the method of Dunlop 

et al. (Dunlop et al., 1975). Incubation was stopped by adding 0.25 ml 50% TCA through 

the rubber cap. Then 0.1 ml of 1 M hyamine hydroxide was injected into the central wells. 

The flasks were shaken for a further 30 min at 37 ºC to trap CO2. After, the content of the 

central wells were transferred to vials, and assayed for CO2 radioactivity in a liquid-
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scintillation counter. 

Statistical  analysis.  Statistical  analysis was carried  out  by one or  two-way analysis  of 

variance (ANOVA) and  F-values are presented only  if  P<0.05.  Post-hoc analysis  was 

carried out, when appropriate, by the Student-Newman-Keuls test.

 RESULTS

            Figures 1A and 1B show that MMA (1 and 3   µmol) injection into the ventricle 

caused  the  appearance  of  convulsions,  characterized  as  episodes  of  myoclonic  jerks 

(clonic movements) involving forelimbs and hindlimbs [F(3,16)= 3.58, P<0.05 and F(3,16)= 

18.63, P<0.05 for number of convulsive episodes and time spent convulsing, respectively]. 

Analysis  of  EEG  recordings  revealed  that  MMA  triggered  a  series  of  EEG 

phenomena in a stereotyped way (Fig. 2A-D). Figure 2A shows the basal EEG recording 

and 2B after the injection of physiological saline (0.15 mol/1  ml). An abrupt sequence of 

high amplitude (approx > 300  µV) spikes (ictal event) appeared 3-5 min after injection of 

MMA (3 mmol/ 1 ml) emerging from a pre-drug baseline electrical activity (Figure 2C). The 

short-duration ictal event (<10 s) was characterized by a relatively low-frequency spiking 

activity (3-5 Hz) and a progressive decrease in voltage after 5-6 sec onset. At the end of 

the ictal  episode spiking activity there was an attenuation of the spike amplitudes and 

apparent increase in frequency, more evident at the ipsilateral electrodes (Fig. 2C).  These 

bursts of activity repeated in the following ~10-15 min, and vanished after ~20 min, when 

only  an  increase  in  the  amplitude  in  the  cerebral  cortex,  without  evident  behavioral 

alterations, was observed (Fig 2D). The latencies measured between epileptic discharges 

recorded  in  the  hippocampus  and  the  ipsi-  and  contralateral  cortical  recordings  were 

analyzed independently for the first spikes. However, it was not possible to determine if 

ictal events had a hippocampal or cortical onset. 
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Twenty minutes after MMA injection into the ventricle, GAD activity was measured 

in the cerebral cortex. Statistical analysis showed that injection of MMA (3  µmol) caused a 

~40% decrease in GAD activity in this cerebral structure compared to the respective NaCl 

control [Control: 2.15 ± 0.1;  MMA: 1.3 ± 0.1 pmol CO2/mg of tissue/h (means ± S.E.M.); 

F(1,14)=4.9;  P<0.005].  In  addition,  duration  of  MMA-induced  convulsive  episodes 

correlated negatively with GAD activity (r=- 0.873, P<0.01; Fig. 3).

The involvement of GABAergic mechanisms in the convulsant effect of MMA was 

investigated by injecting the animals with a GABAA or a GABAB agonist (muscimol and 

baclofen,  respectively).  The injection of  muscimol  prevented MMA-induced convulsions 

[significant pre-treatment (muscimol or physiological saline) X treatment (NaCl or MMA) 

interaction  for  number:  F(1,16)=  6.91,  P<0.05;  Fig.  4A,  and  duration  of  convulsive 

episodes:  F(1,16)=  33.62,  P<0.05;  Fig.  4B].  Accordingly,  muscimol  injection  slightly 

decreased  amplitude  and  fully  prevented  MMA-induced  EEG  alterations  (Fig.  5A-D). 

Baclofen  also  decreased  MMA-induced  convulsions  in  a  dose-dependent  manner 

[significant pre-treatment (baclofen or physiological saline) X (NaCl or MMA) interaction for 

number:  F(1,39)=  4.46,  P<0.05;  Fig.  6A,  and  duration  of  convulsive  episodes: 

F(1,39)=11.87,  P<0.05; Fig. 6B]. The inhibition of MMA-induced convulsions by baclofen 

(0.3  µmol) was confirmed by EEG, which is shown in Fig. 7A-D. It is worth remarking that 

neither baclofen (0.3  µmol) nor muscimol (46 pmol) altered motor activity of the animals, 

or  caused other behavioural  alterations,  such as rotations.  The non-competitive NMDA 

antagonist, MK-801, prevented MMA-induced convulsions [significant pre-treatment (MK-

801 or physiological saline) X treatment (NaCl or MMA) interaction for number: F(1,22)= 

13.9,  P<0.05; Fig. 8A, and duration of convulsive episodes: F(1,22)= 18.1  P<0.05; Fig. 

8B]. In addition, MK-801 slightly decreased amplitude and fully prevented MMA-induced 
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EEG alterations (Fig. 9A-D). 

The injection  of  pyridoxine  prevented  MMA-induced convulsions  [significant  pre-

treatment (pyridoxine or physiological saline) X treatment (NaCl or MMA) interaction for 

number: F(1,30)= 5.1,  P<0.05; Fig. 10A, and duration of convulsive episodes: F(1,30)= 

12.36,  P<0.05;  Fig.10B].  Accordingly,  pyridoxine injection fully  prevented MMA-induced 

EEG alterations in the three animals tested (Fig. 11A-D). 

Interestingly, muscimol and baclofen failed to prevented MMA-induced decrease of 

GAD activity and only MK-801 [significant pretreatment (MK-801 or physiological saline) by 

treatment (MMA or NaCl) interaction F(1,24)=8.13;  P<0.01; Fig. 12 A-D] and pyridoxine 

[significant pretreatment (pyridoxine or physiological saline) by treatment (MMA or NaCl) 

interaction: F (1,30)= 4.95, p<0.05; Fig. 12 A-D] prevented MMA-induced decrease of GAD 

activity.  These  data  suggest  that  GAD inhibition  in  the  cerebral  cortex  follows  NMDA 

receptor  activation  in  the  cascade  of  events  induced  by  the  intracerebroventricular 

injection  of  MMA.  In  addition,  it  is  particularly  remarkable  that  the  injection  of  the 

glutamatergic  antagonist  (MK-801),  pyridoxine  and  GABAergic  agonists  (muscimol  or 

baclofen)  did  not  alter  GAD  activity  in  nonconvulsing  animals  (Figure  12  A-D: 

muscimol+NaCl, baclofen+NaCl; MK-801+NaCl; pyridoxine+NaCl groups).

DISCUSSION

               In the current study we showed that the intracerebroventricular injection of MMA 

causes seizures and that pyridoxine (a precursor of pyridoxal phosphate, the cofactor for 

GAD),  baclofen (a GABAB agonist),  and muscimol (a GABAA agonist)  decrease MMA-

induced  convulsions.  In  addition,  we  showed  that  the  duration  of  MMA-induced 

convulsions correlates with a decrease in total GAD activity. MMA-induced GAD inhibition 
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was prevented by pyridoxine and by the non-competitive NMDA receptor antagonist MK-

801, but not by baclofen or muscimol. The injection of GABAergic agonists, pyridoxine or 

MK-801 did not alter GAD activity in animals injected with NaCl, instead of MMA (control 

animals, which did not present convulsions).

The role of excitatory (glutamatergic) and inhibitory (GABAergic) neurotransmission has 

been  considered  essential  in  the  development  of  seizures.  In  this  respect,  both 

compromised GABAergic function (Mody, 2004) or excessive glutamatergic function may 

lead to convulsions (Meldrum, 1995a, Meldrum, 1995b). 

In previous studies we have shown that glutamatergic receptors of the NMDA subtype are 

involved in the convulsions and oxidative damage induced by MMA (de Mello et al., 1996, 

Royes et al., 2006).  However, The novel and most important finding of this study is the 

demonstration, for the first time, that GABAergic mechanisms play a role in MMA-induced 

convulsions. 

Four  lines  of  evidence supporting  a role  for  GABAergic  mechanisms in  MMA-induced 

seizures are presented in this study. First, increasing GABAergic tonus by injecting low 

doses of  GABAA and GABAB agonists  significantly  attenuated MMA-induced seizures, 

measured  by  behavioral  (Figures  4  and  6,  respectively)  and  electrographic  methods 

(Figures 5 and 7, respectively). Accordingly, the prevention of MMA-induced convulsions 

by the pharmacological reestablishment of the GABAergic tonus with GABAergic agonists 

suggests that a decrease in GABAergic tonus underlies the convulsant action of MMA. 

These results are in full agreement with the view that a general decrease in GABAergic 

function (Gale, 1992, Wong et al., 2003) causes seizures. Second, the injection of MMA 

decreased GAD activity  ex vivo,  which negatively correlated with the duration of MMA-

induced convulsions. This finding is particularly remarkable, since the more was GAD 
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inhibited,  the more animals  presented seizures,  as evidenced by the highly significant 

negative correlation (r=-0.873, P<0.01) between these events (Figure 3), which suggests 

that GAD inhibition mediates the convulsant action of MMA. Third, pyridoxine prevented 

seizures and GAD inhibition induced by MMA injection.  Pyridoxine is known to be taken 

up rapidly by most mammalian cells and converted to pyridoxal phosphate, an essential 

cofactor for GAD (Rogers et al.,  1994).  In fact, pyridoxal phosphate activates GAD by 

associating with the apoenzyme and by facilitating the conversion of the complex to the 

active holoenzyme (Porter and Martin, 1986), which is more resistant to heat inactivation 

(Porter  and  Martin,  1988)  and  less  susceptible  to  inhibition  by other  agents,  such  as 

aspartate, ATP and GABA (Porter and Martin, 1984, Porter and Martin, 1987). We took 

advantage of the protective properties of pyridoxamine against GAD inhibition in order to 

obtain  further  evidence of  the  involvement  of  GAD in  MMA-induced seizures,  since  if 

pyridoxamine protected against GAD inhibition induced by MMA, it should also decrease 

MMA-induced seizures. As described above, the predicted protective effects of pyridoxine 

against  GAD inhibition  and  seizures  induced  by  MMA were  confirmed  in  our  assays, 

further supporting a role for GAD in MMA-induced seizures.

Fourth,  GAD  inhibition  and  convulsions  induced  by  MMA  were  prevented  by  the 

noncompetitive NMDA receptor antagonist,  MK-801. These results further indicates that 

protecting GAD activity against the inhibitory effect of MMA (with MK-801) restablishes 

GABAergic tonus,  and consequently decreases the convulsions caused by the organic 

acid. 

These findings are in full agreement with previous studies that have shown that inherited 

GAD deficiency (Jardim et  al.,  1994,  Kash et  al.,  1997)  or  its  inhibition  by specific  or 

unspecific inhibitors leads to seizures (Abe and Matsuda, 1979, Arias et al., 1992, Davis et 

al., 2001, Netopilova et al., 2001).
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In addition, the results from the experiments with MK-801 also provide a possible cause for 

the decrease in GAD activity induced by MMA. MK-801 prevented not only MMA-induced 

convulsions,  but  also  the  decrease  in  GAD activity  induced  by  this  dicarboxylic  acid, 

supporting a role for NMDA receptors in both events. Therefore, we may suggest that the 

activation of NMDA receptors plays a central role in MMA-induced seizures: they increase 

excitatory tonus by activating cation currents, and decrease inhibitory tonus by disrupting 

GABAergic transmission. 

The  mechanisms  by  which  NMDA  receptor  stimulation  decreases  GAD  activity  are 

unknown.  However,  it  is  known that  activation  of  NMDA receptors  is  coupled to  Ca2+ 

influx, NO production and generation of reactive species (Alano et al., 2002, Moncada and 

Bolanos, 2006). Therefore, one might suppose that MMA could regulate GAD activity by 

one of these mechanisms, such as NMDA receptor-mediated Ca2+ increase. In fact, recent 

evidence  suggests  that  GAD65  is  a  substrate  for  protein  kinase  C  (PKC),  but  its 

phosphorylation  causes  enzyme activation,  instead  of  inhibition  (Wei  et  al.,  2004).  In 

addition, GAD65 is phosphorylated by a Ca2+-independent PKC, making a regulation of 

GAD65 activity by a Ca2+-dependent mechanism sounds unlike (Wei et al., 2004). GAD67 

is also inhibited by phosphorylation,  but mediated by a protein kinase A, which is also 

independent of Ca2+ (Wei et al., 2004). Therefore, our data do not fit with the literature in 

what concerns a possible role for Ca2+-dependent phosphorylation/dephosphorylation in 

the regulation of GAD activity. 

While  the  physiological  opening  of  NMDA  receptors  causes  the  activation  of  Ca2+-

dependent kinases and phosphatases, its sustained activation also triggers mitochondrial 

uncoupling  and  generation  of  reactive  species  (Said  et  al.,  2000,  Alano  et  al.,  2002, 

Sullivan et al., 2005). In fact, we have demonstrated that MMA induces lipoperoxidation 
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and  protein  carbonylation  through  NMDA-mediated  mechanisms  (Royes  et  al.,  2003, 

Royes  et  al.,  2006).  Therefore,  it  possible  that  MMA-induced  oxidative  modifications 

cause  GAD  inhibition.  In  this  respect,  it  is  remarkable  that  GAD65  and  GAD67  are 

extremely sensitive to the sulfhydryl reagent N-ethyl-maleimide, since both enzymes have 

cysteine  groups that  are  critical  for  enzyme activity  and a potential  target  for  reactive 

species (Wei and Wu, 2005). In line with this view, it has been reported that  increased 

oxygen  pressure  induces  convulsions  and  decreases  cortical  GAD activity  and  GABA 

levels (Morris et al., 1980), and that GAD is inhibited by nitric oxide, as well (Davis et al., 

2001). Interestingly, MMA injection increases nitric oxide production (Furian et al., 2006), 

and it is possible that nitric oxide mediates MMA-induced inhibition of GAD. 

In  summary,  while  in  this  study we present  exciting  novel  data  about  the  role  of  the 

GABAergic system in MMA-induced convulsions, the central role of NMDA receptors in the 

neurochemical  actions  MMA is  further  reinforced  as  they  seem  to  trigger  GABAergic 

failure.  Our  findings  may  also  have  important  clinical  implications  as  it  may  help  the 

planning  of  adjuvant  anticonvulsant  therapy  for  methylmalonic  patients,  which  may 

advantageously include a GABAergic agent.
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 Legends

Figure  1.  MMA  (1-3  mmol)  causes  clonic  convulsions,  measured  as  (A)  number  of 

convulsive  episodes  and  (B)  time  spent  convulsing.  N=  7  in  each  group.  *P<0.05 

compared to physiological saline (SNK Test).

Figure 2. Basal electroencephalographic recordings (preinfusion; A); after the injection of 

physiological  saline  (B);  and  seizure  sequence  observed  3-5  min  after 

intracerebroventricular injection of 3  µmol MMA (postinfusion; C). An arrow indicates the 

beginning  of  a  convulsive  episode  (C),  which  was  accompanied  by  the  behavioral 

alterations  described  in  the  Results  section.  EEG  recording  after  20  min,  when  no 

apparent behavioral alterations were observed (D).

Figure  3.  GAD activity  negatively  correlates  with  duration  of  MMA-induced convulsive 

episodes. P<0.01 by the Pearson’s correlation coefficient (r=-0.873).

Figure 4. Muscimol decreases MMA-induced convulsions,  measured as (A) number of 

convulsive episodes and (B) time spent convulsing. Data are mean + S.E.M., N= 8 in each 

group. *P<0.05 compared to control physiological saline (SNK Test).

Figure 5. Basal electroencephalographic recordings (preinfusion; A); after the injection of 

46  pmol  of  muscimol  (B);  5  min  (C)  and  20  min  (D)  after  the  intracerebroventricular 

injection of MMA (3 µmol).

Figure  6.  Baclofen decreases MMA-induced convulsions,  measured as (A)  number  of 

convulsive episodes and (B) time spent convulsing. Data are mean ± S.E.M., N= 8 in each 

group. *P<0.05 compared to control (SNK Test).

Figure 7. Basal electroencephalographic recordings (preinfusion; A); after the injection of 

0.3 mmol of baclofen (B); 5 min (C) and 20 min (D) after the intraventricular injection of 
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MMA (3 µmol).

Figure  8. MK-801  decreases  MMA-induced  convulsions  measured  as  (A)  number  of 

convulsive episodes and (B) time spent convulsing. Data are mean ± S.E.M., N= 13 in 

each group. *P<0.05 compared to control physiological saline (SNK Test).

Figure 9. Basal electroencephalographic recordings (preinfusion; A); after the injection of 

6 nmol of MK-801 (B); 5 min (C) and 20 min (D) after the intraventricular injection of MMA 

(3 µmol). 

Figure 10. Pyridoxine decreases MMA-induced convulsions measured as (A) number of 

convulsive episodes and (B) time spent convulsing. Data are mean ± S.E.M., N= 8-9 in 

each group. *P<0.05 compared to control physiological saline (SNK Test).

Figure 11. Basal electroencephalographic recordings (preinfusion; A); after the injection of 

2 mmol of pyridoxine (B); 5 min (C) and 20 min (D) after the intraventricular injection of 

MMA (3 µmol).

Figure 12. MK-801 (A) and pyridoxine (B), but not muscimol (C) or baclofen (D), prevent 

MMA-induced inhibition of GAD. Data are mean ± S.E.M., N= 8-9 in each group. *P<0.05 

compared to respective control physiological saline (SNK Test). 
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III. Discussão Geral

               No presente estudo, foi mostrado que a injeção intracerebroventricular de MMA 

induz  convulsões  e  que  piridoxina,  baclofen  (um  agonista  GABAB)  e  muscimol  (um 

agonista GABAA) atenuam as convulsões induzidas pelo MMA. Além disso, foi mostrado 

que a duração das convulsões induzidas pelo MMA correlaciona-se com um decréscimo 

na atividade da GAD. O decréscimo na atividade da GAD induzida pelo MMA é atenuado 

pela administração prévia de piridoxina e MK-801 (antagonista de receptor NMDA), mas 

não por baclofen ou muscimol. A injeção de piridoxina, agonistas GABAérgicos ou MK-

801 não alteraram a atividade da GAD nos animais injetados com NaCl, na ausência de 

MMA (animais controles, os quais não apresentaram convulsões).

               Os  sistemas  de  neurotransmissão  glutamatérgico  e  GABAérgico  têm  sido 

considerados  como  essenciais  para  o  desenvolvimento  de  convulsões.  Sendo  assim, 

tanto o comprometimento da função GABAérgica (Mody, 2004) como o excesso da função 

glutamatérgica  podem  predispor  ao  aparecimento  de  convulsões  (Meldrum,  1995a, 

Meldrum, 1995b).

               Estudos  anteriores  mostraram que  receptores  glutamatérgicos  do  tipo  NMDA 

estão envolvidos nas convulsões e no dano oxidativo induzido pelo MMA (de Mello et al., 

1996;  Royes  et  al.,  2006).  De uma forma inovadora,  o  presente  estudo mostra,  pela 

primeira vez, o envolvimento de um mecanismo GABAérgico nas convulsões induzidas 

pelo MMA. 

               No presente estudo, foram obtidas três linhas de evidências que sustentam o 

envolvimento  de  mecanismos  GABAérgicos  nas  convulsões  induzidas  pelo  MMA.  A 

primeira está baseada nos estudos com agonistas GABAérgicos, que mostraram o 
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aumento do tônus GABAérgico pela injeção de baixas doses de agonistas GABAA  ou 

GABAB com  uma  conseqüente  redução  nas  convulsões  induzidas  pelo  MMA.  Desta 

forma, a prevenção das convulsões induzidas pelo MMA a partir de um restabelecimento 

farmacológico do tônus GABAérgico com agonistas,  sugere que um decréscimo do tônus 

GABAérgico está envolvido na ação convulsivante do MMA. Estes resultados estão de 

acordo  com  estudos  anteriores,  os  quais  mostraram  que  um  decréscimo  na  função 

GABAérgica representa um fator desencadeante de episódios convulsivos (Galé, 1992; 

Wong et al., 2003). Como uma segunda linha de evidência, foi mostrado que a injeção de 

MMA induz um decréscimo (∼40%) na atividade da GAD ex vivo, o qual correlacionou-se 

negativamente  com  a  duração  dos  episódios  convulsivos  induzidos  pelo  MMA.  O 

decréscimo da atividade da GAD ex vivo representa uma evidência neuroquímica de que 

o  MMA pode ser  determinante  para  a  redução  do  tônus  GABAérgico,  e  prejudicar  a 

síntese de GABA. Além disso, a existência de uma forte correlação entre a duração das 

convulsões induzidas pelo MMA com a inibição da GAD (r=-0.873; p<0,01), sugere que 

pode existir uma relação do tipo causa-efeito entre estes eventos. É interessante que a 

injeção  de piridoxina,  também reverteu as  convulsões  induzidas  por  metilmalonato.  É 

sabido que a piridoxina se difunde facilmente pelas membranas celulares, transformando-

se em um cofator essencial para a GAD, o piridoxal fosfato (Roger set al., 1994). De fato, 

o piridoxal fosfato ativa a GAD a partir de sua associação com a apoenzima, facilitando 

sua conversão para o complexo ativo holoenzima (Porter and Martin, 1986), o qual é mais 

resistente a inativação por aquecimento (Porter and Martin, 1988) e menos suscetível a 

inibição por outros agentes,  com o aspartato,  ATP e GABA (Porter  and Martin,  1984; 

Porter and Martin, 1987). No presente estudo, foi evidenciado que a piridoxina protege a 

GAD da inibição induzida pelo MMA, ao mesmo tempo em que, reduz a duração e o 

número de episódios convulsivos induzidos pelo MMA. Conforme descrito acima, o predito 
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efeito protetor da piridoxina na GAD e das convulsões induzidas pelo MMA foi confirmado 

pelos nossos experimentos, reforçando o envolvimento da GAD nas convulsões induzidas 

pelo MMA.

               Estudos anteriores mostraram que os distúrbios genéticos na expressão da GAD 

(Jardim  et  al.,  1994;  Kash  et  al.,  1997)  ou  sua  inibição  por  inibidores  específicos  e 

inespecíficos, levam ao aparecimento de convulsões (Abe and Matsuda, 1979, Arias et 

al.,  1992, Davis et al.,  2001, Netopilova et al.,  2001).  Como terceira e última linha de 

evidência, foi mostrado que a redução da atividade da GAD e as convulsões induzidas 

pelo MMA foram revertidas pelo MK-801 (antagonista do receptor NMDA).

               Os resultados dos experimentos com MK-801 também levantaram uma possível 

causa para o decréscimo da atividade da GAD induzida pelo MMA. O MK-801 não previne 

somente as convulsões,  mas também a inibição da GAD induzidas pelo MMA, o que 

suporta  um  envolvimento  dos  receptores  NMDA  em  ambos  os  eventos.  Além  disso, 

sugere-se que a ativação dos receptores do tipo NMDA podem ter um papel central nas 

convulsões induzidas pelo MMA, na medida em que eles aumentam o tônus excitatório 

(aumento do fluxo de cálcio), com um conseqüente decréscimo do tônus inibitório.

               O  real  mecanismo  pelo  qual  o  receptor  NMDA  medeia  um  decréscimo  na 

atividade  GAD ainda  permanece  desconhecido.  No  entanto,  é  bem conhecido  que  a 

ativação do receptor NMDA está acoplado a um influxo de Ca2+,  produção de NO• e 

geração de espécies reativas (Alano et al, 2002; Moncada and Bolanos, 2006). Sendo 

assim, é bem possível que o MMA esteja regulando a atividade da GAD por intermédio de 

pelo menos um destes mecanismos, desencadeados pelo aumento da concentração de 

Ca2+ intracelular. De fato, evidências recentes sugerem que a GAD-65 é um substrato 

para a proteína quinase C (PKC), e pode ser ativada por fosforilação (Wei et al., 2004). 



70

Além disso, a GAD-65 pode ser fosforilada por uma PKC independente de Ca2+, o que 

leva a crer a provável existência de outro mecanismo de regulação dependente de Ca2+ 

seguramente diferente (Wei et al., 2004). A GAD-67 é também inibida por fosforilação, 

mas mediada por uma proteína quinase A independente de Ca2+  (Wei et al., 2004). No 

entanto,  os  resultados  mostrados  no  presente  estudo  não  estão  de  acordo  com  a 

literatura, na medida em que o aumento da concentração de Ca2+ aumentaria a atividade 

da GAD, o oposto do que foi verificado no presente estudo.

               A ativação do receptor NMDA ativa quinases e fosfatases dependentes de Ca2+, 

causa desacoplamento mitocondrial e produção de espécies reativas (Said et al., 2000, 

Alano et al., 2002, Sullivan et al., 2005). Em estudos anteriores, foi mostrado que o MMA 

induz  lipoperoxidação  e  carbonilação  protéica  por  intermédio  da  ativação  do  receptor 

NMDA (Royes et  al.,  2003;  Royes et  al.,  2006).  Desta forma, é bem possível  que as 

modificações  oxidativas  induzidas  pelo  MMA estejam envolvidas  na  inibição  da  GAD 

apresentada neste estudo. Em relação ao que foi dito, foi mostrado anteriormente que a 

piridoxina (mesma dose usada no presente estudo) pode prevenir a formação de radicais 

livres  e  lipoperoxidação  induzidas  por  peróxido  de  hidrogênio,  sendo  estes  efeitos 

relacionados  com modificações  na  função,  integridade  da  membrana  e  estado  redox 

mitocondrial (Kannan and Jain, 2004). Além disso, também foi mostrado que a GAD-65 e 

GAD-67 são extremamente sensíveis ao reagente sulfidrílico N-etil-maleimida, na medida 

em que ambas as enzimas possuem grupos de cisteína, os quais são cruciais para sua 

atividade e são um alvo potencial para o ataque de espécies reativas (Wei and Wu, 2005). 

Dentro desta mesma linha de evidência, tem sido mostrado que condições hiperbáricas 

induzem convulsões e redução na atividade da GAD e dos níveis de GABA no córtex 

(Morris et al., 1980). Além disso, foi mostrado anteriormente que a GAD é inibida pelo 
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óxido nítrico (Davis et al., 2001), e recentemente que o MMA induz aumento da produção 

de óxido nítrico (Furian et al., 2006). Sendo assim, é bem possível que o MMA esteja 

inibindo a GAD por mecanismos nitrérgicos.

               Por fim, além dos resultados apresentados no presente estudo possuírem um 

caráter  inovador  a  respeito  do  envolvimento  do  sistema GABAérgico  nas  convulsões 

induzidas pelo MMA, também reforçam um envolvimento central dos receptores NMDA 

mediante  as  ações  neuroquímicas  desencadeadas  pelo  MMA,  na  medida  que  sua 

ativação desencadeia falhas no sistema GABAérgico. Estes resultados poderão repercutir 

em importantes  implicações clínicas,  sugerindo  o  uso de agentes  GABAérgicos como 

coadjuvantes  na  terapia  anticonvulsivante  para  pacientes  portadores  da  acidemia 

metilmalônica.
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IV – CONCLUSÕES

 

IV.1. Conclusões Específicas

 

-  A injeção intracerebroventricular de MMA injetado no ventrículo induz convulsões de 

maneira dose-dependente.

-  A  injeção  intracerebroventricular  de  agonistas  GABAérgicos  GABAA  (muscimol)  ou 

GABAB (baclofen) atenuam as convulsões induzidas pelo MMA.

- A injeção intracerebroventricular de um antagonista do receptor NMDA (MK-801) atenua 

as convulsões induzidas pelo MMA.

- A injeção intracerebroventricular de piridoxina (precursora de PLP e ativadora da GAD) 

atenuou as convulsões induzidas pelo MMA.

- A injeção intracerebroventricular de MMA reduziu a atividade da GAD no córtex

-  Existe  uma correlação negativa  entre  a  atividade da GAD e  duração dos episódios 

convulsivos induzidos pelo MMA.

- A administração de muscimol ou baclofen não reverteram a redução da atividade da 

GAD induzida pelo MMA.

- A administração de MK-801 reverteu totalmente à inibição da atividade da GAD induzida 

pelo MMA.

-  A  administração  de  piridoxina  reverteu  totalmente  a  redução  da  atividade  da  GAD 

induzida pelo MMA.
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IV.2. Conclusão Geral

               Diante  dos  resultados  apresentados,  o  presente  estudo demonstra,  de  forma 

pioneira, o envolvimento do sistema GABAérgico nas convulsões induzidas pelo MMA. 

Neste estudo, mostramos que a redução da atividade da GAD induzida pela injeção de 

MMA é revertida somente por MK-801, mas não por muscimol ou baclofen. Além disso, 

sugerimos o envolvimento central dos receptores NMDA nas convulsões e redução da 

atividade da GAD induzidas pelo MMA, levando a uma conseqüentemente diminuição do 

tônus GABAérgico. Além disso, verificamos que a injeção de piridoxina, uma substância 

que é ativadora da GAD e ao mesmo tempo possui propriedades antioxidantes, protege 

tanto  das  convulsões  quanto  da  inibição  da  GAD  induzida  pelo  MMA.  Assim,  o 

envolvimento do sistema GABAérgico nas convulsões induzidas pelo MMA fica reforçado, 

na medida que a piridoxina caracteriza-se como uma potente ativadora da GAD, alem de 

representar um mecanismo de defesa contra o ataque de espécies reativas geradas pela 

ação do MMA. Embora o corpo de resultados da presente tese aponte que existam falhas 

no sistema GABAérgico em decorrência das alterações neuroquímicas provocadas pela 

ação  do  MMA,  existe  a  necessidade  de  aprofundar  as  investigações  no  sentido  de 

caracterizar os mecanismos pelos quais o MMA induz falhas na transmissão GABAérgica, 

mais precisamente ao nível estrutural da GAD.  
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