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EFEITO NEUROPROTETOR DA CREATINA E AVALIAÇÃO DOS 
PARÂMETROS CINÉTICOS DA CAPTAÇÃO DE GLUTAMATO 

INDUZIDOS PELO ÁCIDO GLUTÁRICO NO ESTRIADO DE RATOS 
 

Autora: Danieli Valnes Magni 
Orientadora: Luiz Fernando Freire Royes 

Co-Orientador: Juliano Ferreira 
Co-Orientadora: Michele Rechia Fighera 

Local e Data da Defesa: Santa Maria, 14 de outubro de 2008. 

 

A acidemia glutárica tipo I (GA-I) é um erro inato do metabolismo (EIM) caracterizada 

bioquimicamente pelo acúmulo principal de ácido glutárico (GA) e ácido 3-hidroxiglutárico (3-OH-GA), 

e patologicamente por uma característica degeneração estriatal. Devido à escassez de medidas 

terapêuticas efetivas para essa acidemia, vários estudos têm investigado novas terapias, já que uma 

em cada três crianças submetidas aos atuais tratamentos sofre degeneração estriatal. Nesse 

contexto, o presente trabalho teve por objetivo em sua primeira parte, investigar os efeitos do 

tratamento agudo com creatina (Cr), um composto guanidínico endógeno que tem mostrado efeitos 

neuroprotetores em uma variedade de modelos experimentais de doenças neurodegenerativas e 

também em acidemias orgânicas, sobre as alterações comportamentais e neuroquímicas induzidas 

pelo GA in vivo. Nossos resultados demonstraram que a administração aguda de Cr preveniu as 

convulsões comportamentais e eletrográficas, o aumento do conteúdo de proteína carbonil e a 

redução da atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase induzidos pelo GA em ratos. Além disso, a Cr 

também protegeu da redução da captação de L-[
3
H]glutamato sinaptossomal induzida pelo GA in 

vitro. Como foi observado nesta primeira parte, que o GA em uma baixa concentração (10 nM) foi 

capaz de reduzir a captação de L-[
3
H]glutamato em sinaptossomas estriatais de ratos, e desde que os 

mecanismos responsáveis pela degeneração estriatal observada nos pacientes glutaricoacidêmicos 

ainda não estão bem esclarecidos, decidimos avaliar em uma segunda etapa, um provável 

mecanismo de ação primário para os efeitos neurotóxicos desta baixa concentração de GA, que 

possivelmente pode estar presente no início da GA-I. Verificamos que o GA reduziu a captação de L-

[
3
H]glutamato e aumentou a formação de espécies reativas (ER) em sinaptossomas de estriado de 

ratos em todos os tempos testados. Além disso, observamos pela primeira vez que o GA reduziu a 

eficácia (VMax), mas não a afinidade (KD) da captação de L-[
3
H]glutamato em sinaptossomas 

estriatais, sugerindo uma inibição do tipo não competitiva. A adição simultânea do L-trans-pirrolidina-

2,4-dicarboxilato (PDC), um inibidor dos transportadores de glutamato, com o GA não alterou o efeito 

inibitório sobre a captação de L-[
3
H]glutamato induzido pelo ácido orgânico, indicando a participação 

dos transportadores de glutamato na redução da captação desse neurotransmissor induzida pelo GA. 
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Desde que a atividade dos transportadores de glutamato pode ser inibida por oxidação, evidenciamos 

que embora o antioxidante trolox proteja do aumento da formação de ER induzidas pelo GA, ele não 

protege da redução da captação de L-[
3
H]glutamato induzida por este ácido orgânico em 

sinaptossomas de estriado. Estes achados sugerem que a formação de ER pode ser um evento 

tardio na neurotoxicidade observada na GA-I. Além disso, não podemos excluir a possibilidade de 

que o GA também possa estimular diretamente os receptores de glutamato, desde que a formação de 

ER induzidas pelo GA foi atenuada pelo antagonista de receptor de glutamato não-NMDA, o CNQX, 

mas não pelo MK-801 e o GA, nessa baixa concentração, não apresentou atividade oxidante per se. 

Portanto, os resultados apresentados no presente estudo demonstram que a administração previa de 

creatina protege das ações deletérias ocasionadas pelo GA. Além disso, evidenciamos, pela primeira 

vez, que uma baixa concentração de GA causa ações excitotóxicas primárias, bem como, estresse 

oxidativo na estrutura cerebral predominantemente afetada nesta doença. Assim, acreditamos que 

este trabalho possa auxiliar na elucidação da gênese da GA-I, bem como no desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas adjuvantes eficazes no tratamento desta acidemia. 

 

Palavras-chaves: ácido glutárico; creatina; convulsões; glutamato; estriado; sinaptossomas; 
excitotoxicidade; espécies reativas.  
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Glutaric acidemia type I (GA-I) is an inborn error of metabolism (EIM) biochemically 

characterized by the main accumulation of glutaric acid (GA) and 3- hydroxyglutaric acid (3-OH-GA), 

and pathologically by a characteristic striatal degeneration. Due the absence of effective therapeutic 

strategies for this acidemia, several studies have investigated new therapies, since that one in three 

children subject to current treatments show striatal degeneration. In this context, the present work 

aimed in the first part, to investigate the effects of acute treatment with creatine (Cr), an endogenous 

compound guanidine which has shown neuroprotective effects in a variety of experimental models of 

neurodegenerative diseases and also in organic acidemias, on the GA-induced behavioral and 

neurochemical changes in vivo. Our results demonstrated that acute administration of Cr prevented 

the GA-induced behavioral and electrographic seizures, the carbonyl protein content increased and 

the Na
+
,K

+
-ATPase enzyme activity reduction in rats. Moreover, the Cr also protected the GA-induced 

sinaptossomal L-[
3
H]glutamate uptake reduction in vitro. As was observed in this first part, that the GA 

in a low concentration (10 nM) was able to reduce the L-[
3
H]glutamate uptake in striatal 

sinaptossomas of rats, and since that responsible mechanisms for striatal degeneration observed in 

patients are still poorly understood, we decided to evaluate in a second step, a primary action 

mechanism for the neurotoxic effects this low concentration of GA, which possibly may be present at 

the beginning of GA-I. We find that the GA reduced the L-[
3
H]glutamate uptake and increased the 

reactive species (ER) formation in sinaptossomas the striatum of rats in all times tested. Furthermore, 

we observed for the first time that the GA reduced the efficacy (VMax), but not the affinity (KD) of L-

[
3
H]glutamate uptake in striatal sinaptossomas, suggesting a non-competitive inhibition. The addition 

of both the L-trans-pyrrolidine-2,4-dicarboxylate (PDC), a glutamate transporters inhibitor, with the GA 

did not alter the inhibitory effect on the of L-[
3
H]glutamate uptake induced by organic acid, indicating 

the involvement of glutamate transporters in the GA-induced uptake reduction. Since the glutamate 

transporters activity can be inhibited by oxidation, we show that although the antioxidant trolox 

protects against GA-induced ER formation increase, it did not protect against GA-induced glutamate 

uptake reduction in the synaptosomes of cerebral structure studied, suggesting that ER formation may 

be a late event in the neurotoxicity observed in GA-I. Moreover, we can not exclude the possibility that 
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the GA may also directly stimulate the glutamate receptors, since the GA-induced ER formation was 

reduced by the non-NMDA glutamate receptor antagonist, the CNQX, but not by MK-801, suggesting 

that these receptors contributed, at least partly, to the GA-induced oxidative stress. Also determined 

GA, in this low concentration, did not show oxidant activity per se. Therefore, from results in this study 

it was observed the protective effect of Cr administration in the deleterious actions caused by the GA. 

Furthermore, we show for the first time that a GA low concentration cause primary excitotoxicity, and 

oxidative stress in brain structure predominantly affected in this disease. Therefore, we believe that 

this work may help explain the genesis of GA-I, as well as the development of effective adjuvant 

therapeutic strategies in the treatment this acidemia. 

 

Keywords: glutaric acid; creatine; seizures; glutamate; striatum; synaptosomes; excitotoxicity; reactive 
species. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de artigos, os quais se encontram no item CAPÍTULOS. Esse item, por sua 

vez, está subdividido em Capítulo I e Capítulo II. No capítulo I encontra-se o artigo 

científico publicado. No capitulo II está o manuscrito do segundo artigo, já aceito 

para a publicação. As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos 

Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se nos capítulos e representam 

a íntegra deste estudo. Os itens, DISCUSSÃO E CONCLUSÕES, encontram-se no 

final desta dissertação e apresentam interpretações e comentários gerais sobre o 

artigo científico e o manuscrito contido neste trabalho. As REFERÊNCIAS 

BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que aparecem nos itens 

INTRODUÇÃO, REVISÃO BIBLIOGRÁFICA e DISCUSSÃO desta dissertação. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                        1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

 

 



Introdução 
 

 2 

1. INTRODUÇÃO 

 

 A deficiência de glutaril-CoA desidrogenase (GCDH) ou GA-I é uma doença 

metabólica autossômica recessiva devido a um bloqueio na via de catabolismo dos 

aminoácidos L-lisina, L-hidroxilisina e L-triptofano, levando a um acúmulo 

predominante de GA, em menor extensão de 3-OH- GA e ocasionalmente de ácido 

glutacônico (GOODMAN & FRERMAN, 2001). Aproximadamente 500 pacientes 

foram identificados, mundialmente distribuídos, desde o primeiro relato desta 

acidemia (GOODMAN et al., 1975; KÖLKER et al., 2006), e mais de 150 mutações 

patogênicas já foram descritas para o gene da GCDH (ZSCHOCKE et al., 2000; 

CHRISTENSEN et al., 2004). 

 Patologicamente, a GA-I é caracterizada por atrofia frontotemporal, 

degeneração estriatal, atraso na maturação cerebral, formação espongiforme e 

redução da substância branca cerebral (AMIR et al., 1987; CHOW et al., 1988; 

BRISMAR & OZAND, 1995; HOFFMANN & ZSCHOCKE, 1999; KÖLKER et al., 

2006). Nos primeiros meses de vida, os sinais da doença são inespecíficos e 

incluem hipotonia, irritabilidade e macrocefalia. As crianças não tratadas 

desenvolvem graves sintomas clínicos caracterizados por uma progressiva 

distonia/discinesia, algumas associadas à extrema hipotonia, rigidez, convulsões e 

espasticidade (HOFFMANN & ZSCHOCKE, 1999).  

 Embora as alterações neurológicas sejam predominantes na GA-I, pouco se 

sabe sobre o mecanismo pelo qual o GA é neurotóxico. Além disso, a causa primária 

da degeneração estriatal na GA-I ainda não está bem esclarecida e encontra-se sob 

intensas investigações. Nesse contexto, vários estudos têm sido realizados na 

tentativa de elucidar a neuropatogênese desta acidemia, utilizando diferentes 

sistemas in vitro e in vivo, através da exposição dos tecidos cerebrais aos 

metabólitos acumulados nesta acidemia (KÖLKER et al.,1999; 2000; 2001a,b; 

2002a,b; DE MELLO et al., 2001; KOELLER et al., 2002; LATINI et al., 2002; 

2005a,b; DE OLIVEIRA MARQUES et al., 2003; FERREIRA et al., 2005, FIGHERA 

et al., 2006). De acordo com esses estudos, sugere-se que o GA e o 3-OH-GA 

podem induzir dano cerebral através de mecanismos de excitotoxicidade primária ou 

secundária (KÖLKER et al.,1999; 2000; 2002a,b; DE MELLO et al., 2001; FRIZZO et 

al., 2004; PORCIÚNCULA et al., 2004; ROSA et al., 2004; 2007), de estresse 
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oxidativo (LATINI et al., 2002; 2005b; DE OLIVEIRA MARQUES et al., 2003; 

FIGHERA et al., 2006) ou de bioenergética (ULLRICH et al., 1999; SILVA et al., 

2000; DAS et al., 2003; FERREIRA et al., 2005; LATINI et al., 2005a). Além disso, 

esses mecanismos também podem cooperar em uma via sinérgica para causar as 

alterações neuropatológicas encontradas nos pacientes glutaricoacidêmicos 

(KÖLKER et al., 2004; WAJNER et al., 2004). 

 Em relação à terapia, o tratamento desses pacientes consiste na restrição 

dietética dos aminoácidos hidroxilisina, triptofano e principalmente lisina (GOODMAN 

& FRERMAN, 2001; KÖLKER et al., 2006), além de uma suplementação com dieta 

hipercalórica, L-carnitina e riboflavina, as quais têm apresentado bons resultados na 

prevenção das crises encefalopáticas agudas e ao subseqüente dano estriatal 

(HOFFMANN et al., 1996; STRAUSS et al., 2003; KYLLERMAN et al., 2004). 

 Entretanto, devido à escassez de medidas terapêuticas efetivas para essa 

acidemia, vários estudos têm investigado novas terapias adjuvantes com o objetivo 

de auxiliar no tratamento desta patologia (DAS et al., 2003; FIGHERA et al., 2006; 

COMAN et al., 2008). Nesse contexto, podemos citar a creatina (Cr), um composto 

guanidínico endógeno que tem mostrado efeitos neuroprotetores em uma variedade 

de modelos experimentais de doenças neurodegenerativas (MATTHEWS et al, 

1999; KLIVENYI et al., 1999; KLEIN & FERRANTE, 2007), eventos isquêmicos 

(PRASS et al., 2007; ANDRES et al., 2008) e também em danos oxidativos e 

excitotóxicos (MALCON et al., 2000). Além destes, outros estudos mostraram que a 

administração de Cr previne as convulsões e as alterações motoras induzidas pelo 

ácido metilmalônico (MMA; ROYES et al., 2003; VASQUES et al., 2006), além de 

proteger da redução dos níveis de fosfocreatina induzida pela administração de 3-

OH-GA em culturas corticais de ratos (DAS et al., 2003), sugerindo uma ação 

neuroprotetora da Cr na ação de metabólitos que acumulam nas acidemias 

orgânicas, como a GA-I. Contudo até o presente momento, pouco se sabe sobre o 

efeito da administração aguda de Cr sobre os parâmetros comportamentais e 

neuroquímicos induzidos pela injeção intraestriatal de GA em ratos e se, uma baixa 

concentração deste ácido orgânico poderia ser responsável pela pelo início da 

degeneração estriatal apresentada dos pacientes glutaricoacidêmicos. Portanto, a 

compreensão da gênese das ações neurotóxicas do GA é importante não somente 

para um entendimento mais preciso do desenvolvimento da GA-I, mas também para 
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o planejamento de uma terapia adjuvante que possa contribuir efetivamente com o 

tratamento desta acidemia. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

 O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da Cr sobre as alterações 

comportamentais e neuroquímicas induzidas pelo GA, um metabólito acumulado na 

GA-I, em ratos. Além disso, evidenciar um provável mecanismo de ação primário 

para esse ácido orgânico, visando dessa forma uma melhor compreensão dos 

mecanismos neurotóxicos desse metabólito. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Para um melhor entendimento dos experimentos realizados convém dividi-los: 

 

Capítulo I 

  

1. Verificar o efeito da administração de Cr (50, 150 e 300 mg/kg; v.o.) sobre a 

latência para a primeira convulsão e a duração dos episódios convulsivos 

induzidos pela injeção intraestriatal de GA (4 µmol/estriado) em ratos. 

 

2.  Avaliar o efeito da administração prévia de Cr (300 mg/kg, v.o.) nas 

alterações eletrográficas induzidas injeção intraestriatal de GA (4 

µmol/estriado). 

 

3. Investigar o efeito da administração prévia de Cr (50, 150 e 300 mg/kg; v.o.) 

no conteúdo de proteína carbonil induzida pela injeção intraestriatal de GA (4 

µmol/estriado) em ratos ex vivo. 

 

4.  Avaliar o efeito da administração prévia de Cr (50, 150 e 300 mg/kg; v.o.) na 

redução da atividade da enzima Na+,K+-ATPase induzida pela injeção 

intraestriatal de GA (4 µmol/estriado) em ratos ex vivo. 

 

5. Verificar o efeito do GA (10 nM) e da Cr (10 µM), sobre a ligação do L-

[3H]glutamato aos seus transportadores (meio dependente de Na+), através 
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da captação de L-[3H]glutamato em sinaptossomas de estriado de ratos in 

vitro. 

 
Capítulo II 

 

6. Avaliar o efeito in vitro do GA (10 nM) na captação de L-[3H]glutamato (meio 

dependente de Na+) ao longo do tempo (1, 3, 5, 10, 15 e 30 minutos) em 

sinaptossomas de estriado de ratos.  

 

7. Investigar a participação dos transportadores de glutamato na redução da 

captação de L-[3H]glutamato induzida pelo GA (10 nM) em sinaptossomas de 

estriado de ratos através do uso do PDC (50 µM), um inibidor não específico 

dos transportadores de glutamato. 

 

8. Avaliar os parâmetros cinéticos, velocidade máxima (VMax) e constante de 

dissociação (KD), da captação de L-[3H]glutamato na presença do GA (10 nM) 

em sinaptossomas de estriado de ratos. 

 

9.  Verificar o efeito in vitro do GA (10 nM) ao longo do tempo (1, 3, 5, 10, 15 e 

30 minutos) sobre a formação de ER, através da determinação da oxidação 

da diclorofluoresceína (DCFH), em sinaptossomas de estriado de ratos. 

 

10.  Investigar o efeito de um composto antioxidante, o trolox (0.6, 3 e 6 µM), na 

formação de ER (oxidação da DCFH) induzidas pelo GA (10 nM) em 

sinaptossomas de estriado de ratos in vitro. 

 

11.  Investigar o efeito do trolox (0.6, 3 e 6 µM) na redução da captação de L-

[3H]glutamato induzida pelo GA (10 nM) em sinaptossomas de estriado de 

ratos in vitro.  

 
12.  Verificar o envolvimento dos antagonistas de receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos NMDA (MK-801) e AMPA/cainato (CNQX) na formação de ER 

(oxidação da DCFH) induzidas pelo GA (10 nM) em sinaptossomas de 

estriado de ratos in vitro.   
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13.  Avaliar se o GA (10 nM) possui atividade oxidante per se.
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Erros Inatos do Metabolismo 

 

 EIMs são distúrbios hereditários, resultado de deficiências em atividades 

enzimáticas, o que ocasiona um bloqueio de diversas rotas metabólicas. Em 

conseqüência deste bloqueio metabólico, pode ocorrer o acúmulo de precursores da 

reação catalisada pela enzima envolvida, com a formação de rotas metabólicas 

alternativas e a conseqüente deficiência de produtos essenciais ao organismo 

(BICKEL, 1987), provocando assim, distúrbios no desenvolvimento físico e mental 

(OBERHOLZER et al., 1967). 

 ARCHIBALD E. GARROD, em 1908, foi o primeiro a empregar o termo EIM 

para designar doenças como a alcaptonúria, que se caracteriza bioquimicamente 

pelo aumento da excreção de ácido homogentísico na urina dos indivíduos afetados. 

GARROD observou uma maior freqüência desta doença em indivíduos de uma 

mesma família e com maior incidência de consangüinidade entre os pais dos 

pacientes. Baseando-se nas leis de Mendel e no fato de que os pais dos indivíduos 

afetados não apresentavam a doença, GARROD propôs um modelo de herança 

autossômica recessiva para este distúrbio. 

 Atualmente, o termo EIM se aplica a um grupo de doenças geneticamente 

determinadas que resultam da síntese qualitativa ou quantitativamente anormal de 

uma proteína, enzimática ou não, pertencente ao metabolismo (SCRIVER et al., 

2001). Até o momento, foram descritos mais de 500 EIMs, a maioria deles 

envolvendo processos de síntese (anabolismo), degradação (catabolismo), 

transporte e armazenamento de moléculas no organismo (SCRIVER et al., 2001). 

 Os EIMs afetam aproximadamente 1 a cada 500/2000 recém nascidos vivos 

(BARIC et al., 2001) e apesar de serem eventos raros, esse grupo de doenças 

representa um importante problema de saúde e seu diagnóstico, freqüentemente, se 

constitui em desafio para o clínico.  
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3.2. Acidemias Orgânicas 

 

As acidemias ou acidurias orgânicas são um grupo de EIM caracterizadas 

pelo acúmulo de um ou mais ácidos orgânicos nos líquidos biológicos e tecidos dos 

pacientes afetados devido à deficiência da atividade de enzimas do metabolismo de 

aminoácidos, lipídeos ou carboidratos (CHALMERS & LAWSON, 1982). Um 

subgrupo de acidemias orgânicas tem sido classificado como doenças de ácidos 

orgânicos “cerebrais” (HOFFMANN et al., 1994) devido às manifestações 

neurológicas serem predominantes ou mesmo exclusivas, sendo que neste grupo 

encontra-se a GA-I. 

Os sintomas neurológicos nas acidemias orgânicas são freqüentemente 

manifestados durante crises agudas precipitadas por estresse catabólico. Durantes 

esses episódios existe um déficit de energia, com a mobilização dos estoques de 

carboidratos, ácidos graxos e proteínas. Estes são catabolisados, mas devido ao 

bloqueio metabólico, os ácidos orgânicos e outros compostos são acumulados. 

Neste contexto, tem sido sugerido que alguns desses metabólitos podem agir como 

toxinas endógenas e podem tornar-se neurotóxicos (MCLAUGHLIN et al., 1998; 

KÖLKER et al., 2002a; 2004). 

Clinicamente, os pacientes afetados apresentam predominantemente 

disfunções neurológicas em suas mais diversas formas de expressão: regressão 

neurológica, convulsões, coma, ataxia, hipotonia, hipertonia, irritabilidade, tremores, 

movimentos coreatetóticos, tetraparesia espástica, atraso no desenvolvimento 

psicomotor, retardo mental, entre outros (SCRIVER et al., 2001). 

Bioquimicamente, eles apresentam cetose, cetonúria, neutropenia, 

trombocitopenia, acidose metabólica, baixos níveis de bicarbonato, hiperglicinemia, 

hiperamonemia, hipo/hiperglicemia, acidose láctica, aumento dos níveis séricos de 

ácidos graxos livres e outros (SCRIVER et al., 2001).  

Além disso, radiologicamente tem sido encontradas na maioria dos pacientes 

afetados por essas acidemias, alterações na substância branca (hipomielização e/ou 

desmielização), atrofia cerebral generalizada ou dos gânglios da base (necrose ou 

calcificação), atrofia frontotemporal e cerebelar, e megaencefalia (MAYATEPEK et 

al., 1996). 

A incidência dos EIMs é pouco conhecida devido à dificuldade de diagnóstico 

clínico e a deficiência de métodos laboratoriais para sua identificação. Entretanto, na 
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Holanda, país referência para o diagnóstico de EIMs, a incidência destes é estimada 

em 1: 2.200 recém-nascidos, enquanto que, na Alemanha, Israel e Inglaterra é de 

aproximadamente 1: 6.000/9.000 nascimentos (HOFFMANN et al., 2004). Em países 

onde a taxa de consangüinidade é elevada, como na Arábia Saudita, a freqüência é 

de 1: 740 nascidos vivos (RASHED et al., 1994).  

 

Frequência estimada de alguns EIMs 

Fenilcetonúria (caucasianos) 1/15.000 

Acidemia glutárica tipo I 1/30.000 

Homocistinúria 1/100.000 

Acidemia metilmalônica 1/100.000 

 Tabela 1. Frequência estimada de alguns EIMs 

 

Em 1980, CHALMERS e colaboradores demonstraram que as acidemias 

orgânicas eram os EIMs mais freqüentes em crianças hospitalizadas, incentivando 

assim, diversos estudos clínicos a respeito dessas doenças. De fato, em função dos 

progressos feitos no campo do diagnóstico dos EIMs, evidenciou-se que as 

acidemias orgânicas são, realmente, os erros inatos mais freqüentes na população 

(SCRIVER et al., 2001; WAJNER et al., 2001).  

 

 

3.3. Acidemia Glutárica tipo I 

 

 A GA-I (OMIM # 231670) é um EIM que foi descrito pela primeira vez por 

Goodman e colaboradores em 1975. É caracterizada por uma deficiência parcial ou 

total na atividade da enzima da matriz mitocondrial GCDH (E.C. 1.3.99.7). A GCDH 

está envolvida no catabolismo dos aminoácidos L-lisina, L-hidroxilisina e L-triptofano 

(GOODMAN & FRERMAN, 2001), catalisando a descarboxilação oxidativa do 

glutaril-CoA a crotonil-CoA e CO2, e transferindo os elétrons para a cadeia 

respiratória via flavoproteína transferidora de elétrons (LENICH e GOODMAN, 1986). 

Essa reação possui duas diferentes etapas: a desidrogenação de glutaril-CoA a 
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glutaconil-CoA e a descarboxilação de glutaconil-CoA a crotonil-CoA (HÄRTEL et al., 

1993). 

 Com o bloqueio da atividade da enzima GCDH, formam-se rotas metabólicas 

alternativas que culminam na presença de concentrações elevadas de GA, 3-OH-GA 

e, algumas vezes, ácido glutacônico nos fluidos biológicos (plasma, urina e líquor) e 

tecidos corporais dos indivíduos afetados (GOODMAN et al., 1975; GOODMAN & 

FRERMAN, 2001; Figura 1). 

 

 

Figura 1. Deficiência da enzima glutaril-CoA desidrogenase (Adaptado de GOODMAN & FRERMAN, 

2001).  

 

 Tem sido proposto que o acúmulo desses ácidos orgânicos pode apresentar 

um efeito neurotóxico que seria o responsável pelas mudanças neuropatológicas na 

doença. As concentrações plasmáticas destes ácidos variam entre 5 e 400 μmol/L 
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(HOFFMANN et al., 1991, 1996; MERINERO et al., 1995), entretanto, as 

concentrações cerebrais podem atingir 500–5000 µmol/L para o GA e 40–200 

µmol/L para o 3-OH-GA (SAUER et al., 2006). 

 

3.3.1. Diagnóstico 

 

 O diagnóstico precoce continua sendo determinante para um melhor 

prognóstico para os pacientes afetados com GA-I. No entanto, a identificação desta 

acidemia apresenta grandes dificuldades, pois o grau de deficiência da enzima não 

está correlacionado com a intensidade dos sintomas apresentados pelos pacientes, 

e a excreção de GA pode ser normal em pacientes que apresentam sintomas graves 

(GOODMAN & FRERMAN, 2001).  

 Entretanto, a presença de quantidades elevadas de GA e 3-OH-GA nos 

líquidos biológicos (especialmente urina) dos pacientes (GOODMAN et al., 1977; 

FUNK et al., 2005; KÖLKER et al., 2006) constitui o marcador bioquímico da GA-I, 

sendo realizada através da detecção desses compostos e seus ésteres de glicina e 

carnitina na urina por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa 

(HOFFMANN, 1994; KÖLKER et al., 2006). 

 Nos pacientes que apresentam excreção pouco elevada, ausente ou normal 

de GA (MERINERO et al., 1995; HOFFMANN et al., 1996; BARIC et al., 1998), a 

determinação da atividade da GCDH em fibroblastos ou leucócitos deve ser 

realizada sempre que houver fortes suspeitas clínicas e neuro-radiológicas da 

doença (GOODMAN & FRERMAN, 2001). 

 Atualmente, mais de 150 mutações já foram descritas para o gene da GCDH 

(ZSCHOCKE et al., 2000; CHRISTENSEN et al., 2004), não existindo correlação 

entre o genótipo e fenótipo clínico (PINEDA et al., 1998; CHRISTENSEN et al., 

2004). Portanto, devido a esse grande número de mutações conhecidas, a análise 

mutacional não é muito utilizada para fins de diagnóstico. 

 

3.3.2. Achados Neuropatológicos 

 

Patologicamente, a GA-I é caracterizada principalmente por atrofia 

frontotemporal cortical ao nascimento, formação espongiforme, diminuição de 

substância branca (leucoencefalopatia) e uma característica degeneração estriatal 



Revisão Bibliográfica 
 

 15 

(caudado e putâmen) bilateral (KYLLERMAN et al., 1994), a qual ocorre durante 

crises encefalopáticas precipitadas por doenças febris ou mesmo vacinações 

rotineiras nos primeiros anos de vida (AMIR et al., 1987; CHOW et al., 1988; 

BRISMAR & OZAND, 1995; HOFFMANN & ZSCHOCKE, 1999). Freqüentemente, os 

pacientes apresentam um alargamento dos espaços subaracnóideos que, devido à 

alta irrigação sangüínea, os tornam suscetíveis a hemorragias agudas (DRIGO et al., 

1996; HOFFMANN & ZSCHOCKE, 1999). 

De acordo, exames neuroradiológicos em pacientes afetados demonstraram 

atrofia frontotemporal cortical, degeneração estriatal, dilatação dos ventrículos 

laterais e atraso na mielinização (HOFFMANN et al., 1991; TWOMEY et al., 2003; 

NEUMAIER-PROBST et al., 2004; Figura 2). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ressonância magnética nuclear de crânio de criança com GA-I. a) Aumento anormal 

da intensidade do sinal nos núcleos caudado e putâmen; b) Dois anos mais tarde, o estriado 

ainda apresenta uma intensidade de sinal anormal, além de uma acentuada redução. Também 

observa-se uma dilatação dos ventrículos cerebrais neste intervalo (extraído de TWOMEY et 

al., 2003). 
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3.3.3. Manifestações clínicas 

 

A macrocefalia, um dos achados clínicos mais frequentes, geralmente já está 

presente ao nascimento (GOODMAN & FRERMAN, 2001).  

Aproximadamente 90% das crianças afetadas apresentam severos sintomas 

clínicos antes dos 24 meses de idade, e nenhuma crise encefalopática aguda tem 

sido descrita após os 5 anos de vida, sugerindo que a vulnerabilidade é restrita a um 

período limitado de desenvolvimento do cérebro (HOFFMANN  et al., 1996; 

BJUGSTAD et al., 2000).  

Após as crises encefalopáticas, surgem sintomas relacionados à destruição 

estriatal, como hipotonia, convulsões, rigidez muscular, espasticidade, distonia e 

discinesia (HOFFMANN & ZSCHOCKE, 1999; STRAUSS et al., 2003; KÖLKER et 

al., 2004; Figura 3). Ataxia, irritabilidade, retardo mental e demência também estão 

entre os achados clínicos da GA-I (KÜLKENS et al., 2005). 

 Além dessas manifestações clínicas, os pacientes apresentam um quadro 

laboratorial que caracteriza-se, principalmente, por acidose metabólica, 

hipercetonemia, hiperamonemia, hipoglicemia, neutropenia e trombocitopenia 

(GOODMAN & FRERMAN, 2001). 

 

 

Figura 3. Manisfestações clínicas de crianças com GA-I. a) Movimentos distônicos dos 

membros inferiores; b) Discinesia Facial (ambos extraído de BARREIRO et al., 2004).                

 

 

 

 



Revisão Bibliográfica 
 

 17 

3.3.4. Incidência 

 

 Em caucasianos, esta doença tem uma prevalência estimada em 1:30.000 

(GOODMAN & FRERMAN, 2001) ou 1:100.000 nascimentos (LINDNER et al., 2004). 

Porém, pode ter uma prevalência aumentada em até 1:300 nascidos vivos (KÖLKER 

et al., 2004; 2006) em comunidades geneticamente homogêneas, como por 

exemplo, na Ordem Amish da Pensilvânia (BIERY et al., 1996) e nos índios 

Salteaux/Ojibway do Canadá (GREENBERG et al., 1995). 

 

3.3.5. Tratamento 

 

 Uma ampla variedade de medicamentos tem sido usada na terapêutica da 

GA-I com alguns resultados satisfatórios, entre eles podemos citar os 

anticonvulsivantes (YAMAGUCHI et al., 1987; HOFFMANN et al., 1996), os 

anticolinérgicos e a toxina botulínica (BURLINA et al., 2004). Além disso, ZINNANTI 

e colaboradores (2007) propuseram a utilização da suplementação com glicose e 

homoarginina como terapia adjuvante para reduzir o acúmulo cerebral dos 

metabólitos tóxicos gerados pela deficiência da GCDH, baseado em estudo de um 

modelo animal de GA-I (ZINNANTI el al., 2006).  

Entretanto, o diagnóstico precoce continua sendo determinante para um bom 

prognóstico dos pacientes glutaricoacidêmicos. A restrição dietética dos 

aminoácidos hidroxilisina, triptofano e principalmente lisina é essencial para um 

adequado desenvolvimento destes pacientes (GOODMAN & FRERMAN, 2001; 

KÖLKER et al., 2006). Nesse contexto, a suplementação com dieta hipercalórica, L-

carnitina e riboflavina têm demonstrado bons resultados na prevenção das crises 

encefalopáticas agudas e subseqüente dano estriatal na maioria das crianças 

afetadas (HOFFMANN et al., 1996; STRAUSS et al., 2003; KYLLERMAN et al., 

2004). Além disso, a avaliação e intervenção neurocirúrgica podem ser necessárias 

em pacientes com lesões estruturais associadas com esta doença (HOU et al., 

2007). 
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3.3.6. Fisiopatologia 

 

 A atividade da enzima GCDH varia de 0 a 10% da atividade normal nos 

tecidos dos pacientes afetados, sendo detectada em culturas de fibroblastos, 

amniócitos, leucócitos periféricos, fígado, rim e cérebro.  

 Após a determinação clínica da deficiência de GCDH, foi proposto que o 

acúmulo dos ácidos orgânicos poderia ser a causa das alterações neuropatológicas 

encontradas nos pacientes com GA-I (FLOTT-RAHMEL et al., 1997; LIMA et al., 

1998; HOFFMANN & ZSCHOCKE, 1999; GOODMAN, 2004; WAJNER et al., 2004). 

Entretanto, apesar dos sintomas neurológicos serem predominantes, pouco se sabe 

sobre a causa da degeneração dos gânglios da base e o mecanismo pelo qual o GA 

e 3-OH-GA são neurotóxicos (GOODMAN & FRERMAN, 2001). 

 Um dos primeiros mecanismos propostos para a fisiopatologia da GA-I foi 

relacionado à neurotransmissão GABAérgica, baseado na inibição competitiva da 

glutamato descarboxilase (EC 4.1.1.15), enzima que catalisa a conversão do 

glutamato a ácido -aminobutírico (GABA), pelo GA (Ki: 1.3x10-3 M), 3-OH-GA e 

ácido glutacônico (STOKKE et al., 1976), sugerindo assim que o desequilíbrio na 

produção de GABA poderia estar envolvido com a fisiopatogenia da GA-I (WAJNER 

et al., 2004). Nesse contexto, estudos mostraram que as convulsões e o estresse 

oxidativo induzidos pela injeção intraestriatal de GA são prevenidos por muscimol, 

um agonista de receptores GABAA, sugerindo a participação dos receptores 

GABAérgicos na neurotoxicidade induzida por este ácido orgânico em ratos (LIMA et 

al., 1998; FIGHERA et al., 2006). Contudo, concentrações reduzidas de GABA no 

estriado (caudato e putâmen) foram encontradas somente em um paciente (LEIBEL 

et al., 1980). Além disso, ULLRICH e colaboradores (1999) não encontraram efeitos 

do 3-OH-GA sobre receptores GABA em oócitos de Xenopus laevis.  

  Na última década, distintos mecanismos têm sido propostos para explicar a 

fisiopatogenia do dano cerebral na GA-I. Entre esses mecanismos podemos citar as 

alterações no metabolismo energético (ULLRICH et al., 1999; SILVA et al., 2000; 

DAS et al., 2003; FERREIRA et al., 2005; LATINI et al., 2005a), a produção de ER 

(LATINI et al., 2002; 2005b; DE OLIVEIRA MARQUES et al., 2003; FIGHERA et al., 

2006) e a excitotoxicidade primária ou secundária (KÖLKER et al.,1999; 2000; 

2002a,b; DE MELLO et al., 2001; FRIZZO et al., 2004; PORCIÚNCULA et al., 2004; 

ROSA et al., 2004; 2007).  
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 Em relação ao metabolismo energético, estudos mostraram que o 3-OH-GA 

provoca uma moderada inibição dos complexos II e V da cadeia respiratória e reduz 

significantemente os níveis de fosfocreatina (PCr) em culturas de neurônios de ratos 

(ULLRICH et al., 1999; DAS et al., 2003). Da mesma forma, LATINI e colaboradores 

(2005a) evidenciaram uma inibição do complexo II da cadeia respiratória pelo 3-OH- 

GA em homogeneizados de córtex cerebral e células C6 de glioma de ratos. Além 

disso, o mesmo estudo demonstrou que o 3-OHGA pode interferir com o consumo 

de oxigênio em preparações mitocondriais, funcionando talvez, como um 

desacoplador da fosforilação oxidativa em situações onde a mitocôndria esteja sob 

condições de estresse. Entretanto, um estudo realizado em partículas 

submitocondriais de coração bovino não mostrou nenhum efeito do 3-OH-GA sobre 

os complexos enzimáticos da cadeia transportadora de elétrons (SAUER et al., 

2005). Em relação ao GA, foi mostrado que este metabólito inibe os complexos I-III e 

II-III da cadeia respiratória, diminui a produção de CO2 e os níveis de ATP em córtex 

cerebral de ratos (SILVA et al., 2000). FERREIRA e colaboradores (2005; 2007) 

também mostraram uma inibição dos complexos I-III, II, II-III e da enzima creatina 

quinase (CK) em músculo esquelético e cérebro de ratos tratados cronicamente com 

GA. A partir destes achados, tem sido postulado que o GA pode causar interferência 

no metabolismo aeróbico celular, levando provavelmente a uma redução na 

produção de ATP. 

A depleção energética tem sido associada à excitotoxidade e ao dano celular 

oxidativo pela formação de radicais livres (GREENE et al., 1993; WÜLLNER et al.; 

1994; GREENE & GREENAMYRE, 1995; HASSEL & SONNEWALD, 1995; 

MCNAUGHT et al., 1995; ROSENOW et al., 1995; ZEEVALK et al., 1995), e parece 

estar intimamente relacionada à patogênese de diferentes doenças 

neurodegenerativas (COYLE & PUTTFARCKEN, 1993; JENNER, 1994; SCHULZ & 

BEAL, 1995), incluindo esclerose lateral amiotrófica (PLAITAKIS & 

CONSTANTAKAKIS, 1993; ROTHSTEIN et al., 1993), mal de Parkinson (JENNER, 

1994; MCNAUGHT et al., 1995), doença de Alzheimer (JENNER, 1994; HARRIS et 

al., 1995), coréia de Huntington (JENNER, 1994; LIPTON & ROSENBERG, 1994; 

BURNS et al., 1995) e as acidemias orgânicas (WAJNER et al., 2004). 

 Neste cenário, vários trabalhos relacionam o aumento na produção de 

radicais livres e a redução das defesas antioxidantes no cérebro de ratos com a 

neurotoxicidade induzida pelo GA e 3-OH-GA (KÖLKER et al., 2001b; LATINI et al., 
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2002; 2005b; 2007; DE OLIVEIRA MARQUES et al., 2003; FIGHERA et al., 2006). 

LATINI e colaboradores (2002, 2005b) mostraram que o 3-OH-GA induz aumento na 

lipoperoxidação, na produção de óxido nítrico (NO) e peróxido de hidrogênio (H2O2), 

além de diminuir as defesas antioxidantes no córtex cerebral e no estriado de ratos. 

Outros estudos mostraram que o 3-OH-GA causa um aumento na geração de ER 

em culturas de neurônios de telencéfalos de embriões de pinto, e que esse aumento 

foi reduzido após incubação prévia com Cr (KÖLKER et al., 2001b), sugerindo a 

participação das ER na fisiopatologia da GA-I. Em relação ao GA, foi evidenciado 

que este ácido causa um aumento no conteúdo de proteína carbonil e na 

peroxidação lipídica estriatal (FIGHERA et al., 2006), bem como, reduz as defesas 

antioxidantes em diferentes estruturas cerebrais, no fígado e nos eritrócitos de ratos 

(DE OLIVEIRA MARQUES et al., 2003; LATINI et al., 2007). Além disso, foi 

mostrada uma redução nas concentrações de glutationa cerebral e hepática em 

camundongos deficientes da enzima GCDH (SAUER et al., 2005). A partir destes 

achados, tem sido postulado que o GA pode causar interferência no metabolismo 

oxidativo celular, levando provavelmente a uma redução nas defesas antioxidantes e 

um aumento na produção de ER, e conseqüente excitotoxicidade. 

 Diversos trabalhos têm evidenciado o envolvimento de mecanismos 

excitotóxicos na patogênese da GA-I (GOODMAN et al., 1977; LEIBEL et al., 1980; 

CHOW et al., 1988; KÖLKER et al., 2003). O padrão das lesões no sistema nervoso 

central (SNC) causadas pela administração de glutamato em camundongos é, 

morfologicamente, semelhante àquelas observadas em pacientes portadores de GA-

I, no que diz respeito à perda neuronal com vacuolização pós-sináptica, extensa 

fibrose gliosa estriatal e degeneração espongiforme da substância branca cerebral 

(OLNEY, 1969). Devido a esses achados e também à similaridade estrutural 

existente entre o glutamato, o GA e o 3-OH-GA (FLOTT-RAHMEL et al., 1997; LIMA 

et al., 1998; HOFFMANN & ZSCHOCKE, 1999; WAJNER et al., 2004; GOODMAN, 

2004; Figura 4), muitos estudos explicam a neurotoxicidade dessa acidemia pela 

interação desses ácidos orgânicos com receptores e transportadores 

glutamatérgicos. 
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Figura 4. Similaridade estrutural entre glutamato, ácido glutárico e 3-hidroxiglutárico. 

 

 Em relação ao 3-OH-GA, KÖLKER e colaboradores (2000, 2002a) 

evidenciaram que este ativa seletivamente receptores do tipo NMDA compostos 

pelas subunidades NR1/NR2A e NR1/NR2B em culturas neuronais de telencéfalos 

de embriões de pinto. De acordo, ROSA e colaboradores (2004) também 

demonstraram que o 3-OH-GA interage com receptores glutamatérgicos NMDA. 

Nesse contexto, foi mostrado que a pré-incubação de culturas de neurônios com 

antagonistas específicos de receptores NMDA, bem como a administração desses 

antagonistas in vivo reduzem o dano celular provocado pelo 3-OH-GA em ratos 

(KÖLKER et al., 2000; DE MELLO et al., 2001). Colaborando com estes achados, 

BJUGSTAD e colaboradores (2001) mostraram que culturas de neurônios de ratos 

não se mostram sensíveis ao 3-OH-GA antes da expressão de receptores do tipo 

NMDA. No entanto, ULLRICH e colaboradores (1999), por meio de estudos 

eletrofisiológicos em diferentes sistemas celulares, não encontraram evidências de 

que o 3-OH-GA liga-se diretamente a receptores NMDA, sugerindo que uma 

redução no metabolismo energético poderia explicar de modo indireto a ativação 

desses receptores. Desta maneira, considerando que os receptores NMDA 

NR1/NR2B são predominantemente expressos no cérebro imaturo (MCDONALD et 

al., 1988) e que a ocorrência do dano neuronal depende do modelo em estudo, 

sugere-se a existência de uma dependência da distribuição regional e do período de 

desenvolvimento na suscetibilidade dos neurônios à toxicidade do 3-OH-GA 

(ULLRICH et al., 1999; KÖLKER et al., 2004; GOODMAN, 2004). 

Quanto ao GA, foi mostrado que este metabólito inibe a captação e a ligação 

do L-[3H]glutamato a seus transportadores em sinaptossomas de cérebro de ratos 

(BENNETT et al., 1973; PORCIÚNCULA et al., 2000), aumentando o risco para 

superexcitação por uma elevação de glutamato na fenda sináptica. Este metabólito 

também pode reduzir a captação de L-[3H]glutamato em vesículas sinápticas, e 

COOHHOOC

NH
2

COOHHOOC COOH

OH

HOOC

L-Glutamic acid Glutaric acid 3-hydroxyglutaric acid
Glutamato Ácido glutárico Ácido 3-hidroxiglutárico 
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interagir com receptores glutamatérgicos metabotrópicos e ionotrópicos do tipo 

AMPA (não-NMDA) em cérebro de ratos (PORCIÚNCULA et al., 2004). DALCIN e 

colaboradores (2007) também demonstraram que o GA interage com receptores 

ionotrópicos não-NMDA. Neste contexto, as convulsões induzidas por administração 

intraestriatal de GA foram prevenidas por DNQX, um conhecido antagonista de 

receptores glutamatérgicos não-NMDA (LIMA et al., 1998). 

 

 

3.4. Sistema Glutamatérgico 

 

 O glutamato é considerado o principal transmissor excitatório do SNC e está 

envolvido em diversos aspectos do funcionamento normal do cérebro (FONNUM, 

1984; ERECINSKA & SILVER, 1990; OZAWA et al., 1998; DANBOLT, 2001), 

desempenhando um importante papel na cognição, formação e evocação da 

memória, aprendizado, manutenção da consciência, movimento, sensações (como 

dor e sabor), plasticidade celular, diferenciação e morte (FONNUM, 1984; LIPTON & 

ROSENBERG, 1994; OZAWA et al., 1998; DAIKHIN & YUDKOFF, 2000; DANBOLT, 

2001). As ações do glutamato no cérebro dos mamíferos são medeiadas pela 

ativação de canais iônicos permeáveis ao Ca2+ e Na+ chamados receptores 

ionotrópicos e através de receptores ligados a proteínas G chamados 

metabotrópicos, que também culminam no aumento dos níveis de Ca2+ intracelulares 

via cascata de segundos mensageiros (NAKANISHI, 1992; HOLLMANN & 

HEINEMANN, 1994; OZAWA et al., 1998). Os receptores ionotrópicos podem ser 

divididos em receptores ligantes de N-metil-D-aspartato (NMDA: NR1/NR2A-D) e 

não-NMDA que incluem os receptores ligantes dos ácidos -amino-3-hidróxi-5-metil-

4-isoxazol propiônico (AMPA: GluR1-4) e cainato (GluR5-7 e KA1-2). Os receptores 

metabotrópicos (mGluRs) são divididos nos grupos I, II e III (CONN & PIN, 1997; 

OZAWA et al., 1998). Esses receptores apresentam inúmeras diferenças nas suas 

propriedades farmacológicas apresentando um padrão distinto de afinidade por 

diferentes ligantes, variáveis de seletividade iônica e cinética (LIPTON & 

ROSENBERG, 1994; OZAWA et al., 1998; DANBOLT, 2001). 

 Após sua liberação pelo neurônio pré-sináptico, o glutamato extracelular é 

removido principalmente por um sistema de transportadores astrocitários de alta 

afinidade que utilizam o gradiente transmembrana do Na+ como força motriz 
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(DANBOLT, 2001; SCHLÜTER et al., 2002). Até hoje, cinco subtipos de 

transportadores glutamatérgicos foram descritos: GLAST (EAAT1), GLT1 (EAAT2), 

EAAC1 (EAAT3), EAAT4 e EAAT5 (DANBOLT, 2001). GLAST e GLT1 são 

predominantemente localizados em astrócitos e considerados os principais 

responsáveis pela captação de glutamato, enquanto EAAC1, EAAT4 e EAAT5 

parecem ser mais abundantes em neurônios (ROTHSTEIN et al., 1996; BERGER & 

HEDIGER, 1998; KUGLER & SCHMITT, 1999; DANBOLT, 2001; AMARA & 

FONTANA, 2002). 

 O adequado funcionamento dos transportadores de glutamato é 

extremamente importante para manter os níveis extracelulares desse aminoácido 

excitatório baixo e assim garantir uma resposta adequada dos receptores às 

pequenas concentrações liberadas na fenda sináptica, bem como para evitar as 

ações tóxicas desse neurotransmissor (DANBOLT, 2001; DAIKHIN & YUDKOFF, 

2000).  

 

 

3.5. Excitotoxicidade glutamatérgica 

 

 LUCAS & NEWHOUSE (1957) foram os primeiros a descrever a habilidade do 

aminoácido glutamato em agir como neurotoxina, mas foi OLNEY que conceituou o 

termo excitotoxicidade demonstrando danos específicos no cérebro de 

camundongos devido à superestimulação de neurônios afetados após a 

administração de glutamato (OLNEY, 1969).  

 Desde a conceitualização de excitotoxicidade, ela tem sido considerada como 

o principal mecanismo de muitas doenças do SNC (LIPTON & ROSENBERG, 1994; 

FURUTA et al., 1997; MARAGAKIS & ROTHSTEIN, 2001; DANBOLT, 2001), 

incluindo acidente vascular cerebral, intoxicação, doenças neurodegenerativas e 

EIMs que apresentam manifestações neurológicas (OKUN et al., 2002). 

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

hipersensibilidade dos receptores ao glutamato devido a uma perda na seletividade 

iônica, aumento na densidade ou anormalidades na modulação; ii) um aumento na 

concentração de glutamato no meio extracelular (devido a um aumento na liberação 

ou uma redução da captação) e/ou iii) deficiência no metabolismo energético e nas 

defesas antioxidantes (GREENE & GREENAMYRE, 1996; OLNEY & DE 
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GUBAREFF, 1978; OBRENOVITCH et al., 2000; ROTHSTEIN et al., 1992; 

BATTAGLIOLI et al., 1993; ROBINSON & DOWD, 1997). Além disso, diversos 

estudos sugerem a participação de inibidores metabólicos e agentes oxidantes na 

toxicidade induzida pelo glutamato, uma vez que eles facilitam a ativação direta ou 

indireta de receptores NMDA. Entre eles podemos citar: a rotenona, o cianeto, o 

oxiaminoacetato, o 3-nitropropionato, o MMA, o GA e o 3-OH-GA (MCDONALD & 

SCHOEPP, 1993; BROUILLET et al., 1994; ZEEVALK et al., 1995; PAVLAKOVIĆ et 

al., 1995; DE MELLO et al., 1997, PORCIÚNCULA et al., 200; 2004; ROYES et al., 

2003; 2006; FIGHERA et al., 2003; 2006). 

Nesse contexto, os ácidos orgânicos que acumulam na GA-I têm sido 

considerados potenciais neurotoxinas devido à interação com receptores e 

transportadores glutamatérgicos. A estimulação excessiva dos receptores 

glutamatérgicos induz a um aumento no influxo de  Ca2+ para o meio intracelular e 

conseqüente ativação descontrolada de enzimas envolvidas no desenvolvimento e 

nas funções neuronais normais e na geração de radicais livres (LIPTON & 

ROSENBERG, 1994; SATTLER & TYMIANSKI, 2000). Além disso, o acúmulo de  

Ca2+ intracelular está envolvido na disfunção mitocondrial e conseqüente diminuição 

na produção de energia (COYLE & PUTTFARCKEN, 1993; GUNTER et al, 1994; 

DUGAN et al, 1995). A deficiência no metabolismo energético pode comprometer a 

captação de glutamato pelos astrócitos potencializando o efeito excitotóxico 

(LIPTON & ROSENBERG, 1994; DANBOLT, 2001). 

Há evidências de que a depleção energética induzida por alguns ácidos 

orgânicos, como o MMA e o GA, desencadeie a despolarização neuronal e o dano 

celular por falência na atividade de ATPases de membranas (MCLAUGHLIN et al, 

1998; SILVA et al., 2000; MALFATTI et al., 2003). De fato, a depleção energética 

aumenta a liberação de glutamato não só por mecanismos dependentes de Ca2+ 

(através da despolarização da membrana), mas também pela inibição e/ou reversão 

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

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

BURGESSER, 1993). A produção de ER também está relacionada com a ativação 

de receptores glutamatérgicos e pode culminar no aumento das concentrações 

extracelulares de glutamato por inibir a função dos transportadores gliais de 

glutamato (VOLTERRA et al., 1994; TROTTI et al., 1996; 1998; DANBOLT, 2001).  
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Além disso, a estabilização do potencial de membrana de repouso pela 

Na+,K+-ATPase é essencial para manutenção do bloqueio de magnésio dependente 

de voltagem do receptor NMDA, para a função de canais iônicos dependentes de 

voltagem e também aos transportadores de glutamato dependente de Na+. Portanto, 

a perda da atividade da Na+,K+-ATPase pode diminuir o limiar para a superexcitação 

(GEGELASHVILI & SCHOUSBOE, 1997). O GA inibe a atividade da Na+,K+-ATPase 

em homogenatos de cérebro de ratos (KÖLKER et al., 2002b; FIGHERA et al., 

2006), e juntamente com a inibição dos complexos I-III, II e II-III da cadeia 

respiratória (SILVA et al., 2000; FERREIRA et al., 2005; 2007), podem causar déficit 

energético e ativação secundária dos receptores glutamatérgicos (KÖLKER et al., 

2002b), potencializando as ações excitotóxicas do GA. 

Dessa maneira, a despolarização da membrana pós-sináptica causada pela 

falência na atividade das ATPases leva à saída do íon Mg2+, que bloqueia o canal do 

receptor NMDA de maneira dependente de voltagem, e permite a entrada de íons 

Na+ e Ca2+ para o meio intracelular (MCDONALD & SCHOEPP, 1993). O dano 

excitotóxico primário é desencadeado pela entrada de Na+ através de receptores 

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

ativação de receptores do subtipo NMDA, leva à ativação de enzimas dependentes 

deste íon, e que estão envolvidas na produção de radicais livres como xantina 

oxidase (SAID et al., 2000), fosfolipase C (UMEMURA et al., 1992), ciclooxigenase 

(PEPICELLI et al., 2005), calcineurina (ARMSTRONG, 1989; SNYDER & SABATINI, 

1995), óxido nítrico sintase (NOS), que produz NO (SNYDER & BREDT, 1992), e a 

própria disfunção mitocondrial (PATEL, 2002), que estão associadas ao 

aparecimento de convulsões e morte celular. Nesse contexto, a excitotoxicidade 

também tem sido relacionada a um aumento na produção de ER (PATEL, 2004). 

 

 

3.6. Efeito dos Radicais Livres no Sistema Nervoso Central 

 

 Do ponto de vista químico, um radical livre é definido como qualquer átomo, 

grupo de átomos ou molécula capaz de existir sob forma independente, que contém 

um ou mais elétrons desemparelhados (DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & 

POWIS, 1988; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; Figura 5). Portanto, os radicais 

livres podem ser formados pela adição ou pela perda de um elétron de uma 
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substância não-radical. Entretanto, existem compostos tão reativos quanto os 

radicais livres que não possuem elétrons não-pareados na última camada e, 

portanto, não podem ser classificados como radicais livres (DRÖGE, 2002). Essas 

substâncias são classificadas de maneira mais ampla como espécies reativas de 

oxigênio (ERO) ou espécies reativas de nitrogênio (ERN). 

As ERO geralmente têm uma meia-vida curta, e sua recombinação química é 

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

sua órbita externa captando um elétron de outro átomo ou molécula, que por sua vez 

se torna uma molécula radicalar.  

 

 

Figura 5. Configuração eletrônica das Espécies Reativas de Oxigênio (Haliwell e Gutteridge, 1999). 

 

 Uma fonte importante de radicais livres é o sistema de transporte de elétrons 

mitocondrial (DEL MAESTRO, 1980; & POWIS & POWIS, 1988), sendo seu principal 

sítio de formação complexo citocromo b-ubiquinona (TYLER, 1975). Na mitocôndria, 

a citocromo oxidase promove a redução completa de uma molécula de oxigênio (O2) 

em duas moléculas de água (H2O) e, para isso, são necessários quatro elétrons:  

O2 + 4H++ 4e-  2H2O 

  2p*
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Contudo, nem sempre o O2 se transforma diretamente em H2O. Como 

conseqüência de sua configuração eletrônica, a molécula de O2 tem forte tendência, 

durante as reações, em receber um elétron de cada vez, formando uma série de 

intermediários tóxicos e reativos (MENEGHINI, 1987), tais como: o radical 

superóxido (O2
●-), o H2O2, ambos listados na figura acima, e o radical hidroxil (OH●). 

O primeiro e o último apresentam elétrons desemparelhados e são classificados 

como radicais livres. Já o H2O2 não possui elétrons desemparelhados na última 

camada, e é classificado como uma ERO (FISHER, 1987).  

 O O2
●- é o primeiro intermediário formado a partir da redução incompleta do 

O2 molecular na formação da H2O (HARRIS, 1992), e a partir dele podem se formar 

outras ERO, como o OH● e o H2O2 (ESTERBAUER et al., 1986; PRYOR & CASTLE, 

1984). Em condições fisiológicas, o H2O2 é formado na mitocôndria em função da 

atividade metabólica (CHANCE et al., 1979). Tem sido mostrado que, em alguns 

órgãos, a atividade celular leva à formação de H2O2, tanto pelos peroxissomos 

quanto por enzimas citosólicas (BOVERIS & CHANCE, 1973; CHANCE et al., 1979). 

O H2O2 é gerado a partir da dismutação do O2
●-, sendo esta reação catalisada pela 

enzima superóxido dismutase (SOD; Figura 6; FRIDOVICH, 1975; 1978). A isoforma 

da SOD presente na matriz mitocondrial é dependente de manganês (MnSOD), 

enquanto isoforma da SOD presente no citosol é a dependente de cobre e zinco 

(CuZnSOD, FRIDOVICH, 1978). O radical livre mais reativo é o OH●, que pode ser 

formado pela reação do H2O2 com íons Cu+ ou Fe2+. Esta reação é conhecida como 

reação de Fenton (Figura 7). 

 

 

 Figura 6. Dismutação do radical superóxido pela ação da superóxido dismutase (SOD). 

 

 

 Figura 7. Reação de Fenton. 
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 Os metais de transição podem catalisar a reação entre o H2O2 e O2
●-, levando 

à produção de radical hidroxil. Esta reação é conhecida como reação de Haber-

Weiss, e catalisada pelo Cu2+ ou Fe3+ (Figura 8), que pode ser oriundo da ferritina, 

hemoglobina ou mioglobina (WERNS & LUCHESI, 1990). 

 

 

 Figura 8. Reação de Haber-Weiss. 

 As ERN também são formadas tanto no citosol como na mitocôndria, e as 

mais representativas são o NO e o peroxinitrito (ONOO-). O NO é gerado a partir da 

arginina por ação da enzima NOS, presente no citosol e na mitocôndria (RIOBO et 

al., 2002). O NO é essencial para vasorregulação, agregação plaquetária e 

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

consequente formação de O2
- (FORFIA et al., 1999). O ONOO-, entretanto, é 

formado a partir de uma reação controlada entre NO e O2
- (RADI et al., 1994) e ele 

pode difundir-se para o meio intra ou extracelular, e então promover a oxidação de 

lipídios, proteínas e DNA (BECKMAN, 1996). Além disso, o ONOO- pode inibir a 

cadeia respiratória, levando a morte neuronal e produzir íons nitrônio, que são 

capazes de nitrificar resíduos de tirosina (BECKMAN, 1996).  

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

continuamente produzidas e neutralizadas pelo sistema de defesa antioxidante. 

Entretanto, quando as ER são produzidas em altas concentrações, ou quando as 

defesas antioxidantes são deficientes, elas podem causar dano celular, 

representando um mecanismo fundamental para muitas doenças em seres humanos 

denominado “estresse oxidativo” (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

 Embora todos os tecidos dos organismos aeróbicos possam sofrer dano 

oxidativo, o sistema nervoso é o mais suscetível as ERO. Uma das razões é o seu 

alto consumo de O2, já que o sistema nervoso é responsável por aproximadamente 

20% do consumo basal de O2 corporal, apesar de seu peso corresponder a apenas 

2% do peso corporal. Portanto, há uma grande quantidade de O2 para uma massa 

de tecido relativamente pequena (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Além disso, 

outros fatores também contribuem para tornar o cérebro vulnerável às reações de 
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oxidação, tais como as altas concentrações de lipídios poli-insaturados, que servem 

como substrato para peroxidação lipídica e a deficiência de mecanismos protetores 

antioxidantes. A baixa atividade de enzimas antioxidantes e sua localização nas 

células gliais (FLOYD & HENSLEY, 2002) fazem com que os neurônios sejam 

menos protegidos as ER geradas no cérebro. Além disso, regiões específicas do 

cérebro, como a substância negra, caudato, putâmen e globo pálido possuem altas 

concentrações de ferro (FLOOR, 2000), que associadas aos níveis cerebrais 

elevados de vitamina C (MIELE et al., 1990), possibilitam a reação de Fenton (NOLD 

& WENNEMERS, 2004). Finalmente, o aumento na concentração extracelular de 

glutamato por causas metabólicas diversas, leva ao excessivo e contínuo aumento 

de Ca2+ livre intracelular e Na+ em neurônios adjacentes, ocasionando alta produção 

de ERO e ERN (CASSARINO & BENNET JR, 1999).  

 Dentre as diversas reações envolvendo ERO em sistemas biológicos, está a 

oxidação de proteínas. A quantificação dos grupos carbonil nas proteínas oxidadas 

tem se tornado um dos métodos bioquímicos mais utilizados na investigação do 

dano oxidativo protéico (PRATICÒ & DELANTY, 2000). Além disso, as proteínas 

podem sofrer modificações de grupos tióis e nitrosilação de grupos fenóis 

acarretando na sua fragmentação. Particularmente, os aminoácidos histidina, 

arginina e lisina são os principais alvos das ER para a produção de grupos carbonil 

(UCHIDA, 2003), e a oxidação destes implica na perda da função protéica. A adição 

de grupos carbonil também pode ocorrer pela formação de aductos com a acroleína 

e com o 4-hidroxinonenal, dois aldeídos formados na peroxidação lipídica (UCHIDA, 

1999), que também acarretam perda da função protéica (LOVELL et al., 2000). O 

conteúdo de grupos carbonil está aumentado na neurodegeneração relacionada com 

a idade (STADTMAN, 2001), no neurotrauma (LIMA et al., 2008) e em modelos 

experimentais de doenças neurodegenerativas, como nas doenças de Alzheimer 

(LOVELL et al., 2001), Huntington (TÚNEZ et al., 2004), Parkinson BUTTERFIELD & 

KANSKI, 2001), e em modelos de convulsões induzidos por pentilenotetrazol 

(OLIVEIRA et al., 2004), MMA (RIBEIRO et al., 2005; ROYES et al., 2006) e GA 

(FIGHERA et al., 2006). 

De fato, estudos recentes sugerem o envolvimento das ER nas convulsões 

induzidas pelo GA, na medida em que as convulsões induzidas pela injeção 

intraestriatal deste ácido são atenuadas pela administração de um composto com 

propriedades antioxidante, como o gangliosídeo GM1 (FIGHERA et al., 2006). Além 
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disto, estudos in vitro e in vivo mostraram que o GA inibe a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase (KÖLKER et al., 2002b; FIGHERA et al., 2006), responsável pela 

manutenção do gradiente de Na+ e K+ através das membranas celulares, que é 

essencial para a manutenção do potencial de membrana (JORGENSEN, 1986). 

A inibição da Na+,K+-ATPase induz um aumento na excitabilidade neuronal, e 

facilita o aparecimento e a propagação de convulsões em diversos modelos de 

epilepsia (Mori et al., 1986; GRISAR et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2004; RIBEIRO et 

al., 2005).  De fato, em estudos com pacientes epilépticos, observa-se um 

decréscimo da atividade da Na+,K+-ATPase no tecido cerebral (RAPPORT et al., 

1975). De acordo com vários autores, a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase se 

deve à sua susceptibilidade aos radicais livres, visto que a mesma é uma proteína 

de membrana e apresenta grupos sulfidrila e resíduos de aminoácidos 

particularmente sensíveis ao dano oxidativo (JAMME et al., 1995; MOREL et al., 

1998). Contudo, é importante enfatizar que a atividade da Na+,K+-ATPase pode ser 

regulada por outros agentes ou mecanismos, como os glicosídeos cardíacos 

ouabaína e digoxina, que a inibem (ROSE & VALDES, 1994), por fosforilação 

medeiada pelas proteínas quinases C e G (BOLDYREV et al, 1997; MURIEL & 

SANDOVAL, 2000; BARRIVIERA et al., 2001; MURIEL et al., 2003), bem como, por 

compostos do metabolismo energético, como a Cr (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 

2000). 

 

 

3.7. Creatina 

 

A Cr foi primeiramente isolada em 1835 por CHEVREUL em um extrato de 

carne. Quase cem anos mais tarde, FISK & SUBBAROW (1927) juntamente com 

EGGLETON & EGGLETON descobriram a PCr, que devido a sua natureza lábil foi 

chamada “fosfosgen”. Em 1930, LUNDSGAARD demonstrou que a contração 

muscular é acompanhada por uma maior quebra de PCr que produção de lactato, e 

propôs que a PCr começa um envolvimento central no suporte energético para a 

contração muscular. LOHMANN, em 1934, descobriu a reação da enzima CK, na 

qual o grupo γ-fosfato do ATP é transferido a Cr para formar ADP e PCr (Figura 9). A 

identificação das isoenzimas mitocondrial e citosólisa da CK nas décadas de 1960 e 

1970 levou SAKS e colaboradores (1978) e também BESSMAN & GEIGER (1981) a 
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propor a “lançadeira da PCr”. De acordo com essa hipótese, as isoenzimas 

mitocondrial e citosólisa da CK trabalham em direções opostas. Enquanto a 

isoenzima mitocondrial da CK catalisa a síntese de PCr a partir do ATP produzido 

através da fosforilação oxidativa na matriz mitocondrial, a isoenzima citosólisa 

catalisa a regeneração do ATP a partir da PCr nos sítios de consumo de ATP. Dessa 

maneira o sistema CK/PCr/Cr aumenta consideravelmente a capacidade total para o 

transporte intracelular do fosfato de alta energia. 

 

 
Figura 9. Reação da enzima creatina quinase (CK). 

 

A Cr (N-[aminoiminometil]-N-metil glicina) é um composto guanidínico 

endógeno sintetizado a partir da glicina, arginina e S-adenosilmetionina nos rins, 

fígado e pâncreas (WALKER & HANNAN, 1976; WYSS & KADDURAH-DAOUK, 

2000; figura 10) e transportada para o músculo e cérebro através de um processo de 

transporte ativo de alta afinidade transmembrana (WICK et al., 1999). As 

concentrações de Cr e PCr representam um sistema de reserva energética tecidual 

na medida em que mantêm constantes os níveis de ATP (WALLIMANN et al, 1992). 

 

Figura 10. Síntese de creatina. 
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 A Cr tem importância fisiológica como mecanismo de reserva energética 

(ATP), principalmente no músculo (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000), 

transferência de ATP dos sítios de produção (mitocôndria) para os sítios de 

consumo (citosol; WALLIMANN et al., 1998) e tampão energético (PAN & 

TAKAHASHI, 2007). Além disso, a Cr apresenta propriedades antioxidantes diretas 

per se (LAWLER et al., 2002; SESTILI et al., 2006) e também neuroprotetoras em 

uma variedade de doenças neurológicas (KLIVENYI et al., 1999; WENDT et al., 

2002; TABRIZI et al., 2003; 2005; BENDER et al., 2006; BÜRKLEN et al., 2006; 

HERSCH et al., 2006). Além destes achados, têm sido demonstrados efeitos 

benéficos da Cr em doenças neuromusculares e neurometabólicas 

(TARNOPOLSKY, 2007). 

 

3.7.1. Neuroproteção da Creatina em Modelos de Doenças 

Neurodegenerativas 

 

Um significante número de estudos tem demonstrado que a suplementação 

com Cr apresenta efeitos neuroprotetores em uma variedade de modelos 

experimentais de doenças neurológicas como Huntington (DEDEOGLU et al., 2003; 

TABRIZI et al., 2003; 2005; BENDER et al., 2005; HERSCH et al., 2006), esclerose 

lateral amiotrófica (KLIVENYI et al., 1999; WENDT et al., 2002; ZHANG et al., 2003), 

Alzheimer (BREWER & WALLIMANN, 2000; BÜRKLEN et al., 2006), Parkinson 

(MATTHEWS et al., 1999; ANDRES et al., 2005; BENDER et al., 2006) e também 

em danos oxidativos e excitotóxicos (MALCON et al., 2000).  

Neste contexto, em modelos de doença de Huntington, a suplementação oral 

com Cr protegeu significantemente da neurotoxicidade induzida pelo MMA e pelo 

ácido 3-nitropropiônico (3-NP) em cérebro de animais (DESHPANDE et al., 1997; 

MATTHEWS et al., 1998). Além disso, a suplementação com Cr em ratos reduziu o 

volume das lesões causadas pela administração subaguda de 3-NP em 80%. Em 

relação ao mecanismo de ação pelo qual a Cr exerce esses efeitos neuroprotetores, 

foram elaboradas as seguintes hipóteses: i) restaura as concentrações de Cr, PCr, 

ATP, GDP, AMP, NAD+, ADP e GTP, que estão reduzidas após a administração de 

3-NP; ii) protege da redução das concentrações de lactato estriatal induzidas pelo 3-

NP in vivo; iii) previne da formação de ER induzidas pela administração de MMA; iv) 
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protege do aumento da concentração de 3-nitrotirosina induzido pelo 3-NP; v) e 

reduz o aumento de Ca21 intracelular induzido pelo 3-NP, em astrócitos de estriado 

e córtex cerebral in vitro. A partir desses achados, esses estudos sugerem que por 

restaurar a depleção de ATP, a Cr e a PCr são capazes de prevenir uma cascata de 

eventos que resultam na geração de ER e conseqüentemente em morte celular. 

Alternativamente, a Cr e a CK também poderiam proteger da abertura de poros de 

transição mitocondrial, que estão relacionados com a morte celular (O'GORMAN et 

al., 1997). 

Além desses efeitos neuroprotetores da Cr em modelos de doenças 

neurodegenerativas, há relatos na literatura sobre a ação desse composto 

ergogênico na neurotoxicidade induzida por metabólitos que acumulam em alguns 

erros inatos do metabolismo (KÖLKER et al., 2001b; DAS et al., 2003; ROYES et al., 

2003; 2006; VASQUES et al., 2006).    

 

3.7.2. Neuroproteção da Creatina em Modelos de Erro Inato do Metabolismo 

 

Tem sido evidenciado que crianças com EIM na síntese ou no transporte de 

Cr exibem hipotonia, com poucas patologias relacionadas aos músculos cardíacos 

ou esqueléticos (STROMBERGER et al., 2003), no entanto, apresentam um 

conjunto de sintomas neurológicos que incluem retardo mental, atraso motor e 

convulsões epilépticas. Análises de exames de ressonância magnética nuclear 

desses pacientes demonstraram uma grave depleção dos níveis de Cr no cérebro 

(STROMBERGER et al., 2003; SYKUT-CEGIELSKA et al., 2004), sugerindo um 

envolvimento do metabolismo da Cr à nível de SNC. Estes fatos evidenciam a 

importância da Cr na função cerebral. 

HOLTZMAN e colaboradores (1998) mostraram uma maior susceptibilidade 

de recém-nascidos e ratos com 10-12 dias de vida às convulsões, e sugeriram que a 

baixa concentração de Cr e PCr no cérebro imaturo pode influenciar o aparecimento 

de convulsões após eventos hipóxicos. Nesse contexto, a injeção de Cr em ratos 

(com 10 dias de vida) três dias antes da exposição à hipóxia, recuperou os níveis de 

ATP e PCr no cérebro e diminuiu as convulsões induzidas pela hipóxia.  

 Em modelo de acidemia metilmalônica, a Cr previne o déficit energético 

cerebral, as convulsões, a produção de lactato e a geração de radicais livres no 

estriado de ratos injetados com MMA (ROYES et al., 2003; 2006). Nessa mesma 
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linha, tem sido demonstrado que a suplementação com Cr restaura os níveis de PCr 

(DAS et al., 2003) e diminui a geração de ER mitocondriais induzidas pelo 3-OH-GA 

(KÖLKER et al., 2001b), sugerindo uma ação neuroprotetora da Cr na toxicidade do 

3-OH-GA. Embora acredita-se que a Cr possa ser usada no controle da toxicidade e 

no dano relacionado à formação de ER induzidas pelo 3-OH-GA (KÖLKER et al., 

2001b), pouco se conhece sobre os efeitos protetores deste composto nas 

convulsões e o danos induzidos pelo GA (FIGHERA et al., 2006). 

 Portanto, devido à escassez de medidas terapêuticas efetivas no controle das 

convulsões e do desenvolvimento da GA-I, evidencia-se a importância da busca de 

novos compostos para um adequado tratamento (BRUNBECH & SABERS, 2002). 

Por isso, a investigação do uso da Cr é importante não somente durante os estados 

convulsivos apresentados pelos pacientes com GA-I, mas também para a 

identificação de uma terapia adjuvante para tratamento desta acidemia. 
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4. CAPÍTULOS 

 

 Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados neste 

item, o qual apresenta-se subdividido sob a forma de artigo científico (capítulo I) e 

manuscrito (capítulo II). Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos 

Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se nos mesmos. 
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4.1. Capítulo I – Avaliação do efeito da Creatina sobre as alterações 

neuroquímicas e comportamentais induzidas pelo GA em um modelo 

experimental de acidemia glutárica. 
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4.2. Capítulo II – Determinação dos efeitos de uma baixa concentração de GA 

na captação de L-[3H]glutamato e formação de ER em sinaptossomas de 

estriado de ratos in vitro. 
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ABSTRACT 

 Glutaric acidemia type I (GA-I) is an inherited metabolic disease characterized 

by accumulation of glutaric acid (GA) and striatal degeneration. Although growing 

evidence suggests that excitotoxicity and oxidative stress play central role in the 

neuropathogenesis of this disease, mechanism underlying striatal damage in this 

disorder is not well established. Thus, we decided to investigate the in vitro effects of 

GA 10 nM (a low concentration that can be present initial development this disorder) 

on L-[3H]glutamate uptake and reactive oxygen species (ROS) generation in 

synaptosomes from striatum of rats. GA reduced L-[3H]glutamate uptake in 

synaptosomes from 1 up to 30 min after its addition. Furthermore, we also provided 

some evidence that GA competes with the glutamate transporter inhibitor L-trans-

pyrrolidine-2,4-dicarboxylate (PDC), suggesting a possible interaction of GA with 

glutamate transporters on synaptosomes. Moreover, GA produced a significant 

decrease in the VMAX of L-[3H]glutamate uptake, but did not affect the KD value. 

Although the GA did not show oxidant activity per se, it increased the ROS generation 

in striatal synaptosomes. To evaluate the involvement of reactive species generation 

in the GA-induced L-[3H]glutamate uptake inhibition, trolox (0.6, 3 and 6 μM) was 

added on the incubation medium. Statistical analysis showed that trolox did not 

decrease inhibition of GA-induced L-[3H]glutamate uptake, but decreased GA-induced 

reactive species formation in striatal synaptosomes (1, 3, 5, 10, 15 and 30 min), 

suggesting that ROS generation appears to occur secondarily to glutamatergic 

overstimulation in this model of organic acidemia. Since GA induced DCFH oxidation 

increase, we evaluate the involvement of glutamate receptor antagonists in oxidative 

stress, showing that CNQX, but not MK-801, decreased the DCFH oxidation increase 

in striatal synaptosomes. Furthermore, the results presented in this report suggest 

that excitotoxicity elicited by low concentration of GA, could be in part by maintaining 

this excitatory neurotransmitter in the synaptic cleft by non-competitive inhibition of 

glutamate uptake. Thus the present data may explain, at least partly, initial striatal 

damage at birth, as evidenced by acute bilateral destruction of caudate and putamen 

observed in children with GA-I.  

Key words: glutaric acid; striatum; excitotoxicity; glutamate; synaptosomes; reactive 

oxygen species; kinetic. 
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1. Introduction 

 Glutaric acidemia type I (GA-I) is an autosomal recessive inherited 

neurometabolic disease caused by deficiency of the activity of the mitochondrial 

enzyme glutaryl-CoA dehydrogenase (GCDH; EC 1.3.99.7), characterized 

biochemically by an accumulation of glutaric acid (GA), and 3-hydroxyglutaric acid (3-

OH-GA) in the body fluids and brain tissue (GA, 500–5000 μM; 3-OH-GA, 40–200 μM) 

of affected patients (Goodman et al., 1977; Liesert et al., 1999; Goodman and 

Freman, 2001; Strauss and Morton, 2003; Strauss et al., 2003). Clinical 

manifestations of GA-I are predominantly neurological, including generalized 

convulsions, progressive dystonia and dyskinesia, especially after encephalophatic 

crises, which are accompanied by bilateral and irreversible destruction of vulnerable 

brain regions, i.e. striatum and cortex (Morton et al., 1991; Hoffmann and Zschocke, 

1999).  

In this scenario, a considerable body of evidence have indicated that GA and 3-

GA can induce brain damage by energy depletion (Ullrich et al., 1999; Silva et al., 

2000; Das et al., 2003; Ferreira et al., 2005; Latini et al., 2005a), oxidative stress 

(Latini et al., 2002, 2005b; de Oliveira Marques et al., 2003, Fighera et. al., 2006) and 

primary or secondary excitotoxicity (Kölker et al., 1999, 2000a, 2002a,b; de Mello et 

al., 2001; Porciúncula et al., 2004; Rosa et al., 2004). Furthermore, it has been 

suggested that these mechanisms might cooperate in a synergistic way to cause the 

neuropathological alterations found in GA-I patients (Kölker et al., 2004a; Wajner et 

al., 2004).  

With regard to excitotoxicity, postmortem examination of the basal ganglia and 

cerebral cortex of patients with GA-I revealed postsynaptic vacuolization characteristic 

of glutamate-mediated brain damage indicating that this process may represent an 

important mechanism underlying the pathophysiology of this disorder. (Goodman et 

al., 1977; Forstner et al., 1999; Hoffmann and Zschocke, 1999). Nevertheless, 

although there is convincing evidence of the participation of glutamate in the toxicity of 

GA,  the primary cause of striatum degeneration in GA-I is still not well defined (Kölker 

et al., 2001, 2002a,b, Koeller et al., 2002; Latini et al., 2005a; de Oliveira Marques et 

al., 2003; Ferreira et al., 2005). While some experimental findings demonstrate that 

GA and 3-OHGA are excitotoxic to cultured neurons and may interact with glutamate 

receptors or transporters (Flott-Rahmel et al., 1997; Kölker et al., 1999; 2002a,b; 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib25#bib25
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib25#bib25
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib25#bib25
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib16#bib16
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib29#bib29
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib14#bib14
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib31#bib31
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib34#bib34
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib34#bib34
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib34#bib34
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib34#bib34
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2004b; Rosa et al., 2004 ; Wajner et al., 2004), recent works did not show excitotoxic 

actions by 3-OHGA (Lund et al., 2004; Freudenberg et al., 2004). Thus, the role of 

excitotoxicity in GA-I neuropathophysiology is still under intense debate. 

Glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the brain, and its 

interaction with specific membrane receptors is responsible for many functions such 

as cognition, memory and movement (Ozawa et al., 1998). The role of glutamate in 

mammalian brain is mediated by activation of ionotropic receptors and metabotropic 

receptors (Nakanishi, 1992; Hollmann and Heinemann, 1994; Ozawa et al., 1998). 

Ionotropic receptors can be divided into N-methyl-D-aspartate (NMDA: NR1 and 

NR2A-D) and non-NMDA, the latter including the a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazole propionic acid (AMPA: GluR1-4) and kainate (GluR5-9 and KA1-2) 

receptors. Metabotropic glutamate receptors (mGluRs) have been divided into groups 

I, II and III (Conn and Pin, 1997; Ozawa et al., 1998). Glutamate receptors are 

involved in a variety of physiological processes during brain development, including 

synaptogenesis and synaptic plasticity, and present a unique profile of susceptibility to 

toxicity mediated by differential activation of the receptor subtypes (McDonald and 

Johnston, 1990). Ionotropic receptor ontogeny is characterized by rapid maturational 

changes in various forebrain structures in the rat. NMDA receptor expression reaches 

the highest level in hippocampus and neocortex in the first postnatal week, whereas 

AMPA receptors density peaks occur in the second postnatal week (Insel et al., 1990; 

Petralia et al., 1999). This variable receptor expression profile generates a regional- 

and age-specific window of susceptibility to many neurotoxins and diseases (Kölker et 

al., 2000a; Haberny et al., 2002; Jensen, 2002).  

The synaptic actions of glutamate are terminated by its removal from the 

synaptic cleft by a high-affinity sodium-dependent excitatory amino acid transporter 

(EAAT) system, mainly located in the astrocytic membranes (Danbolt, 2001; Amara 

and Fontana, 2002). The astroglial glutamate transporters GLAST (EAAT1) and GLT1 

(EAAT2) are mainly responsible for the clearance of extracellular glutamate (Rothstein 

et al., 1996; Danbolt, 2001).  

Besides its physiological effects, glutamate is also a potent neurotoxin and the 

presence of high amounts of this neurotransmitter in the synaptic cleft may lead to 

excitotoxicity by over-stimulation of glutamate receptors, a process related to 

neuropathology of acute (brain hypoxia, ischemia and trauma) and chronic 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib50#bib50
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib62#bib62
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib42#bib42
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T99-4PV2S75-2&_user=687358&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=281b7d99ffc325239cc34fed0bd821b5#bib17#bib17
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(Parkinson‟s disease, Alzheimer‟s disease and organic acidemias) brain disorders 

(Lipton and Rosenberg, 1994; Maragakis and Rothstein, 2001; Wajner et al., 2004; 

Kölker et al., 2008).  

In models of glutaric acidemia, a considerable body of evidence suggest that 

neurotoxic actions elicited by GA and 3-OHGA are due the similar chemical structure 

of this organic acids with glutamate (Flott-Rahmel et al., 1997; Lima et al., 1998; 

Kölker et al., 1999; 2000a,b; 2002a,b; Ullrich et al., 1999; Porciúncula et al., 2000; 

2004; de Mello et al., 2001; Rosa et al., 2004). In this context, it has been 

demonstrated that 3-OH-GA decreases cell viability by N-methyl-D-aspartate (NMDA) 

receptors stimulation (Kölker et al., 2000a,b) and ROS generation (Kölker et al., 

2001). Furthermore, recent studies have suggested the GA-induced neurotoxicity can 

be due inhibition of glutamate uptake related with an interaction of GA with glutamate 

transporters, leading to an increase of the glutamate levels in synaptic cleft and over-

stimulation glutamate receptors (Porciúncula et al., 2000; 2004; Magni et al., 2007). 

On the other hand, the activity of glutamate transporters can also be reduced by 

indirect mechanisms, including reactive species formation (Volterra et al., 1994; 

Nanitsos et al., 2004). 

Thus, considering that mechanism involved the primary striatal damage in the 

GA-I is not well established, we decided investigate whether low concentration of GA 

(that can be present in the initial development of this disorder -10 nM) alter L-

[3H]glutamate uptake. In this context, we evaluated the kinetic parameters dissociation 

constant (KD) and maximum velocity (VMAX) of glutamate transport to evaluate whether 

GA-induced reduction on L-[3H]glutamate uptake could be due to competitive or non-

competitive mechanism. Furthermore, we investigated the involvement of striatal ROS 

generation induced by GA on the L-[3H]glutamate uptake.  In addition, we also 

evaluated the effects of the glutamate receptor antagonists and transporters inhibitor 

on the oxidative stress and L-[3H]glutamate uptake, respectively. 

 

2. Experimental Procedures   

2.1. Animal and reagents 

Adult male Wistar rats (270-300g) maintained under controlled light and 

environment (12:12 h light-dark cycle, 22  1oC, 55% relative humidity) with free 

access to food (Guabi, Santa Maria, Brazil) and water were used. Animal utilization 

http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR14#CR14
http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR38#CR38
http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR26#CR26
http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR27#CR27
http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR28#CR28
http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR31#CR31
http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR32#CR32
http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR65#CR65
http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR54#CR54
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http://www.springerlink.com/content/g6604060hr813t12/fulltext.html#CR57#CR57
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protocols followed the Official Government Ethics guidelines and were approved by 

the University Ethics Committee. L-[3H]glutamate (49 Ci/mmol) was purchased from 

Amersham International, UK. All other reagents, including glutaric acid free acid (GA, 

99% pure), were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).  

 

2.2. Synaptosomal preparation 

The animals were sacrificed by decapitation and had their brain exposed by the 

removal of the parietal bone. A punch of the striatum was rapidly removed and 

synaptosomal preparation was obtained by isotonic Percoll/sucrose discontinuous 

gradients at 4 ºC, as previously described (Dunkley et al., 1988). Briefly, 

homogenates (10%, w/v) from striatum were made in 5 mM HEPES and 320 mM 

sucrose (pH 7.4), and centrifuged twice at 800 × g for 10 min to produce a pellet (P1) 

and a supernatant (S1). P1 was discarded and S1 was subjected to 16, 10, 7.5 % 

Percoll solution density gradient centrifugation at 24,000 × g for 10 min. The 

synaptosomal fractions were isolated, suspended and homogenized in Krebs‟ buffer 

(pH 7.4), containing in mM: 145 NaCl, 5 KCl, 1.2 KH2PO4, 1.3 MgSO4, 20 HEPES, 10 

glucose and 1.2 CaCl2 and centrifuged at 15,000 × g for 10 min. The supernatant was 

removed and the pellet resuspended in Krebs‟ buffer. The synaptosomal fraction used 

contained approximately 1 mg of protein/ml. This fraction also contained 

approximately 5% contamination with fragments of the inner and outer mitochondrial 

membranes, microsomes, myelin, as well as neural and glial plasma membranes 

(Dunkley et al., 1988; Nagy et al., 1986; Migues et al., 1999).  

 

2.3. Synaptosomal L-[3H]glutamate uptake 

Assays were performed in a final volume of 500 μl in a standard incubation 

medium composed of Krebs‟ buffer and 5 μM (3700 Bq) of L-[3H]glutamate (1.81 

GBq/mol, Amersham International, UK). 

The synaptosomal L-[3H]glutamate uptake was performed in the presence of 

GA (10 nM). This concentration of GA was previously reported to reduce L-

[3H]glutamate uptake in forebrain synaptosomes (Porciúncula et al., 2000). Controls 

did not contain glutaric acid. The uptake was carried out for 1, 3, 5, 10, 15 and 30 

minutes at 37 ºC after the addition of synaptosomes (100 μg of protein/tube) and 

stopped by centrifugation (16,000 x g for 1 min at 4 ºC). Radioactivity in the 
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synaptosomal pellet was measured in a Wallac 1409 liquid scintillation counter. The 

specific L-[3H]glutamate uptake was calculated as the difference between total uptake 

at 37 ºC and the uptake at 4 ºC (non-specific uptake).  

Kinetic analysis assay of L-[3H]glutamate uptake was performed in an 

incubation medium composed of Krebs‟ buffer in a final volume of 500 μl containing 

labeled and unlabeled glutamate at final concentrations ranging from 0.625 to 320 

µM. The synaptosomal L-[3H]glutamate uptake was performed in the presence of GA 

(10 nM). Controls did not contain GA. The uptake was carried out for 10 minutes at 37 

ºC after the addition of synaptosomes from striatum (100 μg of protein/tube) and 

followed how above described. Kinetic parameters KD and VMAX for synaptosomal L-

[3H]glutamate uptake were determined by nonlinear regression analysis (GraphPad 

Software, San Diego, CA). 

In order, to evaluate the involvement of glutamate transporters on the GA-

induced L-[3H]glutamate uptake reduction, the experiments were done in the presence 

of 50 µM L-trans-pyrrolidine-2,4-dicarboxylate (PDC), which is a substrate inhibitor of 

glutamate transporters. 

To evaluate whether oxidative stress could alter GA-induced L-[3H]glutamate 

uptake reduction, other experiment was done in the presence of the synthetic 

antioxidant trolox (0.6, 3 and 6 µM), a water-soluble derivative of vitamin E with potent 

antioxidant properties, for 10 minutes at 37ºC (Dreiem and Seegal, 2007). 

 

2.4. Synaptosomal Reactive Species Formation 

Reactive oxygen species were assayed using 2‟,7‟- dichlorofluorescein 

diacetate (DCFH-DA), which is de-esterefied within synaptosomes to the ionized free 

acid, dichlorofluorescein, DCFH. This is trapped within cells and thus accumulated. 

DCFH is capable of being oxidized to the fluorescent 2‟,7‟- dichlorofluorescein by 

rective oxygen. The utility of this probe in isolated subcellular cerebral systems has 

been described (Bondy et al., 1998). Assays were performed in a final volume of 2000 

μl in a standard incubation medium composed of Krebs‟ buffer, 100 μl synaptosomes 

(1mg/ml). The synaptosomes were loaded with 5 μM DCFH-DA for 15 min at 37ºC. 

This incubation was stopped by centrifugation (16,000 x g for 5 min). The 

synaptosomal pellet was resuspended in Krebs‟ buffer in a final volume of 2000 μl. In 

this solution was added GA 10 nM and was read a long time for 1, 3, 5, 10, 15 and 30 

min at 37ºC. Controls did not contain GA. The fluorescence was determined on a 
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spectrofluorometer, with excitation wavelength at 488 nm, and emission wavelength 

525 nm. 

Other experiment was done in the presence of trolox (0.6, 3 and 6 µM) for 10 

minutes at 37ºC (Dreiem and Seegal, 2007), to evaluate whether this antioxidant 

could decrease GA-induced synaptosomal reactive species formation. 

The synaptosomal reactive species formation was also determined in the 

presence of NMDA glutamate receptor antagonist, dizocilpine (MK-801; 5 μM) 

(Tavares et al., 2000) and non-NMDA glutamate receptor antagonist, 6-cyano-7-

nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX; 100 μM) (Barnes et al., 1994), to investigate the 

involvement of glutamate receptors on the GA-induced DCFH oxidation increase in 

striatal synaptosomes. 

 

2.5. Lactate dehydrogenase (LDH) assay 

 Synaptosomes were incubated at 37 °C for 30 min in Krebs‟ buffer in the 

presence or absence of 10 nM GA. Viability was assessed by measuring the release 

of the cytosolic enzyme lactate dehydrogenase (LDH). LDH measurement was carried 

out in 25 μl aliquots using the LDH kit from Labtest reagents, Brazil. The LDH activity 

in the incubation medium was assayed spectrophotometrically at a wavelength of 340 

nm. The results were expressed as percentage of total LDH release. Total LDH 

release (100% release) was achieved with 1% Triton X-100 in the incubation medium. 

Under the experimental conditions used, no changes in LDH were observed. 

 

2.6. Chemiluminescence generated in cell-free systems 

 The assays were conducted in a standard medium composed of phosphate 

buffered saline (PBS, 10 mM KH2PO4 and 150 mM NaCl, pH 7.4) and luminol (50 

mM, prepared daily in PBS) mixture. In this medium was added H2O2 (3.5 mM) or GA 

(10 nM). Controls contained only phosphate buffered saline and luminol mixture. 

Chemiluminescence generated was measured continuously for 3 min (Yildiz et al., 

1998). 

 

2.7. Protein determination 

          Protein content was measured colorimetrically by the method of Bradford 

(1976) using bovine serum albumin (1 mg/ml) as a standard. 
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2.8. Statistics 

The synaptosomal L-[3H]glutamate uptake and DCFH oxidation were analyzed 

by one- or two-way ANOVA, with time of measures treated as within subject factor, 

depending on the experimental design, followed by a Student-Newman-Keuls test. 

Data from kinetic analysis of Na+-dependent transport of synaptosomal L-

[3H]glutamate uptake in the presence and absence the GA were analyzed by a 

student's t-test for paired and independent samples. Effect of trolox in the 

synaptosomal L-[3H]glutamate uptake and DCFH oxidation were analyzed by a 2 

(presence or absence of trolox) × 2 (presence or absence of GA) factorial ANOVA. 

Effect of PDC in the synaptosomal L-[3H]glutamate uptake was analyzed by a 2 

(presence or absence of PDC) × 2 (presence or absence of GA) factorial ANOVA. 

Effect of glutamate receptor antagonists, MK-801 and CNQX, in the DCFH oxidation 

was analyzed by a 2 (presence or absence of MK-801/CNQX) × 2 (presence or 

absence of GA) factorial ANOVA. Post hoc analyses were carried out by the F test for 

simple effect or the Student-Newman-Keuls test, when appropriate. All data are 

expressed as mean ± S.E.M. P<0.05 was considered significant. 

 

3. Results  

 We first evaluated the effect GA (10 nM) on L-[3H]glutamate uptake by striatum 

synaptosomes of rats. Figure 1 shows that GA significantly decreased L-[3H]glutamate 

uptake into striatum synaptosomes as compared to controls [F(5,60)=23.56; P<0.001]. 

In order to verify whether cellular death could be responsible for the GA-induced 

glutamate uptake reduction, we evaluated the viability of striatum synaptosomes 

measured by LDH release assays. Statistical analysis revealed that synaptosomes 

incubated for 30 min with GA (10 nM) showed no significant leakage of the cytosolic 

marker LDH as compared to controls. Percentages of the total LDH content achieved 

by synaptosomal disruption with Triton X-100 were: 25.71 ± 2.51 (control); 25.06 ± 

2.04 (GA 10 nM, n = 4 experiments). 

Next experiments, we evaluated the involvement of the inhibitor of glutamate 

transporters PDC on the Na+-dependent L-[3H]glutamate uptake in the presence or 

absence of GA in striatal synaptosomes.  We observed that both GA and PDC 

inhibited Na+-dependent L-[3H]glutamate uptake. Furthermore, GA did not change the 

inhibitory effect of PDC [F(1,16)=12.7; P<0.005] (Figure 2). 
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Figure 3 shows alterations on kinetic parameters of the glutamate uptake 

induced by the low concentration of GA. The hyperbolic glutamate concentration-

velocity curve demonstrates typical substrate saturation kinetics expected of Na+-

dependent glutamate transport in synaptosomes, with KD value of 29.8±4.4 µM and 

VMAX of 77.5±3.5 µmoles/kg protein/min. Statistical analysis revealed that GA 

significantly decreased [t=2.35; P<0.05] VMAX (to 66.6±2.8 µmoles/kg protein/min) and 

did not change [t=0.91; P>0.05] KD value (23.6±3.4 µM) of glutamate uptake as 

compared to controls.  

Considering that glutamate uptake transporters can also be reduced by indirect 

mechanisms, including reactive species formation, we decided to verify the effect of 

GA on the synaptosomal oxidative stress. Statistical analysis that GA did not show 

oxidant activity per se as compared to H2O2 (data not shown), but increased [F(5,30)= 

80.06; P<0.001] DCFH oxidation in striatal synaptosomes at all times (1, 3, 5, 10, 15 

and 30 min), as compared to control (Figure 4). In addition, we observed that trolox 

(0.6, 3 and 6 µM) decreased [significant treatment (control or trolox) by treatment 

(control or GA) interaction: F(3,24)=8.37; P<0.001] GA-induced oxidative stress 

production by synaptosomal preparations from striatum (Figure 5). However, 

statistical analysis revealed that trolox (0.6, 3 and 6 µM) did not decrease inhibition of 

glutamate uptake [F(3,56)=0.76; P>0.05] induced by GA (Figure 6).  

Since GA increased DCFH oxidation in striatal synaptosomes, we decided to 

investigate whether ionotropic glutamate receptors were involved in the currently 

described increase of oxidative stress by GA. Statistical analysis showed that the non-

NMDA glutamate receptor antagonist CNQX decreased [F(2,24)=6.49; P<0.01] GA-

induced DCFH oxidation increase (Figure 7). In contrast, the addition of the NMDA 

glutamate receptor antagonist MK-801 in medium of incubation did not protect against 

GA-induced oxidative stress. These results agree with previous studies that 

demonstrated the lack of effect of NMDA glutamate antagonists against GA-induced 

decrease of Na+-independent glutamate binding to synaptic membranes and 

convulsions (Lima et al., 1998; Dalcin et al., 2007). 
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4. Discussion 

 

Although the pathophysiology of GA-I is not yet fully established, the 

excitotoxicity has been proposed as an important neurotoxic mechanism in GA-I, 

especially due to the structural similarity between glutamate, GA and 3-OH-GA (Flott-

Rahmel et al., 1997; Lima et al., 1998; Kölker et al., 1999, 2004b; Wajner et al., 2004; 

Rosa et al.,2004). It is conceivable that some conflicting results about GA-induced 

excitotoxicity could be due to the ontogenetic and organ specific differences of 

glutamate receptor and transporter expression (McDonald and Johnston, 1990; 

Ullensvang et al., 1997; Furuta et al., 1997; Ozawa et al., 1998). Therefore, the 

present investigation was undertaken to evaluate the effect of GA, at the lower 

concentration present during initial development of GA-I, on L-[3H]glutamate uptake 

and reactive species formation from striatum synaptosomal of rats. Furthermore, we 

evaluated, for first time, what kinetic parameters of glutamane uptake could be altered 

by GA. 

In the present study, we have initially shown a time curve where the GA 

decreased L-[3H]glutamate uptake from striatal synaptosomes in all times tested. 

However, this effect was not due to cellular death, as evidenced by LDH viability test, 

suggesting that specific glutamate transporters localized in striatum could be 

responsible for that effect. Considering that the glial GLAST and GLT1 glutamate 

transporters and the neuronal glutamate transporter EAAC1 can be present in 

synaptosomes preparations (Tanaka et al., 1997; Danbolt, 2001), it is plausible to 

propose that one or more of these transporters could serve as a target for GA 

inhibitory effect. In agreement with this view, previous studies have demonstrated that 

glutamate uptake in synaptosomal preparations is mediated by GLT1 transporters 

(Robinson et al., 1993; Bridges et al., 1999). Moreover, it has been demonstrated that 

synaptosomes prepared from GLT1 deficient mutant mice have very low uptake 

activities (Tanaka et al., 1997; Danbolt, 2001). Furthermore, Western blotting analysis 

revealed that EAAC1 and GLAST transporters are also present on the striatum of rats 

at later ages (Furuta et al., 1997). 

An important result of the present investigation was that a low concentration of 

GA (10 nM) significantly reduced the efficacy (VMAX), but not the affinity (KD) of 

glutamate uptake in striatal synaptosomes. These findings suggest that glutamate 
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uptake reduction induced by low concentration of GA is due non-competitive 

inhibition. Our results are in agreement with previous findings demonstrating that a 

high concentration of GA (1 mM) may reduce glutamate uptake in synaptosomes of 

whole brain (Porciúncula et al., 2000). Moreover, it was shown that 1 mM, but not 1 or 

10 nM, of GA reduced the sodium-dependent glutamate binding in plasma 

membranes of whole brain, indicating that GA directly interacts with glutamate 

transporters (Porciúncula et al., 2000). In accordance with that idea that low 

concentration of GA did not directly interact with glutamate transporter, our kinetic 

data reveled that GA (10 nM) did not alter KD value for glutamate uptake in striatal 

synaptossomes. Furthermore, the reduction in glutamate uptake produced by low 

concentrations of GA is mediated by a decrease in VMax, which is consistent with a 

non-competitive inhibition of glutamate transporters. Thus, GA could reduce glutamate 

uptake directly by an interaction with an alosteric site in glutamate transporters (as 

acts reactive species). In fact, our experiments showed that the simultaneous addition 

of the glutamate transporter inhibitor PDC (50 M) and GA (10 nM) did not alter the 

inhibitory effect on the glutamate uptake in striatal synaptosomes compared to the 

effect elicited by PDC alone, indicating that GA can be binding to glutamate 

transporters and that this disturbance of glutamatergic neurotransmission may 

explain, at least in part, cerebral damage observed in GA-I. 

Other point to be considered is that glutamate transporter activity can be 

inhibited by oxidation (Volterra et al., 1994; Trotti et al., 1996, 1998; Nanitsos et al., 

2004). Thus, we evaluated whether GA-induced glutamate uptake reduction can be 

due to reactive species formation in the striatum synaptosomes of rats. Although 

trolox protects against GA-induced DCFH oxidation increase in all concentrations, it 

did not protect against GA-induced glutamate uptake reduction on the synaptosomes 

of cerebral structure studied, suggesting that ROS formation is a late event in the GA-

induced neurotoxicity. Our results are in agreement with previous findings 

demonstrating that even though trolox may reduce DCFH increase to control levels 

(Dreiem and Seegal, 2007), it provides no protection against inhibition of aspartate 

uptake induced by methylmercury (MeHg) (Allen et al., 2001). Taken together these 

observations, our results suggest that the excitotoxicity induced by low GA 

concentration can be the initial mechanism of striatal damage and that free radical 

generation can occur secondarily to glutamatergic overstimulation, a fact that may be 



Capítulos 
 

 61 

related to striatum degeneration observed in GA-I patients. Furthermore, since that a 

previous study showed that GA inhibited synaptosomal glutamate uptake at 1mM 

concentration (Porciúncula et al., 2000), it may be presumed that much lower 

intracellular concentrations of GA (10 nM) are sufficient to inhibit glutamate transport 

and increase oxidative stress. In line of this view, it has been reported that slight 

reduction on the excitatory neurotransmitter uptake can account an excitotoxic 

response (Allen et al., 2001). 

Besides, we cannot rule out the possibility of that GA may also stimulate 

glutamate receptors since we found that DCFH oxidation increase provoked by GA 

was significantly attenuated by the non-NMDA receptor antagonist, but not by MK-

801, suggesting that these receptors contributed, at least partly, to the GA-induced 

oxidative stress. Our present findings may possibly explain a previous in vivo report 

showing that the behavioral alterations and convulsions provoked by intrastriatal 

administration of GA, in the same dose that caused oxidative stress (Fighera et al., 

2006), were prevented by the non-NMDA antagonist DNQX, but not by the NMDA 

antagonist MK-801 in adult rats (Lima et al., 1998). Reinforcing this point, a recent 

report also showed that GA can bind to non-NMDA receptors in brain from rats 

(Porciúncula et al. 2004; Dalcin et al., 2007).  

In addition, it has been demonstrated that glutamate transporters are mainly 

responsible for the maintenance of low extracellular glutamate concentrations 

(Rothstein et al., 1996; Danbolt, 2001; Amara and Fontana, 2002). Moreover, the 

transporter system present in synaptosomes has been considered as an important 

step for the modulation of the glutamatergic system by controlling the glutamate–

glutamine cycle (Otis, 2001). Thus, inhibiting glutamate uptake, GA probably alters the 

synaptic turnover of glutamate, possibly leading to an increased cytosolic pool of the 

excitatory neurotransmitter, which in turn may result stimulation of glutamate 

receptors, causing intracellular Ca2+ increase, and leading to ROS generation 

(Volterra et al., 1994; Nanitsos et al., 2004). We hypothesize that this sequence of 

events is responsible for the GA-induced neurochemical alterations reported here. 

Taken together these observations and previous reports demonstrating that low GA 

concentration inhibits glutamate uptake (Porciúncula et al. 2004) and markedly 

reduces viability of neurons in culture via glutamate receptors (Kölker et al. 2000a,b), 

it is conceivable that our results may be related to these findings.  
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In this context, these mechanisms may explain the involvement of the 

glutamatergic system in the neuronal toxicity, convulsions and oxidative damage 

elicited by GA in rats (Kölker et al., 2001; Fighera et al., 2006; Magni et al., 2007; 

Rosa et al., 2007). Furthermore, the results presented in this report may be related to 

some of the pathological changes observed in patients with GA-I such as the post-

synaptic vacuolization characteristic of excitotoxic neuronal death (Olney, 1980), 

which has been described in post-mortem examination of the brain of patients with 

GA-I (Amir et al., 1987). In fact, previous studies have demonstrated the presence of 

glutamate receptors in the basal ganglia and the characteristic lesions of these 

cerebral structures in GA-I (Amir et al., 1987; Goodman et al., 1995). 

To determine precisely whether the induction of free radicals by GA occurs 

indirectly via its inhibitory activity on cellular metabolism, or whether it is a direct 

source of free radicals because of its chemical reactivity, we verified whether GA (10 

nM) could increase chemiluminescence in cell-free system. We observed that GA did 

not show oxidant activity per se (data not shown), indicating that chemical reactivity of 

GA is not direct source of free radicals. In addition, these results reinforce the 

assumption that ROS generation elicited by this organic acid occur indirectly (Wajner 

et al., 2004) and that, in low concentration, some degree of cellular intactness is 

required to GA induce oxidative damage. In this context, it has been proposed that GA 

and 3-OHGA induce striatal degeneration by disrupting mitochondrial energy 

metabolism (Ulrich et al., 1999; Das et al., 2003; Ferreira et al., 2005), increasing 

glutamatergic neurotransmission (Wajner et al., 2004) and promoting oxidative stress 

(de Oliveira Marques et al., 2003; Latini et al., 2002; 2005b), which ultimately causes 

secondary excitotoxicity (Kölker et al., 1999; 2000a,b, 2002a,b; Porciúncula et al., 

2004; Rosa et al., 2004).    

 Mechanisms other than glutamatergic facilitation have been claimed to account 

for the neurotoxic actions of GA, such as Na+,K+-ATPase activity and GABAergic 

mechanisms inhibition induced by GA (Fighera et al., 2006), inhibition of α-

ketoglutarate dehydrogenase complex by glutaryl-CoA (Sauer et al., 2005) and 

bioenergetic impairment  (Sauer et al., 2005). Therefore, we cannot rule out that the 

neurotoxic effects of GA on the glutamate uptake and free radicals production may be 

mediated, at least in part, by one of these mechanisms (Fighera et al., 2006; Sauer et 

al., 2006). However, specific studies are necessary to determine the involvement of 

these alternative mechanisms in the currently described excitotoxic effect of GA-
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induced on glutamate uptake and oxidative stress increase, and if these events are 

closely linked. 

 As regards to the physiological significance of our findings, although we cannot 

establish with certainty whether our in vitro data is related to the neurotoxicity 

observed in GA-I in vivo, it should be emphasized that the effects provoked by GA 

were observed with concentrations similar to those encountered in brain of glutaric 

acidemic patients (Goodman et al., 1977; Kölker et al., 2003; Külkens et al., 2005, 

Sauer et al., 2006). Furthermore, the degree of alterations of the glutamatergic system 

detected in our study is accepted to cause excitotoxicity in systems testing the effect 

of potential excitotoxins (Ozawa et al., 1998; Allen et al., 2001; Danbolt, 2001; 

Meldrum, 2002).  

In conclusion, to our knowledge this is the first report showing a kinetic study to 

glutamate uptake in the presence GA in striatum synaptosomes of rats. Furthermore, 

taken together our results suggest that the inhibition of glutamate uptake on 

synaptosomes by the metabolite could result in elevated concentrations of the 

excitatory neurotransmitter in the synaptic cleft and secondary stimulation of 

glutamate receptors by GA (a glutamate structurally similar molecule). This 

glutamatergic neurotransmission increase can lead to reactive species formation and 

potentially causing excitotoxicity to neural cells, a fact that may be related to the brain 

damage characteristic of glutaric acidemia type I. The present data may explain, at 

least partly, initial striatal damage at birth, as evidenced by acute bilateral destruction 

of caudate and putamen observed in children with GA-I (Goodman, 2004). However, 

further investigation should be carried out to define initial mechanisms that can be 

involved on striatum degeneration in this disorder. 

 

Acknowledgements 

Work supported by CNPq (grant: 500120/2003-0), C.F. Mello, J. Ferreira and A.F. 

Furian are the recipients of CNPq fellowships. M. Schneider Oliveira and D. V. Magni 

are the recipients of CAPES fellowships. 

 

 



Capítulos 
 

 64 

Figure Legends  

Figure 1. Effect of glutaric acid (10 nM) on L-[3H]glutamate uptake by synaptosome 

from striatum of rats. Data are mean ± S.E.M. for n= 6 in each group. *P<0.001 as 

compared to control (Student-Newman-Keuls test). 

Figure 2. Effect of PDC (in the absence and presence glutaric acid) on L-

[3H]glutamate uptake by synaptosome from striatum of rats. Data are mean ± S.E.M. 

for n= 5 in each group. *P<0.005 as compared to control; #P<0.005 as compared to 

GA group (Student-Newman-Keuls test). 

 

Figure 3. Effect of glutaric acid (10 nM) on kinetic analysis of high affinity, Na+ -

dependent transport L-[3H]glutamate uptake by synaptosome from striatum of rats. 

Data are mean µmol/kg protein/min ± S.E.M. for n= 6 in each group. Corresponding 

kinetic analysis (VMAX = µmol/kg protein; KD = µM) are provided and insert in table. 

*P<0.05 as compared to control (Student's t-test). 

 

Figure 4. Effect of glutaric acid on DCFH oxidation by synaptosome from striatum of 

rats. The  DCFH oxidation increase initiated 1 min after GA administration and 

persisted up to the end of the incubation period (30 min).  Data are the means ± SEM 

n = 4 animals in each group. *P<0.001 compared with control (Student-Newman-

Keuls test). 

Figure 5. Effect of trolox (in the absence and presence glutaric acid) on DCFH 

oxidation by synaptosome from striatum of rats. Data are mean ± S.E.M. for n= 6 in 

each group. *P<0.001 as compared to control; #P<0.001 as compared to GA group 

(Student-Newman-Keuls test). 

Figure 6. Effect of trolox (in the absence and presence glutaric acid) on L-

[3H]glutamate uptake by synaptosome from striatum of rats. Data are mean ± S.E.M. 

for n= 6 in each group. *P<0.05 compared with control (Student-Newman-Keuls test). 

Figure 7. Effect of MK-801 (5 µM) and CNQX (100 µM) (in the absence and presence 

glutaric acid) on DCFH oxidation by synaptosome from striatum of rats. Data are 

mean ± S.E.M. for n= 5 in each group. *P<0.01 as compared to control; #P<0.01 as 

compared to GA group (Student-Newman-Keuls test). 
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5. DISCUSSÃO  

 

 A acidemia glutárica é um erro inato do  metabolismo caracterizado, 

bioquimicamente, pelo acúmulo principal de GA e 3-OH-GA nos líquidos biológicos e 

tecidos dos pacientes afetados (GOODMAN et al., 1977; FUNK et al., 2005; 

KÖLKER et al., 2006), sendo que o acúmulo desses ácidos orgânicos tem sido 

considerado o responsável pelas alterações patológicas apresentadas por estes 

pacientes (FLOTT-RAHMEL et al., 1997; LIMA et al., 1998; HOFFMANN & 

ZSCHOCKE, 1999; GOODMAN, 2004; WAJNER et al., 2004). Desde que os 

tratamentos atuais utilizados na terapêutica da GA-I não são completamente 

eficazes na prevenção das manifestações clínicas e principalmente da degeneração 

estriatal apresentada pelos pacientes glutaricoacidêmicos (STRAUSS & MORTON, 

2003), se faz necessária a busca por compostos que possam auxiliar no tratamento 

dessa acidemia. Neste contexto, a administração de Cr, um composto ergogênico, 

tem apresentado efeitos protetores em uma ampla variedade de doenças 

neurodegenerativas (WENDT et al., 2002; ZHANG et al., 2003; ANDRES et al., 

2005; BENDER et al., 2005; 2006; BÜRKLEN et al., 2006; HERSCH et al., 2006;) e 

também em acidemias orgânicas (KÖLKER et al., 2001b; DAS et al., 2003; ROYES 

et al., 2003; 2006; VASQUES et al., 2006). A partir disso, decidiu-se investigar o 

efeito a administração aguda de Cr sobre as convulsões e o dano oxidativo 

induzidos pela administração intra-estriatal de GA. 

 Primeiramente o presente estudo confirmou resultados anteriores que o GA 

elucida convulsões comportamentais e eletrográficas, e aumenta a geração de ER 

em ratos in vivo (FIGHERA et al., 2006). Além disso, foi demonstrado pela primeira 

vez, que uma única administração oral de Cr oferece proteção significativa ao 

aumento do conteúdo de proteína carbonil, a redução da atividade da Na+,K+ATPase 

e as convulsões comportamentais e eletrográficas induzidas pelo GA in vivo. Este 

estudo também evidenciou que a Cr protege da redução da captação de L-

[3H]glutamato induzida pelo GA em sinaptossomas de estriado de ratos in vitro. 

 Nossos primeiros resultados evidenciaram que a injeção intraestriatal 

unilateral de GA (4 μmol/estriado) causa convulsões comportamentais, 

apresentando um baixo limiar para o primeiro episódio convulsivo e uma duração 

elevada das convulsões, sendo que estes achados comportamentais foram 
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confirmados através de registros eletroencefalográficos. Neste contexto, o aumento 

na freqüência da onda delta, evidenciada no estriado e no córtex após a 

administração de  intra-estriatal de GA, estão de acordo com ajados de FUJIMOTO e 

colaboradores (2000), que demonstraram descargas sincrônicas periódicas, 

caracterizadas por intermitentes ondas delta positivas de 4-6 Hz e 100-200 μV na 

estrutura cortical de um paciente com GA-I durante um episódio de encefalopatia 

aguda. De acordo com dados na literatura, existe um grande número de evidências 

sugerindo que o acúmulo de GA pode estar envolvido com o aparecimento dos 

episódios convulsivos e com as alterações neurológicas observadas nos pacientes 

com GA-I (LIMA et al., 1998; KÖLKER et al., 1999; 2001a,b; 2002b; FIGHERA et al., 

2006). 

 Uma disfunção no metabolismo e na homeostase do glutamato tem sido 

relacionada com a neuropatogênese de várias doenças cerebrais, incluindo a 

epilepsia (KELLY & STANLEY, 2001). Alguns estudos têm mostrado que a inibição 

dos transportadores de glutamato conduz a uma atividade neuronal recorrente, 

caracterizada por periódicas despolarizações celulares e surtos de potenciais de 

ação (DEMARQUE et al., 2004). Este efeito oscilatório altera o padrão dos surtos 

paroximais recorrentes bilaterais seguido por oscilações beta-gama cortical (MILH et 

al., 2007). Neste contexto, resultados da literatura sugerem que a redução na 

captação de glutamato induzida pelo GA (PORCIÚNCULA et al., 2000; 2004) pode 

levar a um aumento na atividade excitatória, a qual pode facilitar o aparecimento das 

convulsões comportamentais e eletrográficas (FIGHERA et al., 2006). Além disso, 

desde que a disfunção mitocondrial e conseqüente depleção de ATP são eventos 

envovidos nas convulsões e do estresse oxidativo (CASSARINO et al., 1999), é 

plausível propor que um distúrbio do metabolismo energético, elucidado por este 

ácido orgânico (FUNK et al., 2005; FERREIRA et al., 2005), conduz a uma 

hiperexcitabilidade neuronal, convulsões e estresse oxidativo.  

 Em relação a esses achados e com base na correlação positiva entre a 

duração das convulsões e a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase induzida pelo 

GA (FIGHERA et al., 2006), sugere-se também que uma inibição de alvos seletivos 

pelos radicais livres, como a Na+,K+-ATPase, tem um importante papel na  

hiperexcitabilidade neuronal e no concomitante dano oxidativo elucidado pelo GA. 

Por outro lado, é crítico enfatizar que, neste modelo de acidemia orgânica, uma 

inibição metabólica primária induzida pela injeção intraestriatal de GA pode alterar a 
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disponibilidade de ATP para vários processos regulatórios, alterando a regulação 

normal da atividade da Na+,K+-ATPase. Neste contexto, estudos anteriores têm 

proposto que o óxido nítrico, o monóxido de carbono e receptores de glutamato 

NMDA modulam a atividade da Na+,K+-ATPase através da ativação de proteínas 

quinases G e C regulatórias, nos quais os radicais livres desempenham uma função 

modulatória (NATHANSON et al., 1995; PETRUSHANKO et al., 2006). Entretanto, 

estudos complementares são necessários para esclarecer esta hipótese. 

 Além disso, este estudo mostrou que o tratamento prévio com Cr (300 mg/kg, 

vo) protegeu contra o aparecimento das convulsões comportamentais e 

eletrográficas, do aumento do conteúdo de proteína carbonil e da inibição da 

atividade da Na+,K+-ATPase induzidas pelo GA. Por outro lado, este trabalho 

também revelou que a Cr (50 e 150 mg/kg, vo), em doses capazes de prevenir o 

aumento do conteúdo de proteína carbonil induzido pelo GA, não impediu as 

convulsões e a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase, sugerindo que o dano 

oxidativo parece ocorrer separadamente dos episódios convulsivos (FIGHERA et al., 

2006) e que o efeito da Cr em reduzir o conteúdo de proteína carbonil não está 

relacionada a sua ação anticonvulsivante. Entretanto, devemos considerar que alvos 

seletivos, como a Na+,K+-ATPase, que poderia não contribuir significativamente com 

a quantidade total de proteína carbonil, poderia ser responsável pelas convulsões 

induzidas pelo GA. Dessa forma, se esses alvos forem mais sensíveis ao dano 

oxidativo, eles poderiam requerer proteção antioxidante adicional, o que poderia ser 

oferecido pelo aumento das doses de Cr. Portanto, não é possível excluir a 

participação de mecanismos antioxidantes na ação anticonvulsivante da Cr neste 

modelo de acidemia. 

 Nessa linha de visão, alguns estudos mostram que o efeito neuroprotetor da 

Cr, em vários processos neurodegenerativos, envolve a ação no metabolismo 

energético intracelular, a prevenção do aumento dos níveis de Ca2 + e de ER 

intramitocondriais, os quais estão relacionados com a morte celular e a 

excitotoxicidade (O'GORMAN et al., 1997; LEIST & NICOTERA, 1998; DOLDER et 

al., 2003; KLIVENYI et al., 2003; ANDRES et al., 2005). Além disso, recentes 

estudos indicam que a Cr exerce citoproteção devido a sua atividade antioxidante 

direta (SESTILI et al., 2006). Portanto, é possível que a estabilização do 

metabolismo energético intracelular e as propriedades antioxidantes da Cr também 
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podem ser responsáveis pela proteção evidenciada neste modelo de acidemia 

glutárica. 

 Muitos estudos têm investigado o envolvimento da neurotransmissão 

glutamatérgica e GABAérgica sobre a neurotoxicidade induzida pelo GA e 3-OH-GA 

(WAJNER et al., 2004). Nexte contexto, evidenciamos que o GA (10 nM) inibiu a 

captação de L-[3H]glutamato em sinaptossomas estriatais de ratos, concordando 

com os trabalhos de PORCIÚNCULA e colaboradores (2000; 2004), que mostraram 

que o GA reduz a captação de L-[3H]glutamato em sinaptossomas de cérebro de 

ratos e em culturas de astrócitos. Desde que existem evidências de que substâncias 

que aumentam função GABAérgica e/ou inibem a transmissão glutamatérgica 

podem diminuir os episódios convulsivos e o estresse oxidativo (KARPIAK et al., 

1981; AMATO et al., 1999; FIGHERA et al., 2003; ROYES et al., 2003, 2006), 

podemos especular que a redução da captação de L-[3H]glutamato induzida por este 

ácido orgânico pode facilitar a ativação dos receptores glutamatérgicos e, 

conseqüentemente, as convulsões. Tem sido demonstrado que inibidores dos 

transportadores de glutamato podem facilitar o aparecimento de episódios 

convulsivos durante a falência energética (SEPKUTY et al., 2002; DEMARQUE et 

al., 2004). Desde que o GA induz prejuízo energético celular e estresse oxidativo 

(FERREIRA et al., 2005), a Cr pode ter agido como um antioxidante, por manter a 

bioenergética mitocondrial e proteger os neurônios do dano excitotóxico causados 

pelo GA por reduzir a concentração deste aminoácido excitatório na fenda sináptica.  

Entretanto, o exato mecanismo pelo qual o GA reduz a captação de L-

[3H]glutamato ainda não está bem esclerecido. Foi sugerido que a inibição da 

captação de L-[3H]glutamato pode ser devido a uma interação direta do GA com os 

transportadores de glutamato (PORCIÚNCULA et al., 2004) ou por mecanismos 

indiretos, incluindo a formação de ER e redução da atividade da Na+,K+-ATPase  

(VOLTERRA et al., 1994; NANITSOS et al., 2004). Assim, a redução da captação de 

glutamato pelo GA podem estar relacionada com a sua capacidade de induzir 

estresse oxidativo e reduzir a atividade da Na+,K+-ATPase, desde que a Cr foi capaz 

de prevenir a formação de ER e a redução da atividade da Na+,K+-ATPase induzidas 

pelo GA. 

Em resumo, esta primeira parte do presente estudo relata que administração 

estriatal de GA induz comportamento convulsivo, aumento do conteúdo de proteína 

carbonil e diminui a atividade da Na+,K+-ATPase, além de demonstrar pela primeira 
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vez, que esses danos são prevenidos pela administração oral aguda de Cr. Além 

disso, a Cr também protegeu da redução da captação de L-[3H]glutamato 

sinaptossomal induzida pelo GA in vitro. Apesar do mecanismo preciso da 

degeneração estriatal e do comportamento convulsivo dos pacientes com GA-I não 

ser conhecido, é plausível propor que compostos como a Cr, que diminuem a 

toxicidade induzida pelo GA, avaliada por parâmetros comportamentais e 

neuroquímicos, podem ser úteis como terapia adjuvante no acúmulo de GA. No 

entanto, estudos clínicos devem ser realizados a fim de avaliar a sua eficácia clínica 

em pacientes com GA-I. 

Desde que os ácidos orgânicos acumulados nesta acidemia são considerados 

os responsáveis pelas alterações patológicas apresentadas pelos pacientes 

glutaricoacidêmicos, uma melhor compreensão das ações neurotóxicas desses 

ácidos orgânicos possibilitará o desenvolvimento de terapias mais efetivas para as 

crianças afetadas por esta acidemia orgânica (STRAUSS & MORTON, 2003). 

 Portanto, esta segunda parte da presente investigação foi realizada para 

avaliar o efeito de uma baixa concentração de GA (10 nM), que possivelmente pode 

estar presente no início da GA-I, na captação de L-[3H]glutamato e na formação de 

ER em sinaptossomas de estriado de ratos. Além disso, avaliamos pela primeira vez 

quais os parâmetros cinéticos da captação de L-[3H]glutamato que poderiam ser 

alterados pela presença do GA. Também verificamos a participação dos 

transportadores de glutamato na captação deste neurotransmissor na presença do 

GA. E por fim, investigamos o envolvimento dos receptores de glutamato NMDA e 

não-NMDA na formação de ER induzidas por esse ácido orgânico. 

 Mostramos inicialmente uma curva de tempo onde o GA diminuiu a captação 

de L-[3H]glutamato estriatal em sinaptossomas em todos os tempos testados. Sendo 

que este efeito não foi devido à morte celular,  sugere-se que os transportadores de 

glutamato específicos localizados no estriado poderiam ser responsáveis por esse 

efeito. Além disso, considerando que os transportadores de glutamato gliais GLAST 

e GLT1 e o transportador de glutamato neuronal EAAC1 estão presentes em 

preparações sinaptossomais (TANAKA et al., 1997; DANBOLT, 2001), é plausível 

propor que um ou mais desses transportadores poderão servir como alvo para o 

efeito inibitório do GA (ROSA et al, 2007). Nesse contexto, estudos anteriores têm 

demonstrado que a captação L-[3H]glutamato em preparações sinaptossomais pode 

ser medeiada por transportadores GLT1 (ROBINSON et al., 1993; Pontes et al., 
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1999). Além disso, foi demonstrado que sinaptossomas preparados a partir de 

camundongos mutantes deficientes de GLT1 apresentam atividade de captação 

muito baixa (TANAKA et al., 1997; DANBOLT, 2001).  

  Um importante resultado da presente investigação foi que uma baixa 

concentração de GA (10 nM) reduziu significativamente a eficácia (VMax), mas não a 

afinidade (KD) na captação de L-[3H]glutamato em sinaptossomas de estriado. Estes 

resultados sugerem que a redução da captação de L-[3H]glutamato induzida por esta 

baixa concentração de GA é devida a uma inibição não competitiva. Nossos 

resultados estão de acordo com resultados anteriores que demonstram que uma alta 

concentração de GA (1 mM) pode reduzir a captação de L-[3H]glutamato em 

sinaptossomas de cérebro (PORCIÚNCULA et al., 2000). Além disso, foi 

demonstrado que o GA 1 mM, mas não a concentração de 1 ou 10 nM, reduz a 

ligação de L-[3H]glutamato dependente de Na+ em membrana plasmática de cérebro, 

o que indica que GA (em concentrações maiores) interage diretamente com 

transportadores de glutamato (PORCIÚNCULA et al., 2000). De acordo com a idéia 

de que baixas concentrações de GA não interagem diretamente com os 

transportadores de glutamato, nossos dados cinéticos revelaram que o GA (10 nM) 

não alterou o valor de KD na captação de L-[3H]glutamato em sinaptossomas de 

estriado. Além disso, a redução da captação de L-[3H]glutamato produzida por 

baixas concentrações de GA é medeiada por uma diminuição na VMax, a qual é 

consistente com um mecanismo de inibição não competitivo para esses 

transportadores. Assim, o GA poderia reduzir diretamente a captação de L-

[3H]glutamato através de uma interação com um sítio alostérico nos transportadores 

de glutamato.   

 Para comprovar a participação dos transportadores de glutamato na redução 

da captação desse neurotransmissor induzida pelo GA, realizamos a adição 

simultânea do GA com o inibidor dos transportadores de glutamato, o PDC (50 µM). 

Nossos resultados mostraram que o PDC não alterou o efeito inibitório sobre a 

captação de L-[3H]glutamato induzido pelo GA em sinaptossomas estriatais, quando 

comparado com o efeito elucidado pelo PDC sozinho. Estes achados experimentais 

sugerem que o GA pode estar ligado aos transportadores de glutamato, e que este 

distúrbio na neurotransmissão glutamatérgica pode explicar, pelo menos em parte, o 

dano cerebral observado na GA-I.  
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 Outro ponto a ser considerado é que a atividade dos transportadores de 

glutamato pode ser inibida por oxidação (VOLTERRA et al., 1994; TROTTI et al., 

1996, 1998). Assim, avaliamos se a redução na captação de L-[3H]glutamato 

induzida pelo GA poderia ser devida à formação de ER em sinaptossomas de 

estriado de ratos. Embora, a adição de trolox tenha protegido contra o aumento da 

oxidação da DCFH induzida pelo GA, o mesmo não protegeu contra a redução da 

captação de L-[3H]glutamato induzida pelo GA em sinaptossomas de estriado, 

sugerindo que a formação de ER pode ser um evento tardio na neurotoxicidade 

induzida pelo GA. Estes resultados estão de acordo com o trabalho de DREIEM & 

SEEGEL (2007) que demonstram que embora o trolox possa reduzir o aumento do 

DCFH causado pelo metilmercúrio (MeHg) aos níveis basais, ele não exerce 

qualquer proteção na inibição da captação de aspartato induzida por este composto 

(ALLEN et al., 2001). Nossos resultados, em conjunto com estas observações, 

sugerem que a excitotoxicidade induzida pela baixa concentração de GA pode estar 

presente no início do dano estriatal, e que a geração de radicais livres parece 

ocorrer secundariamente a superestimulação glutamatérgica, um fato que pode estar 

relacionado com a degeneração estriatal observada em pacientes com GA-I. Além 

disso, um estudo anterior mostrou que o GA na concentração de 1 mM inibe a 

captação de L-[3H]glutamato sinaptossomal (PORCIÚNCULA et al., 2000), podendo-

se presumir que concentrações intracelular muito menores de GA podem ser 

suficientes para inibir o transporte de glutamato e aumentar o estresse oxidativo. 

Nesse contexto, tem sido relatado que uma pequena redução na captação de 

neurotransmissores excitatórios pode resultar em uma resposta excitotóxica (ALLEN 

et al., 2001).  

 Também não podemos excluir a possibilidade de que o GA pode estimular 

diretamente os receptores de glutamato, desde que encontramos que o aumento na 

oxidação da DCFH provocada pelo GA foi significativamente atenuado pelo 

antagonista de receptor de glutamato não-NMDA CNQX, mas não pelo MK-801, 

sugerindo que estes receptores contribuem, pelo menos em parte, para o estresse 

oxidativo induzido pelo GA. Nossos resultados podem explicar um estudo prévio in 

vivo que demonstra que as alterações comportamentais e as convulsões provocadas 

por administração intraestriatal de GA, na mesma dose em que causa estresse 

oxidativo (FIGHERA et al., 2006), foram prevenidas pelo antagonista glutamatérgico 

não-NMDA DNQX, mas não pelo antagonista NMDA MK-801 em ratos adultos (LIMA 
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et al., 1998). Reforçando este ponto, um recente estudo também demonstrou que o 

GA liga em receptores glutamatérgicos não-NMDA no cérebro de ratos 

(PORCIÚNCULA et al. 2004; DALCIN et al., 2007).  

 Além disso, tem sido demonstrado que os transportadores de glutamato são 

os principais responsáveis pela manutenção de baixas concentrações de glutamato 

extracelular (ROTHSTEIN et al., 1996; DANBOLT, 2001; AMARA & FONTANA, 

2002). O sistema de transporte presente em sinaptossomas tem sido considerado 

como um importante passo para a modulação do sistema glutamatérgico, 

controlando o ciclo glutamato-glutamina (OTIS, 2001). Assim, inibindo a captação de 

L-[3H]glutamato, o GA pode alterar o volume de glutamato sináptico levando a um 

aumento do pool citosólico deste neurotransmissor excitatório, o qual, por sua vez, 

pode resultar em uma excessiva estimulação dos receptores de glutamato e 

consequente geração de radicais livres  (VOLTERRA et al., 1994; NANITSOS et al., 

2004). A partir desses resultados, é provável que esta seqüência de eventos, aqui 

apresentada, pode ser a responsável pelas alterações neuroquímicas e 

comportamentais induzidas pelo GA.  

 Neste contexto, este mecanismo pode explicar o envolvimento do sistema 

glutamatérgico na toxicidade neuronal, convulsões e dano oxidativo induzido pelo 

GA em ratos (KÖLKER et al., 2001b; FIGHERA et al., 2006; ROSA et al., 2007). 

Além disso, esses resultados podem estar relacionados com algumas das alterações 

patológicas observadas em pacientes com GA-I, como a vacuolização pós-sináptica 

característica de morte neuronal excitotóxica (OLNEY, 1980) a qual tem sido 

descrita em exames post-mortem no cérebro de pacientes com GA-I (AMIR et al., 

1987). De acordo, estudos anteriores demonstraram a presença de receptores de 

glutamato nos gânglios basais, e de lesões características nestas estruturas 

cerebrais em pacientes com GA-I (AMIR et al., 1987; GOODMAN et al., 1995).  

 Para determinar precisamente se a indução de radicais livres pelo GA ocorre 

indiretamente através de sua atividade inibitória no metabolismo celular, ou se é 

uma fonte direta de radicais livres devido à sua reatividade química, foi avaliado se  

o GA (10 nM) poderia aumentar a quimioluminescência em sistemas ausentes de 

células. Observamos que o GA não apresentou atividade oxidante per se (dados não 

mostrados), indicando que a reatividade química do GA não é fonte direta de 

radicais livres. Estes resultados reforçam a hipótese de que a geração de ER 

induzida por este ácido orgânico ocorre indiretamente (WAJNER et al., 2004) e que, 
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em baixa concentração, algum grau de estrutura celular é necessário para o GA 

induzir danos oxidativos. 

 Além disso, recentes trabalhos sugerem que outros mecanismos podem estar 

envolvidos na neurotoxicidade observada na GA-I, como a inibição da atividade da 

enzima Na+,K+-ATPase e dos mecanismos GABAérgicos (FIGHERA et al., 2006), a 

disfunção endotelial seguida pela perda da integridade da barreira hematoencefálica 

(STRAUSS & MORTON, 2003; ZINNANTI et al., 2006; MÜHLHAUSEN et al., 2006), 

a inibição dos complexos α-cetoglutarato desidrogenase e piruvato desidrogenase 

pela glutaril-CoA (SAUER et al., 2005) e  a disfunção e a morte celular de 

precurssores oligodentrogliais (GERSTNER et al., 2005). Também têm sido descrita 

uma competição entre GA e transportadores NaC2 e NaC3 pelo transporte de 

succinato e outros intermediários do ciclo do ácido cítrico dos astrócitos para os 

neurônios (YODOYA et al., 2006; STELLMER et al., 2007). Além disso, estudos 

revelaram que a degeneração característica da GA-I, possa ser devido a ação dos 

metabólitos da via das quinureninas, uma das rotas de catabolismo do triptofano 

(HEYES, 1987; VARADKAR & SURTEES, 2004).  Dessa forma, não é possível 

excluir que os efeitos neurotóxicos do GA na captação de L-[3H]glutamato e na 

produção de radicais livres também podem estar relacionados, pelo menos em 

parte, por um desses mecanismos (FIGHERA et al., 2006; SAUER et al., 2006). No 

entanto, estudos específicos são necessários para determinar o envolvimento destes 

eventos no efeito excitotóxico descrito para o GA na captação de L-[3H]glutamato e 

no aumento do estresse oxidativo.  

 Embora não se possa estabelecer com certeza se os dados in vitro 

observados no presente trabalaho estão relacionados com a neurotoxicidade 

observada na GA-I, deve-se ressaltar que os efeitos provocados pelo GA foram 

observados em concentrações semelhantes a aquelas encontradas no cérebro de 

pacientes glutaricoacidêmicos (GOODMAN et al., 1977; KÖLKER et al., 2003; 

KÜLKENS et al., 2005, SAUER et al., 2006). Além disso, o grau de alteração do 

sistema glutamatérgico detectado no presente estudo é aceito para causar 

excitotoxicidade em testes com excitotoxinas (OZAWA et al., 1998; ALLEN et al., 

2001; DANBOLT, 2001; MELDRUM, 2002).  

 Em conclusão a esta segunda parte, é do nosso conhecimento que este é o 

primeiro relato de um estudo cinético da captação de L-[3H]glutamato na presença 

de GA em sinaptossomas de estriado de ratos. Além disso, o conjunto de resultados 
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sugere que a inibição da captação de L-[3H]glutamato em sinaptossomas por este 

metabólito pode resultar em elevadas concentrações desse neurotransmissor 

excitatório na fenda sináptica e secundária estimulação dos receptores de glutamato 

pelo GA (uma molécula estruturalmente semelhante ao glutamato). Este aumento na 

neurotransmissão glutamatérgica leva a formação de ER que potencialmente 

causam excitotoxicidade nas células neurais, fato que parece estar relacionado com 

os danos cerebrais característicos da GA-I. Os presentes resultados podem explicar, 

pelo menos em parte, o dano estriatal inicial ao nascimento, como evidenciado pela 

destruição bilateral aguda do caudado e do putâmen observados em crianças com 

GA-I (GOODMAN, 2004).  

 Por fim, podemos concluir que apesar dos mecanismos responsáveis pela 

degeneração estriatal apresentada pelos pacientes glutaricoacidêmicos ainda não 

estão bem esclarecidos e os atuais tratamentos não são completamente eficazes na 

prevenção dessa degeneração, os resultados deste trabalho mostram os efeitos 

protetores da administração oral de Cr nas ações deletérias ocasionadas pelo GA. 

Além disso, o presente estudo demonstrou pela primeira vez, que uma baixa 

concentração de GA causa ações excitotóxicas primárias, bem como, estresse 

oxidativo na estrutura cerebral predominantemente afetada nesta doença sugerindo 

um sinergismo entre estes eventos, o que confere uma maior vulnerabilidade do 

cérebro imaturo às neurotoxinas acumuladas na GA-I. Dessa maneira, acreditamos 

que este trabalho possa auxiliar na elucidação da gênese dos mecanismos 

neurotóxicos do GA que conduzem à neurodegeneração característica dos 

pacientes glutaricoacidêmicos, e também servir de base para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas eficazes que melhorem a qualidade de vida destes 

pacientes.  
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6. CONCLUSÕES 

 

Tendo em vista os objetivos do presente trabalho, podemos concluir que: 

 

Capítulo I 

 

1. O tratamento prévio com Cr (300 mg/kg; v.o.) aumentou a latência para a 

primeira convulsão e reduziu a duração dos episódios convulsivos induzidos 

pela injeção intraestriatal de GA (4 µmol/estriado) em ratos. 

 

2.  Os registros eletroencefalográficos após a injeção intraestriatal de GA (4 

µmol/estriado) evidenciaram episódios convulsivos típicos, e a administração 

prévia de Cr (300 mg/kg, v.o.) preveniu o aparecimento destes registros 

eletroencefalográficos convulsivos em ratos. 

 

3. O tratamento prévio com Cr (50, 150 e 300 mg/kg; v.o.) preveniu o aumento 

no conteúdo de proteína carbonil induzida pela injeção intraestriatal de GA (4 

µmol/estriado) em homogeneizados de estriado de ratos. 

 

4. A administração prévia de Cr (300 mg/kg; v.o.) preveniu a redução da 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase induzida pela injeção intraestriatal de GA 

(4 µmol/estriado) em homogeneizados de estriados de ratos. 

 

5. A co-incubação de Cr (10 µM) com o GA (10 nM) reverteu a redução da 

captação de L-[3H]glutamato induzida pelo GA em sinaptossomas de estriado 

de ratos in vitro. 

 
 

Capítulo II 

 

6. O GA (10 nM) reduziu a captação de L-[3H]glutamato Na+-dependente 

(ligação a transportadores) em sinaptossomas de estriado de ratos em todos 

os tempos testados (1, 3, 5, 10, 15 e 30 minutos). 
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7. A co-incubação de PDC (50 µM), um inibidor competitivo do transporte de 

glutamato, com o GA (10 nM) nos ensaios de captação de L-[3H]glutamato 

Na+-dependente (ligação a transportadores) em sinaptossomas de estriado de 

ratos, sugere que o GA pode deslocar o glutamato de seus transportadores. 

  

8. O GA (10 nM) produziu uma redução na eficácia (VMAX), sem alterar a 

afinidade (KD), na captação de L-[3H]glutamato Na+-dependente (ligação a 

transportadores) em sinaptossomas de estriado de ratos, sugerindo uma 

inibição não competitiva da captação de L-[3H]glutamato entre o GA e o 

glutamato pelos seus transportadores. 

 

9.  O GA (10 nM) aumentou a formação de ER em sinaptossomas de estriado de 

ratos em todos os tempos testados (1, 3, 5, 10, 15 e 30 minutos). 

 

10.  O trolox (0.6, 3 e 6 µM) preveniu o aumento da formação de ER induzidas 

pelo GA (10 nM) em sinaptossomas de estriado de ratos. 

 

11.  O trolox (0.6, 3 e 6 µM) não preveniu a redução da captação de L-

[3H]glutamato induzida pelo GA (10 nM) em sinaptossomas de estriado de 

ratos. 

 

12.  O antagonista de receptores de glutamato AMPA/cainato, CNQX (100 µM) 

reduziu a formação de ER induzidas pelo GA (10 nM), entretanto, o 

antagonista de receptores de glutamato NMDA, MK-801 (5 µM) não protegeu 

a formação de ER induzidas pelo GA (10 nM) em sinaptossomas de estriado 

de ratos. 

 

13.  O GA (10 nM) não apresentou propriedade oxidante per se. 
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