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RESUMO

A epilepsia € um dos mais freqlientes disturbios do sistema nervoso central e se
caracteriza por uma atividade neuronal encefélica hipersincronica, paroxistica e
anormal. A dieta cetogénica (KD), uma dieta rica em lipideos e pobre em carboidratos,
tem sido usada como alternativa terapéutica para crises convulsivas de dificil controle,
principalmente em criancas. Mas apesar do sucesso clinico do tratamento com KD, seu
mecanismo de acdo ainda e incerto. O neuromodulador adenosina tem sido relatado
como um anticonvulsivante endogeno devido a sua interagdo com 0s receptores
adenosinérgicos do tipo Al. O neurotransmissor ATP é liberado para o meio
extracelular e influencia a atividade sinaptica através de sua interacdo com o0s receptores
do tipo P2. Sua acéo é terminada através de uma casacata de enzimas chamadas ecto-
nucleotidases, que incluem as NTPDases (nucleosideo trifosfato difosfoidrolase) e a
ecto-5’-nucleotidase. Essas enzimas hidrolisam o ATP extracelular, produzindo o
neuromodulador adenosina. Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostraram
que as atividades nucleotidasicas estdo aumentadas em cérebro (hipocampo e cértex
cerebral) e soro sangiineo de ratos submetidos a diferentes modelos de epilepsia.
Devido as acOes protetoras da KD na epilepsia ndo estarem claramente identificadas e
as nucleotidases estarem associadas a mudancas plasticas induzidas pelo status
epilepticus (SE), tem sido importante estudarmos a correlacdo entre estes dois
parametros. Os resultados apresentados neste trabalho nos permitem observar, de uma
forma geral, que as ectonucleotidases apresentam suas atividades diferentemente
alteradas na epilepsia. Em sinaptossoma hipocampal, a indu¢do do SE pelo modelo do
litio-pilocarpina, mas ndo a KD, promoveu uma diminuigdo da hidrdlise do ATP e um
aumento da hidrélise do ADP. Ja no soro, a inducéo do SE por este modelo causou um
aumento da hidrolise do ATP e uma diminuicao da hidrélise do ADP. Além disso, a KD
provocou um aumento da hidrélise de ATP, ADP e AMP, bem como da atividade das
enzimas FAL, ALT e AST, levando-nos a propor que a terapia crénica com esta dieta
pode levar a danos hepéticos.



ABSTRACT

Epilepsy is one of the most frequent disorders of the central nervous system and
it is characterized by abnormal hypersynchronic neuronal activity. The ketogenic diet
(KD), a high-fat and low-carbohydrate diet, has been used as therapeutic alternative to
seizures refractory, especially in children. Despite the clinical successes of the KD
treatment, the mechanism of action is still unknown. The neuromodulador adenosine
has been reported as an endogenous anticonvulsant through activation of adenosine A;
receptors. The neurotransmitter ATP is released to extracellular space and participates
of synaptic activity by activation of P2 purinoreceptors. Its action is terminated by
enzyme chain named ectonucleotidases, which include NTPDase family (nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase) and ecto-5’-nucleotidase. These enzymes hydrolyze
extracellular ATP to neuromodulator adenosine. Previous studies have shown that
nucleotidase activities are increased in brain (hippocampus and cerebral cortex) and
blood serum of rats submitted to different animals models of epilepsy. Owing protective
actions from KD in epilepsy not been totally clear and nucleotidases were be associated
to plasticity induced for status epilepticus (SE), has been important to study the
correlation between these two parameters. The results presented in this work leave us to
observe that ectonucleotidases presented the activities differently altered in epilepsy. In
hippocampus synaptosome, the lithium-pilocarpine-induced SE, but not the KD,
promote a decreased in ATP hydrolyze and an increased in ADP hydrolyze. Already in
blood serum, the lithium-pilocarpine-induced SE caused an increased ATP hydrolyzes
and a decreased ADP hydrolyzes. Moreover, the KD promoted a increased of ATP,
ADP and AMP hydrolysis, as well as ALP, AST and ALT activities, suggest that the

chronic therapy with the KD can promote a hepatic damages.
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1. INTRODUCAO

1.1 Corpos cetdnicos

Os corpos cetonicos sao gerados a partir de acidos graxos de cadeia longa
presentes no sangue, os quais sdo catabolizados nas mitocdndrias dos hepatdcitos por [3-
oxidacdo. A degradacdo desses acidos graxos gera altas concentragdes de acetil-CoA
intracelular, um metabdlito chave incapaz de sair da célula. Entretanto, esta situacio
normalmente ¢ burlada pela ativagao da via cetogénica, onde o acetil-CoA ¢ convertido
a corpos cetdnicos (acetona, acetoacetato e [-hidroxibutirato), que podem retornar ao
sangue por difusdo (Cullingford, 2004; Pan et al., 2001). Acredita-se que a
interconversao entre acetoacetato e 3-hidroxibutirato (BHB) seja rapida (Hawkins et al.,
1986) e que a razao de acetoacetato:BHB no plasma humano ap6s um periodo de 3 dias
de jejum seja de aproximadamente 1:3 (Balasse et al., 1978).

Uma variedade de hormonios, sujeitos a mudangas na concentragdo sangiiinea
em resposta a qualidade e a quantidade de dieta, exerce potentes agdes na cetogénese
hepética. Estes hormodnios incluem a insulina e o glucagon, que inibem e estimulam a
cetogénese, respectivamente, em resposta a mudancas nos niveis de glicose sangiiinea,
bem como os glicocorticdides secretados pelo cortex da adrenal, que estimulam a
cetogénese em resposta ao aumento do estresse. No estado alimentado, a cetogénese a
partir de 4cidos graxos ¢ muito baixa, resultado de niveis sangiiineos de insulina
relativamente altos, em contrapartida aos niveis sangiiineos de glucagon e cortisol, que
se apresentam baixos. Por outro lado, sob condi¢des de jejum ou dieta cetogénica, esta

relagdo se inverte, promovendo cetogénese hepatica (Cullingford, 2004).



O metabolismo dos corpos cetonicos no cérebro € regulado pela permeabilidade
da barreira cérebro-sangue, que depende da abundancia de transportadores de acidos
monocarboxilicos (MCTs). Os MCTs estao presentes nas membranas plasmaticas de
neurdnios e glia, mas seu papel na regulacdo do metabolismo de corpos cetonicos €
incerto (Morris, 2005).

Evidéncias indicam que o cérebro utiliza corpos cetdnicos como substratos
energéticos alternativos sob diversas condigdes fisioldgicas, incluindo jejum e dietas
ricas em lipideos (Robinson & Williamson, 1980; Balasse & Fery 1985). Pan e
colaboradores (2000) tém mostrado que ap6s 2 e 3 dias de jejum, quando os niveis
plasmaticos de BHB alcangam aproximadamente 1,7 e 3 mM, respectivamente, o nivel
de BHB no cérebro humano também aumenta, atingindo cerca de 0,6 ¢ 1 mM,

respectivamente.

1.2 Dieta Cetogénica

O nome dieta cetogénica (KD) deriva de sua capacidade de causar aumento
substancial nos niveis de corpos cetonicos no sangue. E uma dieta rica em lipideos e
pobre em carboidratos, que tem sido usada como alternativa terapéutica para crises
convulsivas de dificil controle em criangas (Prasad et al, 1996; Swink et al, 1997;
Wheless, 1995).

A KD tem origem datando de tempos biblicos. No registro historico, pode-se
encontrar uma referéncia ao jejum como uma terapia para epilepsia no Novo
Testamento: S3o Marcos 9:14-29. Foi no século V a.C. quando Hipdcrates utilizou o
jejum como um tratamento especifico para epilepsia. Em 1921, Wilder introduziu uma

dieta rica em lipideos e com baixa concentragdo de carboidratos e proteinas para induzir



os efeitos metabolicos do jejum como um tratamento para a epilepsia. O
desenvolvimento de efetivas drogas anticonvulsivantes (AEDs) na década de 30,
entretanto, proporcionou um meio mais tranqiiilo de controle das convulsdes do que a
disciplina do tratamento com KD (Merritt € Putnam, 1938).

Das criancas mantidas na dieta por ao menos 1 ano, 40-50% mostraram mais de
50% de redugdo na freqiiéncia das crises convulsivas. Dessas criangas que apresentaram
marcante melhora, 7-10% tornaram-se livres das convulsdes (Freeman et al, 1998;
Vining et al, 1998) e o éxito ndo pareceu estar restrito a tipos particulares de crises
convulsivas (Schwartz et al, 1989; Vining et al, 1998; Freeman et al, 1998).

Apesar do sucesso clinico do tratamento com KD, suas agdes permanecem
inexploradas. Diversos estudos tém descrito o papel anticonvulsivante desta dieta em
camundongos (Millichap et al, 1964; Uhlemann e Neims, 1972, Otani et al, 1984;
Nakazawa et al, 1983; Rho et al, 1999) e em ratos (Appleton e DeVivo, 1974; DeVivo
et al, 1978; Mahoney et al, 1983; Hori et al, 1997; Muller-Schwarze et al, 1999), mas
variagdes na dieta, idade, linhagem e protocolo t€ém rendido dificeis comparagdes.
Bough e colaboradores (1999) mostraram que ratos que iniciaram o tratamento com KD
aos 22 dias de idade apresentaram maiores niveis de BHB, bem como maior resisténcia
as crises convulsivas, quando comparados a ratos mais velhos. Esses fatos sugerem que
a idade ¢ inversamente proporcional ao limiar de convulsdo. Além disso, o exato
mecanismo de a¢do da KD permanece desconhecido. O que se sabe, é que a produgdo
de corpos cetdnicos ¢ induzida nas primeiras 24 horas e atinge um platéo em 7-30 dias
(Freeman & Kelly, 1994; Lefevre e Aronson, 2000; Phelps et al, 1998).

Um dos possiveis mecanismos para a acdo da KD envolve um aumento no acido
gama-aminobutirico (GABA, um neurotransmissor inibitério do sistema nervos central)

(Daikhin e Yudkoff, 1998). Altas concentragdes de corpos cetdnicos podem aumentar o



conteudo sinaptossomal de GABA in vitro (Erecinska et al, 1996). Elevadas
concentragdes de GABA tém sido relatadas no hipocampo dorsal de camundongos (Rho
et al, 1999) e em homogenato cerebral de camundongos alimentados com KD (Yudkoff
et al, 2001). Entretanto, Al-Mudallal e colaboradores (1996) ndo encontraram alteragdes
nos niveis de GABA no cortex cerebral de ratos que ingeriram KD. Estruturalmente, os
corpos cetonicos sao semelhantes ao GABA e poderiam ter um papel inibitdrio direto na
excitabilidade celular, através da estimulagao dos receptores de GABA ou aumento da
acao destes receptores (Ge & Niesen, 1998; Niesen & Ge, 1998). Além disso, os efeitos
potenciais de modificagdo no conteudo de agua e eletrolitos tém sido indicados como
mediadores antiepiléticos (Phelps et al, 1998), bem como uma diminuicdo da
quantidade de Na', K" e Mg+2, com um elevado turnover de Ca'. Entretanto, ainda é
incerto que essas alter¢des iOnicas ocorram no sinstema nervoso central e ndo foi
demonstrado que ha efeito definido nas concentracdes no tecido cerebral destas
alteracdes ionicas plasmaticas (DiMario e Holland, 2002).

Tieu e colaboradores (2003) demonstraram que o BHB protege neurdnios
dopaminérgicos em um modelo de doenga de Parkinson em camundongos. Estudos em
cultura de células também tém mostrado que BHB protege neurdnios em modelos de
Parkinson e Alzheimer (Kashiwaya et al, 2000), bem como em situagdes de hipoxia
(Masuda et al, 2005). Considerando que o nimero de astrécitos em relagdo ao de
neurdnios esta na propor¢ao de 9:1 e que ocupam a metade do volume do cérebro, ¢
notavel que os astrdcitos, assim como as células hepaticas, possam produzir grandes
quantidades de corpos cetonicos. Tem sido proposto que os astrocitos poderiam suprir
0s neurdnios com corpos cetdnicos e, por isso, exercer efeito neuroprotetor (Guzman &

Blazquez, 2001).



Enquanto a KD tem sido extensivamente estudada, particularmente como uma
terapia antiepilética, a atividade direta dos corpos cetdnicos na atividade elétrica
neuronal ainda permanece pouco documentada. Estudando neuronios ventromediais
hipotalamicos (VMH), Minami e colaboradores (1990) encontraram que BHB facilitou
significativamente o disparo dos neuronios VMH, de forma dose-dependente. Por outro
lado, Thio e colaboradores (2000) viram que o BHB ndo altera a transmissdo sindptica
em neurdnios hipocampais de ratos. Entretanto, como reconhecido pelos autores, estes
resultados negativos poderiam refletir uma insuficiéncia nos métodos, tecidos e/ou

neurotransmissores selecionados.

1.3 Modelo do Litio-Pilocarpina

O modelo do litio-pilocarpina reproduz a maioria das caracteristicas clinicas,
temporais e neuropatoldgicas da epilepsia de lobo temporal humana (Turski et al, 1989;
Cavalheiro, 1995; Dubé et al, 2001a,b; Rigoulot et al, 2004). Em ratos adultos, a inje¢ao
sistémica de pilocarpina associada ao litio leva a crises convulsivas parciais e Status
epileticus (SE). Esta fase aguda ¢ seguida de uma fase latente livre de convulsdes, que
precede a expressdo de crises espontaneas recorrentes (SRS) (Cavalheiro, 1995; Dubé et
al, 2001a,b; Rigoulot et al, 2004).

A administracdo sistémica de uma alta dose de pilocarpina (300-380 mg/Kg)
leva a uma excessiva estimulagdo colinérgica no cérebro, manifestada como alteragao
na atividade eletroencefalografica (EEG), dano celular e convulsdes (Cavalheiro et al,
1987; Turski et al, 1989). Tem sido mostrado que o pré-tratamento com litio potencia a

atividade convulsivante induzida por pilocarpina (Honchar et al, 1983).



O litio ¢ conhecido por influenciar na fundo cerebral, a0 menos em parte, pela
interferéncia com o metabolismo do fosfoinositol. Este efeito poderia ser esperado
devido ao desacoplamento da producao de segundos mensageiros da acdo da interagao
transmissor-receptor. Concentragdes terapéuticas do litio (I mM) inibe o inositol
monofosfato (IP;), resultando em concentragdes aumentadas de IP; no cérebro de ratos,
in vitro e in vivo (Sherman et al, 1986).

O pré-tratamento com litio resulta em uma potencializacdo das convulsdes
induzidas por pilocarpina, em aproximadamente 20 vezes (Morrison et al, 1971,
Clifford et al, 1987; Persinger et al, 1988). Foi proposto que o litio poderia influenciar
diretamente a transmissdo colinérgica através do aumento da liberagdo de acetilcolina
(Jope, 1979), modificando a ligacdo ao receptor muscarinico (Hruska et al, 1984), ou
pela alteracdo do sistema do segundo mensageiro fosfolipideo inositol (Casebolt &
Jope, 1989; Whitworth et al, 1989). Alternativamente, o litio poderia potenciar os
efeitos da pilocarpina, afetando a transmissdo de dopamina. Na realidade, foi
demonstrado que o litio aumenta a afinidade dos receptores dopaminérgicos D,
(Gottberg et al, 1989a) ¢ altera o turnover de dopamina no cérebro (Otero et al, 1985;
Gottberg et al, 1989b), aumentando a suscetibilidade aos efeitos pro-convulsivantes da
estimulacdo dos receptores D;. Além disso, interacdes do litio com neurolépticos t€ém
sido atribuidas ao envolvimento com receptores D,. Estes dados ndo sdo conclusivos e,
enquanto alguns trabalhos tém mostrado uma diminuicdo (Wajda et al, 1981;
Kozlowiski et al, 1983), outros observaram um aumento na densidade dos receptores D,
(Carvey et al, 1990).

As conseqiiéncias do SE sdo dependentes da idade (Cavalheiro et al, 1987; Dubé
et al, 2000, 2001a; Priel et al, 1996). Nos 18-24 dias (P18 ¢ P24) dos ratos, o SE resulta

em menor perda neuronal do que em ratos adultos e somente uma parte dos ratos (30-



70%) desenvolve SE apos uma fase silenciosa, que dura cerca de 37 dias no modelo da
pilocarpina (Cavalheiro et al, 1987; Priel et al, 1996) e 74 dias no modelo litio-
pilocarpina (Dubé¢ et al, 2000, 2001a). Nas idades P7-P11 o SE induzido por pilocarpina
nao acarretou em perda neuronal e nenhum rato desenvolveu epilepsia (Cavalheiro et al,
1987; Dub¢ et al, 2000, 2001b; Priel et al, 1996). Neste modelo, o dano neuronal foi
registrado no tdlamo em ratos P12 (Kubova et al, 2001) e na regidao CA1 do hipocampo

nos ratos P14-P15 (Sankar et al, 1998).

1.4  Sistema Purinérgico

1.4.1 Transmissdo Purinérgica

Holton & Holton (1954) ¢ Holton (1959) apresentaram, pela primeira vez, o
ATP como neurotransmissor, mostrando, através de estudos, sua liberagdo a partir de
nervos sensoriais. Em 1972, Burnstock propds pela primeira vez que, além da
transmissdo colinérgica e noradrenérgica, existe no sistema nervoso auténomo a
transmissdo purinérgica, onde o ATP ¢ o principal neurotransmissor. Além disso, o ATP
¢ co-liberado com diversos neurotransmissores em neurdnios do sistema nervoso central
e periférico, agindo como um rapido neurotransmissor (Burnstock, 1999).

O mecanismo exato de liberagdo do ATP permanece pouco claro, apesar de
diversas investigagcdes (Bodin e Burnstock, 2001). Ha varios argumentos provando que
o ATP armazenado em vesiculas sinapticas ¢ liberado como um co-transmissor de
terminais nervosos por exocitose, juntamente com outros neurotransmissores, coOmo a

acetilcolina e noradrenalina, por exemplo (Zimmermann, 1994; Burnstock, 1996).



Uma vez liberados, os nucleotideos interagem com receptores especificos e
finalmente sdo hidrolisados por ecto-enzimas até os seus respectivos nucleosideos
(Grobben et al, 1999; Zimmerman, 1994). Os nucleotideos e nucleosideos da adenina
podem exercer seus efeitos através da ativagdo de receptores purinérgicos subdivididos
em dois grandes grupos: P; e P,. Os purinorreceptores do tipo P; sdo mais
eficientemente ativados por adenosina, enquanto que os P,, por ATP, principalmente
(Burnstock, 1978; Ralevic & Burnstock, 1998).

Os receptores P1 (metabotropicos: acoplados a proteina-G) sdo divididos em
quatro subtipos: A, Aza, Azp € Az, que t€m sido caracterizados de acordo com suas
seqiiéncias primarias e suas propriedades bioquimicas e farmacoldgicas (Abbracchio et
al, 1994; Fredholm et al, 2001). As principais vias de sinalizagdo intracelular envolvem
a formacdo de AMPc, com receptores A; e Az causando inibi¢do da adenilato ciclase, e
receptores Asa € Ayp ativando-a (Fredholm et al, 1998; Impagnatiello et al, 2000; Olah
& Stiles, 2000). O perfil e a distribui¢do dos receptores de adenosina no sistema nervoso
central estdo mostrados na Tabela 1.

Os receptores P2 sdo divididos em duas classes: P2X, ligados a canais i6nicos; e
P2Y, acoplados a proteina-G (Abbracchio et al, 1994). A subclasse P2X possui sete
subtipos clonados e caracterizados farmacologicamente (P2X,.7) e todos eles atuam
como canais ionotropicos. A familia dos receptores P2Y se caracteriza por ser
metabotropica, sendo acoplados a uma proteina G. Esta familia compreende os
receptores P2Y2.46.11,12.13, clonados a partir de mamiferos, e o receptor da UDP-glicose,

agora renomeado P2Y 4 (Ralevic & Burnstock, 1998, Abbracchio et al, 2003).



Tabela 1. Caracteristicas dos receptores de adenosina e distribui¢do no SNC. Adaptado

de Wardas (2002).

Subtipo de receptor

Distribui¢ao no SNC

Agonistas seletivos

Antagonistas seletivos

Al Cortex, hipocampo, |CPA DPCPX
estriado, talamo, CCPA CPT
cerebelo CHA
R-PIA
A2A Estriado, nucleo CGS 21680 SCH 58261
accumbens, tubérculo | 2-HE-NECA KF 17837
olfatdrio, globus KW 6002
pallidus, cortex, ZM 241385, CSC
hipocampo
A2B Baixo nivel no Nao disponivel Nao disponivel
hipocampo, tdlamo,
hipotalamo, estriado
A3 Baixo nivel no 2-CI-IB-ECA MRS 1220
hipocampo, tdlamo, MRE 3008F20

cortex, cerebelo




1.4.2 A familia das Ecto-Nucleotidases

Apos a liberagdo no meio extracelular e a ativacao dos receptores especificos, os
nucleotideos da adenina podem ser hidrolisados, através de sucessivas reagdes, por ecto-
enzimas que fazem a conversao destes nucleotideos até adenosina. Esta via constitui
uma cascata enzimatica altamente eficiente e habil em controlar a concentragdo e o
tempo em que essas moléculas sinalizadoras permanecem no espago extracelular
(Figura 1) (Zimmermann, 1996; Zimmermann, 2001).

Trabalhos recentes tém demonstrado que a “via das ectonucleotidases” inclui a
familia das E-NTPDases e a familia da ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-
NPPs). Os nucleosideo-5’-monofosfatos formados estio sujeitos a hidrdlise pela agdo da
ecto-5’-nucleotidase (ecto-5’-NT) e também pela ecto-fosfatase alcalina (Zimmermann,

2001) (Figura 2).

1.4.3 Familia das E-NTPDases

Os membros da familia E-NTPDase, previamente classificados como E-
ATPases, constituem uma classe de ecto-enzimas ancoradas & membrana plasmatica via
dominios hidrofébicos, com o sitio ativo voltado para o meio extracelular. Essas
enzimas sdo caracterizadas pela sua capacidade em hidrolisar nucleotideos tri- e
difosfatados, dependéncia de cations divalentes, como Ca™ e Mg™, para exercer
atividade catalitica, insensibilidade a inibidores classicos de P-, F- ¢ V-ATPases €
presenga de cinco regides altamente conservadas, denominadas de “regides conservadas

da apirase” (ACR) (Plesner, 1995). Em mamiferos, ja foram clonados e classificados
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Presynapse J

Adenosine S’-NC
v ADP AMP;/—> AMP

Postsynapse aAtP-Receptor A;enﬂsiﬂe-ﬂecepmr

Figura 1. Fun¢des do ATP liberado no terminal nervoso e sua completa hidrolise
até adenosina no espago extracelular.

Retirado de www.biozentrum.uni-frankfurt.de/prof/zimmermann).
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E-NTPDases

NTPDasel
NTPDase2
NTPDase3
NTPDase4
NTPDase8

NTPDase5
NTPDase6
NTPDase7

E-NPPs

W

NPP1

NPP2
NPP3
NPP4
NPP5

Alkaline
Phosphatases

)

ST

Rins/ossos/figado
(= tecidos nado
especificos)
Placenta
Intestino

Cél. germinativa

Ecto-5"-
Mucleotidase

Figura 2: Topografia de membrana de ecto-nucleotidases. As NTPDases de 1 a4 ¢ a

NTPDase 8 estdo ligadas a membrana plasmatica por dois dominios transmembrana, N

e C-terminal. As NTPDases 5 a 7 ndo possuem o dominio transmembrana C-terminal e

podem ser clivadas ao proprio dominio N-terminal para formar uma proteina soluvel

liberada (seta). Esta clivagem também pode ocorrer na familia das E-NPPs (seta). A

ecto-5’-nucleotidase estd ancorada a membrana plasmatica por uma molécula de

glicosilfosfatidilinositol, a qual também pode sofrer clivagem, resultando em uma

enzima soluvel. Os quadros escuros na seqiiéncia das E-NTPDases representam as

regides conservadas da apirase. Adaptado de Zimmermann (2001).
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oito membros dessa familia de ecto-enzimas, nomeados NTPDasesl-8, os quais
apresentam diversidade de preferéncia por substrato e distribuicao tecidual (Tabela 2).

Tem sido identificado que a ecto-apirase/CD39 (NTPDase 1) ¢ expressa em
sinaptossomas isolados, bem como em cultura de neuronios primarios de cortex cerebral
e astrocitos (Battastini et al, 1991; Wang et al, 1997). Estudos imunoistoquimicos tém
demonstrado que essa enzima ¢ amplamente distribuida no cérebro de ratos,
encontrando-se presente em neurdnios de cortex cerebral, hipocampo, cerebelo, células
gliais e células endotelais (Wang & Guidotti, 1998).

Alguns estudos sobre as atividades nucleotidésicas tém sido relacionados com a
ontogenia. Em 1990, Miiller e colaboradores demonstraram que, em sinaptossomas de
cortex cerebral de ratos, as atividades de hidrolise de ATP e ADP da ecto-apirase
aumentam gradualmente com a idade do animal. Outro estudo demonstrou que, em
fragdes de membrana sindpticas de hipocampo e nucleo caudato, uma ecto-ATPase
possui sua maior ativacdo em 30 dias de vida (periodo importante na formagdo das
sinapses funcionais) e em 365 dias (periodo de perda neuronal) (Banjac et al., 2001).
Estes estudos evidenciam que as ecto-nucleotidases podem exercer um papel importante
nos processos de desenvolvimento cerebral e no envelhecimento.

Alguns estudos relacionam as ecto-nucleotidases e a epilepsia. Foi demonstrada
uma significativa diminui¢do na atividade ecto-ATPasica em cortex temporal de
individuos epiléticos. Entretanto, um substancial aumento desta atividade foi observado
na por¢do posterior do hipocampo destes pacientes (Nagy et al, 1990). Ottman e
colaboradores, em 1995, demonstraram que o gene para CD39 est4 co-localizado com o
gene envolvido na epilepsia parcial humana. Estudos realizados em nosso laboratorio

demonstraram que as atividades enzimaticas da ATP-difosfoidrolase (possivelmente
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Tabela 2. Nomenclatura e preferéncia de substratos

NTPDase em vertebrados.

dos membros da familia E-

Nome Atual Nomes previamente usados Preferéncia de substrato
NTPDasel CD39, ecto-ATP ATP=ADP (1:1)*
difosfoidrolase, ecto-apirase,
ecto-ATPDase
NTPDase2 CD39L1, ecto-ATPase ATP >>>>ADP (30:1)*
NTPDase3 CD39L3, HB6 ATP>ADP (3:1)*
NTPDase4 UDPase (hLALP70v), UDP>GDP,CDP
hLALP70
NTPDase5 CD39L4, ER-UDPase UDP>GDP,IDP>>>ADP, CDP
NTPDase6 CD39L2 GDP>IDP>>UDP,CDP>>ADP
NTPDase7 LALP1 UTP, GTP, CTP
NTPDase8 ATP>ADP (2:1)*

As NTPDases de 1 a 4 e 8 sdo ligadas a membrana plasmatica por dois dominios

transmembrana, N e C-terminal. NTPDase 5 ¢ NTPDase 6 ndo possuem o dominio

transmembrana C-terminal e podem ser clivadas proximo ao dominio N-terminal para

formar uma proteina soluvel liberada. As NTPDases de 4 a 7 sdo localizadas

intracelularmente.

Adaptado a partir de Zimmermann (2001). * Razdo de hidrolise NTP:NDP. As

NTPDases de 1 a 3 hidrolisam todos os outros nucleotideos purinicos e pirimidinicos,

similarmente ao ATP ¢ ADP.
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ecto-apirase/CD39) e da ecto-5’-nucleotidase estdo aumentadas significativamente
durante as fases silenciosa e cronica dos modelos animais de epilepsia induzidos por
pilocarpina e acido cainico (Bonan et al, 2000a) e do modelo de kindling induzido por
pentilenotetrazol (PTZ) (Bonan et al, 2000b). Além disso, Bruno e colaboradores (2002,
2003) também demonstraram que as NTPDases estao alteradas no soro sanguineo de

ratos submetidos ao modelo de PTZ agudo e no abrasamento (“kindling”) com PTZ.

1.4.4 5’-nucleotidase

A ecto-5’-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5) é uma enzima que esta ancorada a
membrana plasmatica através de uma ancora lipidica de glicosilfosfatidilinositol (GPI),
com peso molecular aparente de 62 a 74 kDa e que possui forma estrutural de dimero
com pontes dissulfeto entre as cadeias (Zimmermann 1992, 1996, 2001). O
ancoramento por GPI pode ser clivado pela agdo de um fosfolipase C especifica dando
origem a formas soliveis desta enzima (Zimmermann, 1992).

O sitio catalitico ¢ voltado para o meio extracelular, a atividade hidrolitica ¢
potencializada por cations divalentes e inibida por ADP, ATP e 5’-a,B- metileno-
difosfato. Sete subtipos de 5’-nucleotidases foram clonados, sendo seis delas de
localizacdo intracelular e uma localizada na membrana plasmatica (Tabela 3) (Bianchi e
Spychala, 2003). Geralmente o AMP ¢ o nucleotideo hidrolisado com mais eficiéncia pela
ecto-5’-NT, podendo hidrolisar também CMP, UMP, IMP, GMP, até seus respectivos
nucleosideos. A ecto-5’NT ¢ a enzima chave na via de degradacdo dos nucleotideos ¢ a
principal fonte enzimdatica de adenosina no meio extracelular. Uma forma soluvel desta

enzima, potencialmente liberada por acdo de uma fosfolipase C fosfatidilinositol

15



especifica, tem sido descrita. A ecto-5’-NT ¢ amplamente expressa em varios tipos de
células, sob condicdes fisiologicas ou patoldgicas (Zimmeramnn, 1992, 1996).

No SNC, a ecto-5’-NT esta predominantemente associada a glia, mas varias
evidéncias tém demonstrado que essa atividade também estd associada a neurdnios
(Zimmermann et al, 1998; Zimmermann, 1996, 2001). A ecto-5’-nucleotidase ¢
transitoriamente expressa na superficie de células neuronais e nas sinapses durante o
desenvolvimento sinaptico (Schoen & Kreutzberg, 1994; Braun et al, 1995). Foi
demonstrado que, em varias regides cerebrais, a atividade desta enzima se mostra
crescente a medida que o animal envelhece (Fuchs, 1991). A ecto-5’-NT desempenha
um papel importante na diferenciagdo neuritica e na sobrevivéncia de células PC12 e
células granulares de cerebelo de rato em cultura (Heilbronn et al, 1995; Heilbronn &
Zimmermann, 1995). Sua atividade encontra-se aumentada em astrocitos, células
microgliais (Braun et al, 1997) e em sinaptossomas de hipocampo ap6s isquemia focal e
reperfusdo (Schetinger et al, 1998). Além disso, estudos tém demonstrado que a ecto-5’-

NT/CD73, tem caracteristicas de uma molécula de adesdo (Airas et al, 1995).

Tabela 3. Subtipos da familia das 5’-nucleotidases

Subtipo Nomenclatura da proteina
Ecto-5’-nucleotidase Ecto-5’-NT; eNT; CD73
5’-nucleotidase citosolica IA AMP-especifica 5’-NT; cN-I
5’-nucleotidase citosolica IB cN-IA homoélogo

5’-nucleotidase citosolica I1 purina 5°-NT; IMP-especifica 5’-NT
5’-nucleotidase citosolica III PN-I; P5’N-1
5’-(3)-deoxinucleotidase citosolica dNT-1; PN-II
5’-(3’)-deoxinucleotidase mitocondrial dNT-2

Adaptado a apartir de Bianchi e Spychala ( 2003).
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1.45 NTPDases no soro sanguineo

A hidrolise dos nucleotideos da adenina que circulam no sangue para formar
adenosina tem sido associada a presenca da NTPDase 1 (ecto-apirase, CD39), expressa na
superficie das células endoteliais (Marcus et al. 1997). Além desta enzima associada as
células, enzimas soliveis capazes de hidrolisar nucleotideos também tém sido
identificadas no sangue (Yegutkin, 1997; Yegutkin et al., 2003). Desta maneira,
provavelmente, as atividades ATPésica e ADPasica estudadas no soro sangiiineo sao
devidas a presenca das ecto-NTPDases5 e/ou ecto-NTPDase6, potencialmente liberadas
em formas soluveis. Entretanto, até o0 momento, nao ¢ possivel descartar completamente a
partcipagdo de outras atividades capazes de hidrolisar o ATP e o ADP, tais como as
enzimas da familia das ecto-5’-nucleotideo fosfodiesterases (E-NPP), acima descritas
(Zimmermann, 2001; Torres et al. 2002; Oses et al., 2004) bem como as ecto-fosfatase

alcalinas (Zimmermann, 2001).

1.4.6 Familia E-NPP (NPP1 a NPP3)

A familia das ecto-5’-nucleotideo fosfodiesterases (E-NPP) s3o capazes de
hidrolisar 3°,5’- AMPc para AMP; ATP a AMP e PPi; ADP a AMP ¢ Pi e nicotinamida
adenina dinucleotideo a AMP e nicotinamida mononucleotideo. A relevancia fisiologica
dessas enzimas ¢ seus substratos em varios tecidos e a localizagdo celular necessitam ser
melhor definidos. Entretanto, ha um aumento de evidéncias indicando que os membros
dessa familia podem modular a sinalizagdo mediada pelos receptores P, (Grobben et al.,

2000).
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1.4.7 Adenosina

Adenosina esta presente em todos tecidos de mamiferos, onde modula uma
variedade de importantes processos fisioldgicos, podendo ser formada nos espagos intra
e extracelular. Entretanto, a adenosina nao ¢ considerada um neurotransmissor, pois nao
ha indicios de que ¢é armazenada em vesiculas sinapticas (Brundege & Dunwiddie,
1997). Apesar disso, a adenosina estd presente no espago extracelular e ¢ formada por
diversos tipos de estimulos.

Existem duas principais vias de formacdo de adenosina no meio intracelular: a
clivagem da S-adenosil-homocisteina pela enzima S-adenosil-homocisteina-hidrolase
(Patel & Tudball, 1986) e a degradacdo de AMP a adenosina por acdo de uma 5’-
nucleotidase citosélica. Apds sua formagdo, a adenosina pode passar através da
membrana celular por difusdo facilitada, utilizando transportadores de nucleosideos.
Estes transportadores sdo bidirecionais e equilibram as concentragdes intra e
extracelular de adenosina. Além disso, seus niveis intracelulares podem ser controlados
por vias que metabolizam a adenosina dentro da célula: a fosforilagdo até 5°’-AMP,
catalisada por uma adenosina quinase ¢ a desaminagdo até inosina, catalisada pela
adenosina deaminase (Brundege & Dunwiddie, 1997). Adenosina extracelular também
pode ser formada a partir de nucleotideos liberados para o espago extracelular e
degradados até adenosina pela via das ecto-nucleotidases (Dunwiddie & Masino, 2001).

Diversas evidéncias indicam que a adenosina pode ser um agente neuroprotetor
endogeno no SNC, uma vez que ela impede o dano causado pela isquemia,
excitotoxicidade ou crises epiléticas (De Mendonga et al, 2000; Ongini & Schubert,
1998; Rudolphi et al, 1992; Von Lubitz, 1999). Uma baixa concentragdo (nanomolar) de

adenosina normalmente estd presente no fluido extracelular no SNC, mas aumenta
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consideravelmente apods hipdxia ou isquemia (niveis micromomolares). Assim, agentes
que elevem os niveis endogenos de adenosina por inibir sua degradagdo ou impedir seu
transporte podem fornecer protecao contra dano isquémico ou excitotoxicidade neuronal
(Figura 3) (De Mendonga et al, 2000; Ongini & Schubert, 1998; Rudolphi et al, 1992).
Através da evolucao dos estudos sobre o papel da adenosina no sistema nervoso
central, evidéncias levaram a hipotese de seu envolvimento na epilepsia, sendo apontada
como anticonvulsivante endogeno (Dragunow, 1988; During & Spencer, 1992).
Entretanto, os mecanismos pelos quais a adenosina ¢ liberada e as conseqiiéncias
bioquimicas e fisiologicas da agdo modulatoria desse nucleosideo necessitam ser melhor
elucidadas. Diversos estudos relacionam a adenosina e seus receptores com a epilepsia.
Foi demonstrado que em pacientes com epilepsia de lobo temporal, os niveis de
adenosina mostraram-se 30 vezes maiores do que em pacientes do grupo controle
(During & Spencer, 1992). Além disso, também foi observado um aumento no numero
de receptores A; em neocortex de pacientes com epilepsia de lobo temporal (Angelatou
et al., 1993). Estudos mostraram que, em preparacdes de fatias hipocampais, analogos
de adenosina possuem efeito anticonvulsivante e que esses efeitos sdo mediados pelo
receptor A; (Young & Dragunow, 1994). Outros estudos evidenciaram um aumento
significativo do nimero de receptores A; em cortex, hipocampo e cerebelo de ratos com
crises convulsivas induzidas por pentilenotetrazol (Angelatou et al, 1990). Evidéncias
sugerem que uma diminui¢do significativa nos niveis de adenosina ou alteragcdes no
sistema adenosinérgico pode desempenhar um papel fundamental na etiologia do estado

epiléptico (Young & Dragunow, 1994).
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Figura 3. Principais mecanismos pelos quais os componentes podem fornecer
neuroprote¢do por modulacio da transmissdo de adenosina. A; — receptor de adenosina
do tipo Aj; Apa — receptor de adenosina do tipo Aza; ADA — adenosina deaminase;
AKA — adenosina cinase; 5’-AMP — adenosina monofosfato.

Retirado de Wardas (2002).

20



Sabe-se pouco sobre o papel dos receptores A;n na neuroprotecdo e alguns
estudos mostram efeitos contraditorios. No entanto, alguns dados indicam que a
estimulagdo dos receptores A;a pelo agonista seletivo CGS21680 reduz o dano
isquémico ou o dano hipocampal excitotoxico (Jones et al, 1998; Sheardown &
Knutsen, 1996). Além disso, tem sido sugerido que essas propriedades podem ser
devido aos efeitos na periferia ao invés de diretamente nos sitios neuronais (De
Mendonga et al, 2000; Ongini et al, 1997; Ongini & Schubert, 1998).

Evidéncia funcional indica que receptores A; ¢ Ay podem coexistir nos mesmos
terminais nervosos (De Mendonga et al, 2000; Sebastido e Ribeiro, 2000). Tem sido
mostrado que a estimulagdo de receptores A, diminui a ligagdo aos receptores A; em
sinaptossomas hipocampal e estriatal, bem como atenua a capacidade dos agonistas do
receptores A; em inibir a excitabilidade e a transmissdo sindptica no hipocampo (De
Mendonga et al, 2000; Sebastido e Ribeiro, 2000). Assim, em geral, a ativagdo dos
receptores Asa leva a uma diminui¢do dos efeitos mediados pelos receptores A;. Essa
interagdo funcional entre estes dois subtipos de receptores de adenosina parece sugerir
que a acdo da adenosina endogena, mediada por receptores A;, pode ser atenuada se
ocorrer a ativagcdo concomitante dos receptores A,4. Portanto, tem sido sugerido que o
efeito benéfico dos antagonistas seletivos dos receptores A4 poderia ser, a0 menos em
parte, devido a atenuagdo na inibi¢ao tonica sobre receptores A; (De Mendonga et al,
2000; Ongini & Schubert, 1998).

Recentemente, diversos novos compostos agindo seletivamente em receptores
Aj; estdo tornando-se disponiveis. Entretanto, os resultados dos poucos estudos sobre o
papel dos receptores Az na neuroprotecdo sdo bastante contraditorios (Abbracchio et al,
1998). Parece que, dependendo das condi¢des experimentais , que ndao foram bem

definidas ainda, a estimulagdo dos receptores A; exerce efeitos protetores e
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neurotoxicos. Entretanto, ¢ notdvel que agonistas de receptores As possam também
ativar receptores A; (De Mendonga et al, 2000). De acordo com essa suposicao, alguns
efeitos da estimulagdo dos receptores Az por Cl-IB-MECA podem ser bloqueados pelo
antagonista seletivo do receptor A;, DPCPX (Mendonga et al, 2000). Além disso, a
estimulagdo dos receptores Aj por CI-IB-MECA atenua a inibi¢do da transmissao
sinaptica em fatias hipocampais, mediada pelo receptor A; (Dunwiddie, et al, 1997).
Portanto, especula-se que os efeitos deletérios dos agonistas de receptores A; podem ser
devidos, ao menos em parte, a atenuacdo dos efeitos benéficos da ativacdo do receptor

A, em situagdes de hipoxia ou isquemia (Wardas, 2002).

1.5 Enzimas séricas e doencas hepaticas

Idade e sexo s3o os maiores fatores da variagdo fisiologica sérica da 5°’-NT em
ratos. A atividade sérica da 5’-NT em fémeas ¢ maior quando comparada com a
atividade sérica em ratos machos e comeca a aumentar em torno da quinta e sexta
semanas de vida (Carakostas et al. 1990). A atividade especifica da 5’-NT no soro
sangiiineo de ratos velhos é menor que em ratos jovens, embora o valor do Km
permaneca estavel (Egutkin et al. 1990). Entretanto, Pappo e colaboradores (1969)
mostraram que, em humanos, a atividade sérica da 5°-NT ndo varia com a idade,
ictericia, ou sexo. Por outro lado, alguns trabalhos mostram que um aumento na
atividade da 5°-NT foi especifico para distarbios no figado e arvore biliar (Hill &
Sammons 1967, Song & Kappas 1969), exceto em casos de tumores ou metastases
(Sunderman 1990, Lal et al. 1989, Chatterjee et al. 1981, Dao et al. 1980, Reddi 1980,

Ip & Dao 1978).
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Dixon e Purdom (1954) foram os primeiros a observar que a 5’-NT sérica pode
ser clinicamente usada para diferenciar entre o diagnostico de doencas hepatobiliares e
osseas. No diagnostico de doenca hepatica, a fosfatase alcalina (FAL) e a y-glutamil
transferase (GGT) possuem uma boa sensibilidade, mas ndo sdo especificas (Reichling
& Kaplan 1988). Nos casos de aumento isolado nas atividades de FAL e GGT, a medida
da 5’-NT pode ajudar no diagndstico de doenga hepatica (Reichling & Kaplan 1988).

Em pacientes com aumento sérico na atividade da 5’-NT e com FAL hepatica
normal existe uma alta probabilidade de presenca de doenca hepatica, confirmando que
um aumento na atividade da 5’-NT ¢ bastante especifico no diagndstico de patologias
hepatobiliares (Pagani & Panteghini 2001). O motivo para esta especificidade nao ¢
bem conhecido, mas pode estar relacionado com a localizagdo da 5’-NT nas membranas
intracelulares. Detergentes como 4cidos biliares podem ser necessarios para a
solubilizacdo da enzima e concentragdes necessarias para que isso aconte¢a podem
ocorrer somente na doenca hepatica (Reichling & Kaplan 1988). Entretanto, esta
explicacdo ndo ¢ valida nos casos de elevacdo da 5’-NT em pacientes com cancer sem
envolvimento hepatico.

Uma analise da variagdo sérica, em ratos normais, das atividades da 5’-NT, FAL e
GGT sugerem varias vantagens para 5’-NT no prognoéstico de lesdes biliares em ratos
(Carakostas et al. 1990). Nesses animais com obstru¢do experimental do ducto biliar,
concentragdes de acidos biliares rapidamente chegam a niveis que podem romper as
membranas plasmaticas e solubilizar FAL e 5’-NT. Entretanto, a resposta a ligacdo do
ducto biliar em ratos, da 5’-NT no soro e figado difere da FAL. Em contraposi¢do a
FAL, a 5’-NT hepéatica ndo aumenta em algumas horas apds a obstrugdo biliar, mas

somente varios dias de colestase. Além disso, a prévia inibicdo da sintese protéica ndo
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inibe a elevagdo da 5°-NT sérica causada pela ligacdo do ducto biliar. Para a elevagao da
FAL hepatica € necessario que ocorra nova sintese protéica (Reichling & Kaplan 1988).

Além disso, ha diversos trabalhos envolvendo as aminotransferases em lesoes
hepaticas. Estudos t€ém sugerido que o grau de aumento das aminotransferases, bem
como a razao entre alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST),
pode ser usado para diagnosticar hepatite alcodlica (Neuschwander-Tetri et al, 1996;
Pinto et al, 1996; Bird, 1993; Zhou et al, 1998). Pacientes com hepatite alcodlica
freqiientemte apresentam uma razdo de AST para ALT > 2, com valores de
aminotransferase absoluta < 300 U/L. De acordo com Nathwani e colaboradores (2005),
pacientes em exercicio, polimiositose ou crises convulsivas exibiram niveis aumentados
de creatina quinase e lactato desidrogenase, de acordo com a injiria muscular. Em casos
agudos, os nivei de AST e ALT também estavam aumentados, ¢ a razdo AST/ALT era

maior do que 3.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito da dieta cetogénica sobre
as nucleotidases de cérebro e soro sangiiineo de ratos em modelo de epilepsia. Para

tanto, almejamos atingir os seguintes objetivos especificos:

1. Padronizagdo da dieta cetogénica;

2. Determinagdo da captagio de [U-'*C]-deoxiglicose em fatias de musculo soleo
de ratos;

3. Determinagao da relagdo tecido adiposo retroperitoneal / peso corporal total

4. Investigar o efeito da dieta cetogénica sobre a hidrélise de nucleotideos ATP,

ADP e AMP em sinaptossoma de hipocampo de ratos;

5. Avaliar a hidrdlise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP em sinaptossomas de
hipocampo de ratos submetidos ao modelo de inducdo de status epilepticus
com litio-pilocarpina;

6. Investigar o efeito da dieta cetogénica sobre a hidrélise de nucleotideos ATP,
ADP e AMP em sinaptossoma de hipocampo de ratos submetidos ao modelo
de indugdo de status epilepticus com litio-pilocarpina;

7. Investigar o efeito da dieta cetogénica sobre a hidrélise de nucleotideos e as
enzimas marcadoras de dano hepatico, em soro sangiiineo de ratos submetidos

ao modelo de indugdo de status epilepticus com litio-pilocarpina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes

- Fibras (microcelulose cristalina) obtidas da Blanver Farmoquimica.

- Mistura vitaminica, produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.

- Proteina isolada de soja p.a. 92% de pureza, obtida da BUNGE Alimentos.

- DL-metionina, obtida da Distribuidora Delaware, Porto Alegre, Brasil

- Comassie Blue e verde de malaquita obtidos da Sigma Chemical Co.

- [U-"*C]-Deoxiglicose, da Amersham.

- ATP, ADP, AMP, HEPES, trizma base, 4acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

- Percoll obtido da Pharmacia, sendo, rotineiramente, filtrado através de pré-filtros
Millipore AP15 para remover agregados.

- Cloreto de calcio e cloreto de magnésio foram obtidos da Merck.

- Cloreto de potassio, sacarose, molibdato de amonio e glicose obtidos da Reagen.

- Acido cloridrico, acido tricloroacético (TCA) e etanol, obtidos da Synth.

- Alcool polivinilico da Vetec.

- Todos os demais reagentes foram de grau analitico.

3.2. Equipamentos

Centrifuga Sorvall RC 5B plus (rotor SS-34), Sorvall RMC 14, balangas

analiticas Kern 430-21 e Marte AS 2000, homogeneizador Potter Elvehjem,

espectrofotometros Beckman DU 640 UV/VIS e Genesys 20, banho-térmico Biopar
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HM A02, pipetas automaticas Finnpipette-Labsystems, vidrarias volumétricas

adequadas. Contador de cintilacao liquida Wallac.

3.3. Animais

Foram utilizados ratos Wistar fémeas, provenientes do biotério do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com vinte
e um dias de idade. Os animais foram mantidos em suas caixas confeccionadas em
plexiglass, medindo 42 x 34 x 16cm, tendo o assoalho recoberto por maravalha, e
acondicionados em grupos de no maximo 4 ratos por caixa. Os ratos foram submetidos
a um ciclo de claro-escuro de 12 horas, a uma temperatura de 23+1°C. Os
procedimentos para cuidado e manuseio dos animais foram adaptados de acordo com os
regulamentos publicados pela Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento

(SBNeC).

3.4. Desenho Experimental

3.4.1 Modelo do litio-pilocarpina

O SE foi induzido usando o modelo litio-pilocarpina. Aos 21 dias, os ratos
receberam uma inje¢do i.p. de cloreto de litio (127 mg/kg); 18-19 horas apds, foi
administrada uma dose 1.p. de pilocarpina (60mg/kg), para inducdo do SE; os controles
receberem injecdo de salina no mesmo volume. Apos injecdo de pilocarpina, todos os
ratos progrediram ao SE, tendo seu inicio caracterizado por imobilidade inicial e

movimentos mastigatorios seguido por repetitiva atividade clonica de tronco e
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membros. Os ratos, entdo, desenvolveram repetidos levantamentos das patas dianteiras
(rearings) com clonus dos membros dianteiros e queda intercalada com imobilidade,
movimentos mastigatorios e tremores ocorrendo singularmente ou em séries (Zhao et
al., 2004). Um sexto dos animais (6,25%) em SE morreram e nenhum dos animais

controle morreu.

3.4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos:

Controle salina: receberam inje¢do i.p. de salina e foram alimentados com dicta

controle.

Cetogénico salina: receberam injegdo i.p. de salina, foram deixados 24 horas em jejum

e, entdo, alimentados com dieta cetogénica.

Controle litio-pilocarpina: tiveram indu¢do do SE com o modelo litio-pilocarpina e

foram alimentados com dieta controle.

Cetogeénico litio-pilocarpina: tiveram indu¢dao do SE com o modelo litio-pilocarpina,

foram deixados 24 horas em jejum e, entdo, alimentados com dieta cetogénica.

Todos os ratos consumiram ragdo e agua ad libitum durante 6 semanas. As

respectivas dietas estdo detalhadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Composigdo das dietas Controle e Cetogénica

Controle g/100 g Cetogénica 0/100 g
Proteina de soja 25 Proteina de soja 25
Mistura salina' 4,0 Mistura salina’ 4.0
Mistura vitaminica® 1,0 Mistura vitaminica®> 1,0
Fibras 1,0 Fibras 1,0
Oleo de soja 0,5 Oleo de soja 2,0
Banha de porco 4,5 Banha de porco 65,5
DL-metionina 0,3 DL-metionina 0,3
Amido de milho 63,7 Amido de milho 1,2

1. Composicao (mg/100g de racdo): NaCl, 557; K1, 3.2; KH2PO4, 1556; MgS04, 229;

CaCO3, 1526; FeSO4 . TH20, 108; MnSO4 . H20, 16; ZnSO4 . 7H20, 2,2; CuSO4 .

5H20, 1,9; CoCl . 6H20, 0,009; KI, 3,2.

2. Mistura vitaminica (mg ou UI/100 g de ragdo): vitamina A, 2000 UI; vitamina D,

2000 UI; vitamina E, 10 UI; menadiona, 0,5 mg; colina, 200 mg; acido p-

aminobenzobico (PABA), 10 mg; inositol, 10 mg; niacina, 4 mg; Ca-D-pantotenato, 4

mg; riboflavina, 0,8 mg; tiamina, 0,5 mg; piridoxina, 0,5 mg; acido folico, 0,2 mg;

biotina, 0,04 mg; vitamina B-12, 0,003 mg.

1 e 2. Segundo métodos oficiais de andlises da Associagda de Quimica Analitica

(AOAC); Horwitz, 1980.
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3.5 Frac0es bioldgicas

Foram utilizadas diferentes fragdes bioldgicas de ratos dos quatro grupos de
tratamento especificados:
a) Fragdo sinaptossomal de hipocampo.
b) Soro sangiiineo.
¢) Tecido adiposo retroperitoneal.

d) Mausculo séleo.

3.5.1 Obtencéo da fracdo sinaptossomal

Os sinaptossomas foram isolados como previamente descrito (Nagy e
Delgado-Escueta, 1984). Os ratos foram mortos por decapitagdo, os hipocampos
removidos ¢ homogeneizados em homogeneizador motor drive Teflon-glass, numa
diluicao de 1:5 (p:v), em um meio denominado "meio I" contendo: 320mM sacarose,
0,ilmM EDTA e 5,0mM HEPES, pH 7.5. O homogeneizado total foi submetido a
centrifugagdes diferenciais para obtencao da fragdo mitocondrial (P2) a qual (0,5 mL)
foi misturada com 4mL de solucdo de Percoll 8,5% e aplicada num gradiente
isoosmotico descontinuo de Percoll/sacarose (10/16%). A banda de sinaptossomas
entre a interface do Percoll 10/16% foi coletada e lavada duas vezes a 15,000 x g por
20min com mesmo “meio I” para remover o Percoll residual. O "pellet" da fragdo
sinaptossomal foi suspenso em “meio I” para uma concentragdo final da proteina de
0,5mg/mL. O material foi preparado diariamente e todos os procedimentos desde a

retirada dos tecidos foram realizados a temperatura de 0-4°C.
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3.5.2 Isolamento da fracdo sangliinea e obtencéo do soro

No momento da decapitagdo dos ratos (controles e tratados) para obtencdo da
fracdo sinaptossomal, o sangue foi coletado em um tubo sem adicdo de
anticoagulantes. O sangue foi centrifugado em tubos plasticos por S min a 5.000 x g, a
temperatura ambiente, em centrifuga clinica. O soro foi separado e uma por¢ao foi
utilizada para determinagdo de corpos cetonicos e outra, congelada a —20°C por até

uma semana para realizacdo dos ensaios enzimaticos.

3.6 Ensaios enzimaticos da fracdo sinaptossomal

O meio de reagdo usado para medir a hidrolise do ATP e do ADP foi,
essencialmente 0 mesmo como descrito previamente (Battastini et al., 1991), contendo
(concentracdo final): KCl 5,0mM, CaCl, 1,5mM, EDTA 0,ImM, glicoselOmM,
sacarose 225mM e tampao Tris-HCI 45mM, pH 8.0, em um volume final de 200uL.

O meio de reacdo usado para dosar a atividade da ecto-5’-nucleotidase
continha MgCl, 10mM e Tris-HC1 100mM, pH 7,5 e sacarose 150mM em um volume
final de 200uL (Heymann et al., 1984).

Foi realizada uma pré-incubacao de 10 min, com a adi¢ao de 20 uL da fragdo
sinaptossomal e a reacdo foi iniciada pela adicdo de ATP, ADP ou AMP para uma
concentragdo final de 1,0 mM. O tempo de incubagdo e concentracdo de proteina
foram escolhidos com a finalidade de garantir a linearidade da reagdo. A reacdo foi
interrompida pela adi¢cdo de 200pL de TCA 10%. As amostras foram transferidas e
mantidas no gelo por 10min, e aliquotas de 100uL (para ATPase e ADPase) ou

200pL (para AMPase) foram retiradas para a dosagem do fosfato inorganico liberado
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(Pi) pelo método colorimétrico do verde de malaquita (Chan et al., 1986). Todas as
amostras foram feitas em triplicatas sendo a hidrolise ndo enzimatica dos substratos
corrigida através de controles feitos nas mesmas condi¢des da amostra, exceto que a
fracdo sinaptossomal foi adicionada apos a interrupg¢do da reacdo pelo TCA. A
atividade enzimatica foi expressa como nmoles de Pi liberado por minuto por mg de

proteina (nmolPi/min/mg).

3.7 Determinacdo de proteinas

A quantificagdo proteina foi determinada pelo método de Comassie Blue

(Bradford, 1976), usando albumina bovina sérica como padrao.

3.8 Modelo experimental de captacdo de [U-'*C]-deoxiglicose em fatias de

musculo s6leo

O musculo da perna (s6leo) foi retirado ¢ molhado com solugdo Krebs-Ringer
bicarbonato (KRb). Apos, foram cortadas fatias do musculo, pesando entre 50-60 mg, e
colocadas sobre placas de Petry com papel filtro embebido com a solugdo de KRb. As
fatias foram incubadas a fim de medir a captacio de [U-'*C]-Deoxiglicose. Para isso,
utilizou-se um meio de incubagdo contendo 1,0 ml de Tampao KRb em pH 7,4, 5 mM
de glicose e [U-'*C]-Deoxiglicose. O experimento foi realizado em atmosfera de
carbogénio (95% O,/ 5% CO,), sob agitacao e temperatura de 37° (Dubnoff). Apds 30
minutos, a reacdo foi interrompida, colocando-se os béqueres no gelo. Retirou-se o meio
de incubacgdo e as fatias foram lavadas com 1,0 mL de solugdo KRb gelada, por 3 vezes.

As fatias foram transferidas para tubos eppendorfs especificos, centrifugados a 2.000
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rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, adicionado 2,0 mL de NaOH 2N e,
ap6s homogeneizacdo do tecido, o liquido de cintilagdo foi acrescentado. A

radioatividade incorporada foi medida em um contador de cintilagao liquida (Wallac).

3.9 Determinacéo da relacéo tecido adiposo retroperitoneal / peso corporal total

O tecido adiposo retroperitoneal dos ratos foi retirado e pesado. Posteriormente,

fez-se uma relacdo entre o peso deste tecido adiposo sobre o peso corporal total do

animal, em gramas.

3.10 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média ou média e desvio padrdo. Os

resultados foram anlaisados por ANOVA de medidas repetidas ou ANOVA de duas

vias, utilizando o programa estatistico SPSS 10.0 para Windows.
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados na forma dos seguintes capitulos:

CAPITULO I:
Efeito da dieta cetogénica sobre a hidrolise de nucleotideos em sinaptossomas de ratos

submetidos ao modelo de inducéo de status epilepticus com litio-pilocarpina.

CAPITULO II:
Effect of ketogenic diet on alkaline phosphatase, aminotransferases and nucleotidase
activities on rat blood serum in a lithium-pilocarpine—induced status epilepticus

(manuscrito a ser submetido a revista Life Sciences).

34



4.1 CAPITULO I

4.1.1 Padronizacdo da dieta cetogénica

Experimentos preliminares usando a KD com 20% de proteina ao invés de 25%,
concentracédo utilizada no tratamento de criangas com epilepsia, causou subnutricdo dos
ratos. Com esta dieta, foi observada uma perda de peso e de pélos (dados néo
mostrados). Este dado pode estar relacionado aos ratos Wistar usados neste trabalho,
uma vez que ratos Sprague-Dawley ndo apresentaram sinais de subnutricdo quando
alimentados com KD com 10% de proteina e iniciando o tratamento aos 22 dias de
idade (Bough & Eagles, 1999). Com o tratamento usado neste estudo os animais
permaneceram aparentemente saudaveis e um teste semi-quantitativo mostrou que 0s
niveis de corpos cetdnicos no soro sangiineo dos ratos controle estavam abaixo de 0,5
mmol/L, enquanto os animais alimentados com a KD desenvolveram um maior nivel de

cetose (1-5 mmol/L).

4.1.2 Efeito da KD e do SE sobre o peso dos ratos

Os animais receberam a dieta controle ou cetogénica conforme descrito nos
Materias e Métodos durante 6 semanas. A fim de verificarmos uma possivel interacéo
entre a KD e o SE, realizamos uma analise dos resultados por uma Analise de Variancia
com Medidas Repetidas. Dessa forma, pudemos observar que houve efeitos do tempo
(F(1,29)=635,38; P<0,001) e da dieta (F(1,29) = 4,44; P <0,05) sobre o peso dos ratos,
mas ndo do SE (Figura 4). Em uma analise mais detalhada, vimos que ap6s a primeira

semana deste tratamento 0s grupos cetogénicos, tanto salina quanto litio-pilocarpina,
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ganharam 25% menos peso em relacdo ao grupo controle + salina, e 21% em relagéo ao
controle + litio-pilocarpina (p<0,005). Na segunda semana, a diferenca de ganho de
peso do grupo que recebeu KD + salina para os grupos controle + salina e controle +
litio-pilocarpina foi de 25% e 22%, respectivamente (p<0,001), semelhante ao grupo
KD + litio-pilocarpina, (26% e 23%, respectivamente; p<0,001). Na terceira semana, 0
menor ganho de peso dos ratos cetogénicos em relacdo aos grupos controle + salina e
controle + litio-pilocarpina foi de 20% e 16%, respectivamente, para os cetogénicos +
salina (p<0,005) e de 21% e 17%, respectivamente, para 0s cetogénicos + litio-
pilocarpina (p<0,005). Essa diferenca, apesar de menos acentuada, continuou ainda na
guarta semana de tratamento. O menor ganho de peso do grupo que recebeu KD +
salina em relagcdo aos grupos controle + salina e controle + litio-pilocarpina foi de 14%
e 9%, respectivamente (p<0,05), semelhante ao grupo KD + litio-pilocarpina, (15% e
10%, respectivamente; p<0,05). A partir de entdo, os pesos dos animais se igualaram,

permanecendo assim até o final do tratamento (Figura 4).

4.1.3 Efeito da KD sobre a relacéo tecido adiposo retroperitoneal / peso corporal

total

A fim de avaliarmos a quantidade de tecido adiposo dos animais alimentados
com KD em comparacgdo aos animais controle, determinamos a relacédo entre o peso do
tecido adiposo retroperitoneal e o peso corporal total, em gramas. A partir da analise dos
resultados por uma ANOVA de duas vias, observamos houve efeitos da KD
(F(1,21)=9,14; p<0,01), do SE (F(1,21)=84,08; p<0,001), bem como uma interagdo
entre estes dois fatores (F(1,21)=27,08; p<0,001), causando uma diminui¢do do tecido

adiposo retroperitoneal em relacdo aos ratos controle salina (Figura 5).
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Figura 4. Peso total dos ratos ao longo de 45 dias de tratamento com as dietas
controle e cetogénica. Os animais receberam a dieta controle ou cetogénica conforme
descrito nos Materiais e Métodos durante 6 semanas e estavam divididos em quatro
grupos: Ctrl (receberam injecdo de salina e dieta controle), KD (receberam injecédo de
salina e dieta cetogénica), Li-Pilo (submetidos ao modelo do litio-pilocarpina e
receberam dieta controle) e Li-Pilo+KD (submetidos ao modelo do litio-pilocarpina e
receberam dieta cetogénica). Os resultados representam as médias de pelo menos cinco
animais. Os dados foram analisados por Analise de Variancia com Medidas Repetidas.
(@) Significativamente diferente do grupo Ctrl e Ctrl + Li-Pilo (p<0,005). (b)

Significativamente diferente dos grupos Ctrl e Ctrl + Li-Pilo (p<0,001). (c)

Significativamente diferente dos grupos Ctrl e Ctrl + Li-Pilo (p<0,05).
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Figura 5. Concentracdo de tecido adiposo retroperitoneal de ratos. Os animais
receberam a dieta controle ou cetbgenica conforme descrito nos Materiais e Métodos
durante 6 semanas e estavam divididos em quatro grupos: Ctrl (receberam injecéo de
salina e dieta controle), KD (receberam injecdo de salina e dieta cetogénica), Ctrl Li-
Pilo (submetidos ao modelo do litio-pilocarpina e receberam dieta controle) e KD Li-
Pilo (submetidos ao modelo do litio-pilocarpina e receberam dieta cetogénica). Os
resultados representam as médias + desvio padrdo de pelo menos cinco animais. Os

dados foram analisados por ANOVA de duas vias.

38



4.1.4 Efeito da KD sobre a captacdo de [U-*C]-Deoxiglicose em musculo séleo de

ratos controle e cetogénicos

Com a finalidade de determinar a utilizacdo de glicose pelo musculo de ratos
alimentados com dieta cetogénica em relacdo aos seus controles, analisamos a captacédo
de [U-**C]-Deoxiglicose em musculo séleo destes animais, que receberam injecdo
prévia de solucdo de salina ou inducdo do SE pelo modelo do litio-pilocarpina.
Observamos que a captacdo de [U-'*C]-Deoxiglicose em musculo séleo foi semelhante
nos grupos de animais estudados (Figura 6). Burcelin et al. (2002) mostrou que, in vitro,
também ndo houve variacdo na razdo de utilizacdo da glicose em musculo isolado de

camundongos controle e camundongos magros ndo diabéticos (LnD).

4.1.5 Efeito da KD sobre as ectonucleotidases em sinaptossomas de hipocampo de

ratos controle e cetogénicos

Uma vez padronizada a dieta cetogénica em ratos, estudamos o efeito desta dieta
sobre as ectonucleotidases de sinaptossoma de hipocampo de ratos que receberam
injecdo prévia de solugdo de salina ou inducéo do SE pelo modelo do litio-pilocarpina, e
posteriormente alimentados com dietas controle ou cetogénica.

Inicialmente, nossos objetivos eram avaliar o efeito da KD sobre as
ectonucleotidases em sinaptossoma de ratos. De acordo com este proposito,
verificamos, através da analise por ANOVA de duas vias, que a KD per se ndo foi capaz
de alterar a atividade dessas enzimas em sinaptossoma hipocampal de ratos que

receberam injecédo prévia de salina (Figura 7).
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A partir destes dados, resolvemos analisar o efeito da KD associado a um
modelo de inducdo de SE. Sendo assim, vimos que a inducdo do SE pelo modelo do
litio-pilocarpina foi capaz de promover uma diminuicdo na hidrolise do ATP
(F(1,29)=6,06; P<0,05) e um aumento da hidrdlise do ADP (F(1,27)=7,38; P<0,05), ndo
havendo interacdo entre estes dois fatores analisados (Figura 7). A KD nem o SE

provocaram alteracdo na hidrélise do AMP.
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Figura 6. Captacdo de [U-**C]-Deoxiglicose em musculo séleo de ratos. Os animais
receberam a dieta controle ou cetbgenica conforme descrito nos Materiais e Métodos
durante 6 semanas e estavam divididos em quatro grupos: Ctrl (receberam injecéo de
salina e dieta controle), KD (receberam injecéo de salina e dieta cetogénica), Li-Pilo
(submetidos ao modelo do litio-pilocarpina e receberam dieta controle) e Li-Pilo+KD
(submetidos ao modelo do litio-pilocarpina e receberam dieta cetogénica). Os resultados
representam as médias + desvio padrdo de pelo menos cinco animais. Os dados foram

analisados por ANOVA de duas vias.
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Figura 7. Hidrdlise do ATP (A), ADP (B) e AMP (C) em sinaptossoma de
hipocampo de ratos. Os animais receberam a dieta controle ou cetégenica conforme
descrito nos Materiais e Métodos durante 6 semanas e estavam divididos em quatro
grupos: Ctrl (receberam injecdo de salina e dieta controle), KD (receberam injecédo de
salina e dieta cetogénica), Li-Pilo (submetidos ao modelo do litio-pilocarpina e
receberam dieta controle) e Li-Pilo+KD (submetidos ao modelo do litio-pilocarpina e
receberam dieta cetogénica). Os resultados representam as médias + desvio padrdo de

pelo menos cinco animais. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias.
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4.2 CAPITULO Il - SILVEIRA, VG: COGNATO, GP;: MULLER, AP; BONAN, CD:;
PERRY, ML; BATTASTINI, AM. Effect of ketogenic diet on alkaline phosphatase,
aminotransferases and nucleotidase activities on rat blood serum in a lithium-

pilocarpine-induced status epilepticus (artigo a ser submetido a Life Sciences).
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ABSTRACT

The ketogenic diet (KD) is a high-fat and low-carbohydrate diet, used for
treating refractory epilepsy in children. We have previously shown alterations in
nucleotidase activities from central nervous system and blood serum of rats submitted to
different models of epilepsy. In this study we have investigated the effect of KD on
nucleotidase activities on blood serum, as well as the relationship between KD and
alkaline phosphatase (ALP), aspartate aminotransferase (AST), and alanine
aminotransferase (ALT) activities of female Wistar rats submitted to the lithium-
pilocarpine model of epilepsy. At 21 days-old, rats received an injection of lithium
chloride and 18-19 h later, they received an injection of pilocarpine hydrochloride for
status epilepticus (SE) induction. The results reported here show that seizures induced
by lithium-pilocarpine elicit a significant increase in ATP hydrolysis and ALP activity,
as well as a decrease in ADP hydrolysis and AST activity. Furthermore, the KD is a
useful and effective agent in management of refractory epilepsies of childhood.
However, it is a rigorous regimen that can be associated with hepatic damage, showed
in our results through the elevated activities of ALP, ALT, AST and 5’-nucleotidase, in
blood serum. Further studies are necessary to investigate the mechanism of inhibition of
the lithium on nucleotidases in blood serum.
Keywords: nucleotidases; aminotransferases, alkaline phosphatase, status epilepticus,

ketogenic diet, pilocarpine model.
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1. INTRODUCTION

The prospect that epilepsy might be controlled, at least partially, by nutritional
modification is radical but highly appealing. The ketogenic diet (KD) is certainly the
best-known dietary approach to epilepsy treatment, but it is not the only one (Stafstrom,
2004). The KD was initially devised in 1921 to mimic the anticonvulsant effects of
fasting, which were known to suppress seizures (Wilder, 1921). Despite its long history
of clinical use, it is still not entirely clear how the KD affects the brain and what
mechanism(s) underlies its seizure-suppressive action. Because both the KD and fasting
have beneficial effects on epilepsy, it has been assumed that they share a common
mechanism in alleviating seizures. Besides, both the KD and fasting produce elevated
blood levels of B-hydroxybutyrate (B-OHB) and acetoacetate, it has been speculated that
ketosis may have a beneficial effect upon brain seizure resistance. In addition to ketosis,
other changes associated with the ketogenic diet might affect seizure activity. For
example, changes in energy metabolism, in lipid composition of cell membranes, in the
level of brain water content, and in brain pH have all been suggested to play a role in
seizure suppression (Schwartzkroin, 1999; Janigro, 1999).

Cholinomimetic agents are capable of inducing epileptic phenomena when
applied either systemically or directly to central nervous system (CNS). Convulsions
induced by cholinergic stimulation produce a distinctive pattern of
electroencephalographic (EEG), behavioral and pathological changes mimicking human
epilepsy (Turski et al., 1989). Thus, seizures induced by cholinomimetic agents have
been widely used as valuable models of experimental epilepsy (Leite et al., 2002;
Turski, 2000; Turski et al., 1989). Interestingly, lithium pretreatment has been shown to
potentiate the convulsant effect of cholinomimetics (Honchar et al., 1983; Morrisett et

al., 1987Db). This model reproduces most clinical, temporal and neuropathologic features
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of human temporal lobe epilepsy (TLE) (Turski et al., 1989; Cavalheiro, 1995; Dube et
al., 2001a,b; Rigoulot et al., 2004), and neuronal damage occurs mainly in the
hippocampus, dentate gyrus, piriform and entorhinal cortices, septum, thalamus,
amygdala, and neocortex. Previous studies have demonstrated that lithium-pilocarpine
does not produce substantial hippocampal damage during the first 2 weeks of life (Cilio
et al., 2003; Sankar et al., 1998).

Within the past decade, ectonucleotidases belonging to several enzyme families
have been discovered, cloned and functionally characterized by pharmacological means.
Specifically, we refer here to members of the ecto-nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase (ENTPDase) family (EC 3.6.1.5) as ectoenzymes that hydrolyze
extracellular nucleoside tri- and diphosphates and have a defined pharmacological
profile. Most notably, in many tissues and cells, NTPDases comprise dominant parts of
a complex cell surfacelocated nucleotide hydrolyzing and interconverting machinery.
This ensemble includes the ecto-nucleotide pyrophosphatase phosphodiesterases (E-
NPPs), NADglycohydrolases, CD38/NADase, alkaline phosphatases, dinucleoside
polyphosphate hydrolases, adenylate kinase, nucleoside diphosphate kinase, and
potentially ecto-F1-Fo ATP synthases (Goding, 2000; Stefan et al., 2005) that may
interact in various tissues and cellular systems.

The ectonucleotidase chain or cascade, as initiated by NTPDases can be
terminated by ecto-50-nucleotidase (CD73; EC 3.1.3.5) with hydrolysis of nucleoside
monophosphates (Zimmermann, 1992). Together, ecto-50-nucleotidase and adenosine
deaminase (ADA; EC 3.5.4.4), another ectoenzyme that is involved in purine salvage
pathways and converts adenosine to inosine, closely regulate local and pericellular
extracellular and plasma concentrations of adenosine (Goding and Howard, 1998; Resta

et al., 1998).
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The level of exogenous ATP may be increased in various inflammatory and
shock conditions, mainly as a consequence of nucleotide release from platelets,
endothelial and blood vessel cells (Dubyak, 2000). This rise in exogenous ATP
concentration is usually accompanied by concurrent secretion of various enzymes into
the intercellular space (Yegutkin and Burnstock, 2000). Thus, the measurement of the
rate of nucleotide hydrolysis in blood may serve as an auxiliary tool in the diagnosis of
cellular damage in various pathophysiological conditions (Yegutkin, 1997). Bruno et al.
(2002) demonstrated that acute seizures induced by PTZ elicit a significant increase in
ATP diphosphohydrolase and 5’-nucleotidase activities in serum of rats and these
results suggest an effect promoted by the seizures. For instance, serum 5’-NT activity
was increased mainly in obstrutive hepatobiliary disorders (Dixon and Purdom 1954,
Hill and Sammons, 1967a, Song and Kappas, 1969, Reichling and Kaplan, 1988, Pagani
and Panteghini, 2001) and serum ALP was first reported to be elevated in patients with
hepatobilliary disorders in 1930 (Roberts, 1930).

Several reports have suggested that the degree of aminotransferase elevation as
well as the AST to alanine aminotransferase (ALT) ratio may be used to diagnose
alcoholic hepatitis (Neuschwander-Tetri et al., 1996; Pinto et al., 1996; Bird, 1993;
Zhou et al., 1998). Patients with alcoholic hepatitis often demonstrate an AST to ALT
ratio of > 2, with absolute aminotransferase values of < 300 U/L. Although some
authors have stated that no consistent relationship exists between the AST and ALT
levels in nonalcoholic steatohepatitis (Ludwig et al., 1980), others have implied that the
ALT level is generally greater than the AST level (Sheth et al., 1997; Neuschwander-
Tetri et al., 1996; Pinto et al., 1996).

Considering the influence of KD and adenine nucleotides on central and

peripheral nervous system, the aim of this investigation was to study the effect of KD in
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ATP, ADP and AMP hidrolysis on blood serum of Wistar rats, as well as its relationship

with ALP and aminotransferases in a lithium-pilocarpine—induced SE.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Materials
Nucleotides (ATP, ADP, AMP), Hepes, Trizma base, EDTA, levamisole and
pilocarpine were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Diagnostic

kits, manufactured by Labtest Diagnostic. All others reagents were of analytical grade.

2.2. Animals

Female 21 days-old Wistar rats came from the local breeding colony. They were
maintained on a 12-h light/dark cycle in a ventilated room at 21°C with free access to
food and water. All animal procedures were in accordance with the National Institutes

of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

2.3. Lithium-pilocarpine-induced SE

At 21 days old, 24 rats received an i.p. injection of lithium chloride (127 mg/kg);
18-19 h later, rats received an i.p. injection of pilocarpine hydrochloride (60 mg/kg), for
induction of SE. The control groups received an injection of the same amount of normal
saline (n = 11). After pilocarpine injection, all rats progressed to SE. The onset of SE
was characterized by initial immobility and chewing followed by repetitive clonic
activity of the trunk and limbs. The rats then developed repeated rearing with forelimb
clonus and falling interspersed with immobility, chewing, and myoclonic jerks

occurring singularly or in series (Zhao et al., 2004). Two (8,33%) of the SE rats died.
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2.4. Diets

The animals were divided into four groups: Ctrl group (received an injection of
saline and control diet; n = 5); KD group (received an injection of saline and KD; n =
6); Li-Pilo group (submitted to lithium-pilocarpine model and received control diet; n
=11); and Li-Pilo+KD group (submitted to lithium-pilocarpine model and received KD;
n = 11). The ketogenic rats are fasted for 24h prior to initiation of KD (Table 1). All
rats consumed food and water ad libitum for 6 weeks. Ketonemia was determined by a
semiquantitative kit (Keto-Diabur-Test®5000) from Roche Diagnostics (Mannheim,

Alemanha).

2.5. Isolation of blood serum fraction
Blood samples were drawn after decapitation of rats and were immediately
centrifuged at 5000 x g for 5 minutes at room temperature. The serum samples obtained

were stored at —20°C for until analysis.

2.6. Measurement of ATP, ADP and AMP hydrolysis

ATP, ADP and AMP hydrolysis were performed using the method described
previously by Oses et al. 2004. The reaction mixture containing ATP or ADP as
substrate (3 mM), 112.5 mM Tris—HCI, pH 8.0, was incubated with 1.0 mg protein of
serum protein at 37°C for 40 min in a final volume of 0.2 mL. The reaction was stopped
by the addition of 0.2 mL of 10% TCA. All samples were chilled on ice, centrifuged at
5,000 x g for 5 minutes and the amount of inorganic phosphate (Pi) liberated was
measured by the malachite green method (Chan et al., 1986). AMP hydrolysis was
determined in the same conditions for ATP and ADP, except that the substrate was

AMP (3 mM) and at pH 7.5. To exclude a possible interference of non-specific
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phosphatases on nucleotide hydrolysis, we incubated the blood serum with levamisole, a
specific inhibitor of alkaline phosphatase. For all enzyme assays incubation times and
protein concentration were chosen to ensure the linearity of the reaction. In order to
correct non-enzymatic hydrolysis, we performed controls by adding the serum after the
reaction was stopped with TCA. All samples were assayed in duplicate. Enzyme

activities were expressed as nmol of Pi released per minute per milligram of protein.

2.7. Protein determination
Protein was measured by the Coomassie Blue method (Bradford, 1976), using

bovine serum albumin as standard.

2.8. Determinations of ALT, AST and ALP

Levels of alanine aminotransferase ALT), aspartate aminotransferase (AST)
(Reitman and Frankel, 1957) and alkaline phosphatase (ALP) (Roy, 1970) in the serum
were determined using commercial diagnostic kits, manufactured by Labtest Diagnostic,

Brazil. Enzyme activities were expressed as U/L.

2.9. Statistical analysis

The data obtained are expressed as means + standard deviation of at least five

animals. The results were analyzed statistically by two-way ANOVA (SPSS 10.0

Windows).

3. RESULTS
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Preliminary experiments using a KD with 20% protein instead 25% protein, as
used in the treatment of children with epilepsy, caused an important undernutrition in
rats. With this diet, it was observed a significant loss of weight and hair (data not
shown). This result may be related to the Wistar rats used in this study, because
Sprague-Dawley rats did not show signs of undernutrition when fed a KD containing
10% protein, even when the diet was started at 22 d postnatal (Bough and Eagles, 1999).

With the treatment used here, the animals remained apparently healthy and semi
quantitative test showed that the blood levels of ketone bodies on serum of control rats
were lower than 0.5 mmol/L, while animals fed the ketogenic diet developed an
increased level of ketosis (1-5 mmol/L).

In the present study we analyzed the changes in the hydrolysis of nucleotides in
the blood serum of female rats submitted to KD and to a lithium-pilocarpine—induced
SE. The statistical analyze by two-way ANOVA showed that KD increased ATP
(F(1.15)=98.39; P<0.001), ADP (F(1.17)=59.3; P<0.001) and AMP (F(1.20)=64.47;
P<0.001) hydrolysis. Moreover, we observed that lithium-pilocarpine—induced SE
increased ATP hydrolyze (F(1.15)=5.84; P<0.05) and decreased ADP hydrolyze
(F(1.17)=7.33; P<0.05) (Fig. 1). In addition, this study demonstrated an interaction
between KD and SE, occurred a decreased on AMP hydrolyze (F(1.20)=6.07; P<0.05)
(Fig. 1).

It is well known that some of the enzymes studied here can be increased in the
presence of other pathological events, particularly hepatic disorders (Pagani and
Panteghini, 2001; Reichling and Kaplan, 1988). Thus, to evaluate the possible liver
damage in the rats studied we measured the levels of hepatic enzymes: alkaline
phosphatase (ALP), alanine aminotransaminase (ALT) and aspartate aminotransaminase

(AST) in rat blood serum. The statistical analyze showed that the KD increased ALP
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(F(1.22)=84.88; P<0.001) (Fig. 2), ALT (F(1.20)=48.73; P<0.001) and AST
(F(1.21)=9.11; P<0.01) (Fig. 3) activities. The SE increased ALP activity
(F(1.22)=12.48; P<0.005) (Fig. 2) and decreased AST activity (F(1.21)=12.72;
P<0.005) (Fig 3). In addition, the AST/ALT ratio was greater than 2, or 3 in case of

epileptic rats.

4. DISCUSSION

Previous studies from our group have analyzed the interaction between epilepsy
and ecto-nucleotidases. Bonan et al. (2000) have shown an increase in NTPDases and
5-NT activities by synaptosomal preparations at different periods after induction of SE
by pilocarpine or kainate treatment. In addition, it was observed an increase in
nucleotidase activities in rat blood serum after a single convulsive injection of
pentylenetetrazol (Bruno et al., 2002). Moreover, in previous studies, we showed the
presence of NTPDases activities in peripheral (Sarkis and Salto, 1991) and CNS
(Battastini et al., 1995), platelets (Pilla et al., 1996) and rat blood serum (Oses et al.,
2004; Torres et al., 2007).

In the present study, we have used the lithium-pilocarpine model of epilepsy to
SE induction to investigate the nucleotide hydrolysis in the blood serum of rats treated
with KD. Systemic administration of a large dose of pilocarpine leads to excessive
cholinergic stimulation in the brain, which is manifested as alteration in electro-
encephalographic activity, cell damage and convulsions (Cavalheiro et al., 1987; Tursky
et al., 1989). Pre-treatment with lithium has been found to potentiate the seizure activity
induced by pilocarpine (Honchar et al., 1983), which may be prevented by either

cholinergic antagonists or anticonvulsive drugs (Morrisett et al., 1987a,b).
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Bruno et al. (2002) demonstrated a significant increase in ATP, ADP and AMP
hydrolysis by serum of rats and these results suggest an effect promoted by the seizures,
since that in vitro there were not significant changes an ATP and ADP hydrolysis in the
presence of PTZ. Because the protective actions of KD against epilepsy are not entire
clearly identified and nucleotidases have been associated with the plastic changes
induced by SE, it became important to study the correlation between this two
parameters. Our results have demonstrated that lithium-pilocarpine-induced SE was able
to increased ATP hydrolyze and decreased ADP hydrolyze from blood serum of rats.

According to results from our laboratory (data not published) presented for De
Paula Cognato (2005), pilocarpine has caused an increased on ATP, ADP and AMP
hydrolysis in blood serum of rats. Already, our laboratory Wilot (2004) observed (data
not published) that the chronic treatment with lithium decreased the nucleotide
hydrolysis in blood serum of rats. In this work, in spite of we use the lithium in a single
dose, we can propose that lithium was able to inhibit the effect of pilocarpine on ADP
hydrolyze, but was not sufficient to inhibit the increase of ATP hydrolyze caused by
pilocarpine. However, further studies are necessary to investigate the mechanism of
inhibition of the lithium on nucleotidases in blood serum.

Studies have demonstrated that NTPDase and E-NPP, with different kinetic
parameters, may be present in the organism as a double system for the maintenance of
homeostasis. Although NTPDase and E-NPP share common features, distinct
characteristics exist between them. These differences suggest that the two enzymes are
differently regulated and that they may function in different signaling contexts (Oses et
al., 2004).

Our results showed a higher ALP activity in epileptic rats. Thompson et al.

(2006) presented a report about a rare syndrome known as hyperphosphatasia with
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neurologic deficit. Various disorders of alkaline phosphatase metabolism are well
described in the literature, but most studies have focused on genetic defects resulting in
low enzyme levels - the hypophosphatasias (Cole, 2003).

Several key aspects of the KD might ultimately result in seizure protection.
Ketone bodies, free fatty acids, or glucose restriction might each lead directly or
indirectly to seizure control. While it is possible that any one of these KD-induced
changes is responsible for the anticonvulsant action of the KD, available evidence
suggests that improved seizure control, at a minimum, likely requires all three (Bough
and Rho, 2007). However, the KD that could involve some metabolic change induced
by high circulating levels of ketone bodies or perhaps by a lipid component of this diet.
Thus, we evaluated classic enzyme markers for hepatic damage (ALP, AST and ALT)
in this work.

The serum ALP is a sensitive detector for early intrahepatic and extrahepatic bile
obstruction and the presence of infiltrative diseases of the liver. The origin of the
elevated serum ALP that occurs in obstructive hepatobiliary disease and the mechanism
of its elevation have been subject of discussion and controversy for several decades. The
opinion is divided between the proponents of the retention theory and supporters of the
hepatogenic theory. The former propose that failure of the liver to excrete bone alkaline
phosphatase in hepatobiliary obstruction is the major factor in the elevation of the serum
level of the enzyme (Gutman, 1959; Wilkinson, 1962). The hepatogenic theory
postulates that in extrahepatic or intrahepatic obstruction the ALP produced by the liver
is unable to pass down the biliary tract and is forced back with the bilirubin into the
serum (Hill and Sammons, 1967b).

A method that combines availability and reliability is the measurement of the

other enzymes that are elevated in liver disease but not bone disease. These include
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gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) and 5’-NT. Elevation of either of these enzymes
in a nonpregnant patient usually indicates that a high serum ALP is a liver origin.
However, a normal 5°-NT in the presence of an elevated ALP does not exclude liver
disease (Connel and Dinwoodie, 1970).

In the diagnosis of liver disease, ALP and GGT activities are sensitive but not
specific (Reichling and Kaplan, 1988). 5°-NT is an ALP found primarily in the liver as
well as in other tissues (Goldberg, 1973), but an increase in serum activity has been
shown to be specific for the liver and biliary tree (Hill and Sammons, 1967a; Song and
Kappas, 1969). In cases of dissociated increases in ALP and GGT activities, 5’-NT
could be of diagnostic value in determining liver disease (Reichling and Kaplan, 1988).

Similarly, aminotransferases are sensitive indicators of liver cell damage for
both acute and chronic hepatocellular injury (Barth et al., 1979). Several reports have
suggested that the degree of aminotransferase elevation as well as the AST to ALT ratio
may be used to diagnose alcoholic hepatitis (Neuschwander-Tetri et al., 1996; Pinto et
al., 1996; Bird, 1993; Zhou et al., 1998). Moreover, Giannini et al. (2003) suggest that
the AST/ALT ratio determination could be useful in well-defined clinical situations due
to its relationships with stage of hepatic disease (both histological and clinical) and its
correlation with liver function. Additionally, the AST/ALT ratio seems to be a useful
tool even in patients with cirrhosis, since it helps grade the disease and is correlated
with 1-year prognosis. Nathwani et al. (2005) showed that patients in extreme exercise,
polymyositis or seizures exhibited markedly elevated creatine kinase and lactate
dehydrogenase levels consistent with muscle injury. In acute cases, AST and ALT were
both elevated, and the AST/ALT ratio was greater than 3.

In summary, the results reported here show that seizures induced by lithium-

pilocarpine elicit a significant increase in ATP hydrolyze and an decrease in ADP

S7



hydrolyze. However, further studies are necessary to investigate the mechanism of
inhibition of the lithium on nucleotidases in blood serum. Furthermore, the ketogenic
diet is a useful and effective agent in management of refractory epilepsies of childhood.
However, it is a rigorous regimen that can be associated with hepatic damage, showed
in our results through the elevated activities of ALP, aminotransferases and

nucleotidases, especially 5’-NT, on blood serum.
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Tabela 1. Composition of control and ketogenic diets

Control g/100 g Ketogenic g/100 g
Lard 4,5 Lard 65,5
Soy oil 0,5 Soy oil 2,0
Soy protein 25 Soy Protein® 25
Fiber 1,0 Fiber 1,0
Salt Mix® 4,0 Salt Mix? 4,0
Vitamin Mix® 1,0 Vitamin Mix® 1,0
DL-methionine* 0,3 DL-methionine* 0,3
Carbohydrates 63,7 Carbohydrates 1,2

! Soy protein purity 92% (BUNGE).

2 Mineral mixture (Roche, Sdo Paulo, Brazil), mg/100 g of ration: NaCl, 557; K, 3.2;
KH2PO4, 1556; MgS04, 229; CaCO3, 1526; FeSO4 _7H20, 108; MnSO4 _ H20, 16;
ZnSO4 _ 7H20, 2.2; CuSO4 _5H20, 1.9; and CoCI2 _ 6H20, 0.09.

% Vitamin mixture (Roche, Sao Paulo, Brazil), mg/100 g of ration: vitamin A, 4; vitamin
D, 0.5; vitamin E, 10; menadione, 0.5; choline, 200; PABA 10; inositol 10 mg; niacin,
4; pantothenic acid, 4; riboflavin, 0.8; thiamin, 0.5; pyridoxine, 0.5; folic acid, 0.2;
biotin, 0.04; and vitamin B-12, 0.003.

* DL-methionine (Delaware, Porto Alegre, Brazil)
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Figure 2
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6. LEGENDS

Figure 1. ATP, ADP and AMP hydrolysis from rat blood serum. The animals were
divided in four groups: Ctrl (received control diet); KD (received ketogenic diet); Li-
Pilo (submitted to lithium-pilocarpine model and received control diet); and Li-
Pilo+KD (submitted to lithium-pilocarpine model and received ketogenic diet). Bars
represent means+S.D. of at least five animals. The results were analyzed by two-way
ANOVA.

Figure 2. Alkaline phosphatase (ALP) activity from rat blood serum. The animals
were divided in four groups: Ctrl (received control diet); KD (received ketogenic diet);
Li-Pilo (submitted to lithium-pilocarpine model and received control diet); and Li-
Pilo+KD (submitted to lithium-pilocarpine model and received ketogenic diet). Bars
represent means+S.D. of at least five animals. The results were analyzed by two-way
ANOVA.

Figure 3. Aspartate aminotranferase (AST) and alanine aminotranferase (ALT)
activities from blood serum of rats. The animals were divided in four groups: Ctrl
(received control diet); KD (received ketogenic diet); Li-Pilo (submitted to lithium-
pilocarpine model and received control diet); and Li-Pilo+KD (submitted to lithium-
pilocarpine model and received ketogenic diet). Bars represent means+S.D. of at least

five animals. The results were analyzed by two-way ANOVA.

71



5. DISCUSSAO

A dieta cetogénica vem sendo utilizada clinicamente por quase um século, mas
ainda ndo se conhece exatamente seu mecanismo de acao. Entretanto, muitos progressos
a este respeito foram realizados na década passada. O fato de que uma modificacdo
fundamental na dieta possa ter efeitos terapéuticos nas doencas neuroldgicas reforca a
importancia da elucidagdo dos mecanismos de acdo da dieta cetogénica.

No presente estudo nos utilizamos o modelo do litio-pilocarpina para inducéo do
SE em ratos. A administracdo sisttmica de uma alta dose de pilocarpina leva a uma
excessiva estimulacao colinérgica no cérebro, a qual se manifesta como uma alteracéo
na atividade eletroencefalogréfica, dano celular e convulsdes (Cavalheiro et al., 1987;
Tursky et al., 1989). O pré-tratamento com litio tem sido mostrado por potencializar a
atividade epilética induzida pela pilocarpina (Honchar et al., 1983). Estudos prévios
demonstraram que o modelo do litio-pilocarpina ndo produz um dano hipocampal
substancial durante as duas primeiras semanas de vida (Cilio et al., 2003; Sankar et al.,
1998).

No capitulo 1, foi avaliado o ganho de peso dos ratos alimentados com as dietas
controle e cetogénica. Os resultados mostraram um ganho de peso durante o tratamento
em todos os grupos estudados, mas um menor ganho foi observado nos grupos
cetogénicos entre a primeira e a quarta semanas ap6s o inicio do tratamento. Esta
diferenca desapareceu apos este periodo, permanecendo assim até o final do tratamento.
Ziegler e colaboradores (2002) mostraram que ratos alimentados com KD tiveram um
ganho de peso menor entre a sétima e a oitava semanas apos o inicio do tratamento,
igualando-se aos controles apds dezesseis semanas. Em outros estudos usando ratos

adultos, grupos cetogénicos e controle ndo diferiram quanto ao ganho de peso (Hori et
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al., 1997). Possivelmente, tanto o ganho de peso bem como as modificacBes no limiar
das crises convulsivas em ratos alimentados com KD dependem da idade (Bough &
Eagles, 1999).

Embora diversas mudancas metabolicas e fisiologicas durante e apds crises
epiléticas em humanos e em animais experimentais tém sido demonstradas, pouca
informacdo existe nas modificacbes do metabolismo periférico durante as crises
epiléticas generalizadas. Experimentos in vivo mostram que ratos audiogénicos Wistar
(WARs) machos tiveram uma significativa reducdo do metabolismo lipidico global,
mostrado pela diminui¢do da concentracdo de triacilglicerol plasmatico, bem como as
atividades lipolitica e lipogénica do tecido adiposo (Botion & Doretto, 2003). Em
nossos experimentos, os ratos que desenvolveram SE apresentaram uma diminui¢ao do
tecido adiposo retroperitoneal, sendo menos acentuada quando o0s ratos foram
alimentados com KD.

A adenosina € uma substancia antilipolitica, liberada do tecido adiposo e
acumula-se no tampéo de incubacdo quando células adiposas isoladas sdo incubadas in
vitro (Fain & Wieser, 1975; Arch & Newsholme, 1978). A liberacdo de adenosina pelos
adipdcitos pode inibir a lipolise através da interacdo com receptores especificos de
adenosina nas células adiposas. Estudos em tecido adiposo, in vitro, tém sugerido o
envolvimento de receptores de adenosina do tipo A; (A1AR) na regulagédo da deposicéo
de gordura e de &cidos graxos plasmaticos e niveis de glicose (Smith et al., 1984;
Schwabe et al., 1974; Green, 1983). Em adipdcitos isolados, via A1AR, a adenosina
mimetiza a acdo da insulina no metabolismo da glicose e dos lipideos, inibe a lipdlise,
estimula a lipogénese e aumenta a acdo antilipolitica da insulina (Schwabe et al., 1974),
sendo esperado um aumento da gordura e do peso corporal. A adenosina também

aumenta o transporte da glicose e facilita a regulacdo da insulina em adipdcitos,
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prevenindo a inibicdo da acdo da insulina pelas catecolaminas (Smith et al., 1984;
Green, 1983).

De acordo com estes dados, podemos propor que a inducdo das crises
convulsivas pelo modelo do litio-pilocarpina, bem como a KD podem estar promovendo
uma inibicdo dos receptores de adenosina no tecido adiposo. Em nossos experimentos,
0s animais alimentados com KD apresentaram uma diminui¢do na quantidade de tecido
adiposo retroperitoneal, sendo ainda mais acentuada nos grupos com inducdo do SE.
Maiores estudos serdo realizados para investigar esta possivel relacdo entre KD, crises
convulsivas e receptores de adenosina.

Segundo Burcelin et al. (2002), a utilizacdo de glicose in vitro, na presenca ou
auséncia de insulina, foi semelhante nos musculos isolados nos diferentes grupos de
camundongos estudados (controle, obesos diabéticos, magros diabéticos e magros ndo
diabéticos), alimentados com dieta hiperlipidica. Por outro lado, a glicose tecidual
avaliada pelo acimulo de 2-[**C] deoxiglicose, in vivo, estava reduzida na maioria dos
masculos avaliados nos camundongos obesos diabéticos e aumentada nos magros ndo
diabéticos, em relacdo aos valores dos camundongos controles. Nos camundongos
magros diabéticos, a captacdo de glicose estava aumentada no diafragma, no coragdo e
no musculo séleo. In vivo, a elevada razdo de liberacdo de glicose estava associada a
uma maior utilizacdo de glicose por todos os musculos analisados, indicando que esta
liberagc@o pode ser controlada por fator(es) distinto(s) da insulina. Portanto, estes dados
estdo de acordo com nossos resultados referentes & captacéo de U-[**C] deoxiglicose em
musculo séleo, os quais mostraram-se semelhantes tanto em ratos controle quanto
cetogénicos, independente da inducdo de convulsdo pelo modelo do litio-pilocarpina.

Diversos estudos tém sugerido que o cérebro imaturo é menos vulneravel as

alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas apds a inducdo do SE (Sperber et al., 1991;
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Stafstrom et al., 1993; Haas et al., 2001). Em comparacao ao cérebro adulto, o cérebro
em desenvolvimento é relativamente resistente ao dano morfologico causado pelo SE
(Haut et al., 2004). Foi demonstrado que a indug@o de SE em ratos com 12 dias de idade
ndo resulta em mudancas estruturais e funcionais detectaveis na vida adulta (Cilio et al.,
2003).

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que as atividades
ectonucleotidasicas de sinaptossomas de hipocampo e de cértex cerebral de ratos jovens
de ambos os sexos (7-30 dias de idade) submetidos ao modelo da pilocarpina nédo
apresentaram alteragdo quando comparadas a seus respectivos controles. Esse fato
indica que essas atividades enzimaticas ndo sdo alteradas pelos fenbmenos plasticos
relacionados a epileptogénese em ratos jovens, pelo menos 7 dias apds a indugdo do
modelo de epilepsia (de Paula Cognato et al., 2005a). Tem sido reportado que ratos com
idade superior a 17 dias e que foram tratados com pilocarpina desenvolveram crises
espontaneas recorrentes, que caracterizam o periodo cronico desse modelo (Priel et al.,
1996). Além disso, as atividades ectonucleotidasicas de ratos adultos estdo aumentadas
no periodo crénico do modelo da pilocarpina (Bonan et al., 2000a). Neste trabalho, onde
utilizamos o modelo do litio-pilocarpina para inducdo do SE em fémeas de 21 dias de
idade, pudemos observar alteragdes nas ectonucleotidase em sinaptossoma de
hipocampo, 45 dias ap6s a indugéo do SE.

No presente trabalho, a atividade de hidrdlise do ATP em sinaptossomas de
hipocampo de ratos submetidos ao modelo litio-pilocarpina e tratados com KD por 45
dias apresentou-se diminuida. Por outro lado, a atividade de hidrolise do ADP nos
grupos de ratos controle e cetogénico, ambos submetidos ao modelo de convulséo
utilizado, apresentou-se aumentada. Uma importante observacgéo foi que estas alteragdes

na atividade das ectonucleotidases ocorreram devido ao modelo de convulsdo do litio-
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pilocarpina e ndo a KD per se. Em relacéo a esses dados, possivelmente esta ocorrendo
a participacdo de diferentes NTPDases na fracao sinaptossomal estudada.

O hipocampo tem sido bastante utilizado como um modelo para o estudo de
mecanismos envolvidos na plasticidade sinaptica, tais como potenciacdo de longa
duracdo (LTP), que ocorre apos breve estimulacao de alta freqtiéncia (100Hz) (Bliss &
Collingridge, 1993). Estudos tém mostrado que o ATP exdgeno, em baixas
concentragbes, € capaz de induzir potenciacdo sinaptica em fatias hipocampais
(Wieraszko & Seyfried, 1989; Fujii et al., 1999). Além disso, foi demonstrado que a
liberacdo de ATP é maior apds estimulo de alta freqiiéncia (100Hz) utilizado para
induzir LTP, e que, nesta condicdo, a via das ectonucleotidases contribui para a
formacédo de adenosina extracelular (Cunha et al., 1996). O mecanismo através do qual
0 ATP extracelular induz uma LTP estavel ainda ndo foi bem esclarecido. O
envolvimento do sistema purinérgico na potenciacdo de longa-duracéo foi investigado
através do uso de analogos rigidos do ATP (Wieraszko & Ehrlich, 1994). O ATP
extracelular e seu analogo ATP-y-S amplificaram permanentemente a magnitude das
respostas analisadas, mas outros analogos rigidos do ATP ndo exerceram a mesma acgao
agonista. Portanto, estes autores sugerem que 0 mecanismo em questdo poderia
envolver um novo tipo de receptor purinérgico ainda ndo descrito ou que a hidrolise do
fosfato-gama de ATP ou ATP-y-S poderia ser uma condicdo necessaria para a
ocorréncia deste efeito (Wieraszko & Ehrlich, 1994).

Estudos demonstram que o ATP extracelular atua como substrato para que as
ecto-proteinas quinases possam induzir a LTP através da fosforilagdo de dominios
extracelulares de proteinas de membrana na regido CAL do hipocampo (Fujii et al.,
1995). Recentemente, foi demonstrado que um efeito cooperativo entre o ATP

extracelular e os receptores NMDA € necessario para desencadear 0S processos
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envolvidos na inducdo da LTP, possivelmente através do uso do ATP extracelular na
fosforilagdo dos dominios extracelulares dos receptores NMDA (Fuijii et al., 1999).

Levando-se em conta essas consideracfes, nossos resultados sugerem que a
inibicdo significativa observada sobre a atividade do ATP em sinaptossoma de ratos
epiléticos tratados com KD, aumentaria a disponibilidade deste ATP na fenda sinaptica.
O aumento dos niveis de ATP extracelular pode desempenhar um importante papel na
modulacédo da eficiéncia sinaptica através de diversos mecanismos. Apesar dos diversos
efeitos dos agonistas de ATP sobre a LTP (Wierasko & Ehrlich, 1994), é possivel
especularmos que o aumento na disponibilidade de ATP permite a ativacdo de
receptores P2 (P2X e P2Y). Cunha e Ribeiro (2000) sugerem que os receptores P2 agem
em uma via modulatéria, principalmente nos terminais pré-sinapticos do cérebro. A
identificagdo de diversas subunidades de receptores P2X e P2Y em terminais nervosos
do cérebro e a modulacdo da liberacdo de diversos tipos de neurotransmissores em
diferentes regides do cérebro e mesencéfalo suportam esses dados (Deuchars et al.,
2001; Diaz-Hernandez et al., 2001; Schéfer & Reiser, 1997; Simon et al., 1997). Além
disso, a ativagdo dos receptores P2X estimula a liberacdo de glutamato nas sinapses
sensoriais, um evento associado a situagdes fisiologicas e patoldgicas (Gu &
MacDermott, 1997). A co-liberagdo de ATP com diversos neurotransmissores
(Zimmermann, 1994), incluindo glutamato (Wieraszko et al., 1989), dos terminais
nervosos, levanta a possibilidade de interacdo entre 0s componentes purinérgicos e
glutamatérgicos da transmisséao sinaptica.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério mostraram um aumento na
atividade das nucleotidases em soro sangliineo de ratos que receberam uma Unica
injecdo de pentilenotetrazol (Bruno et al., 2002). E importante considerar que sob

estimulagdo elétrica, os nervos simpéticos liberam ndo somente ATP, mas também
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enzimas solUveis que podem agir em conjunto com ectonucleotidases de membrana na
degradacéo do ATP até adenosina (Todorov et al., 1997).

A presenca de nucleotidases no plasma humano foi primeiramente sugerida por
Jorgensen (1956). Uma preparacdo parcialmente purificada de plasma humano foi
desenvolvida para hidrolisar ATP e ADP, sugerindo a presenca de uma apirase no
plasma que poderia hidrolisar sequiencialmente ATP a ADP e, entdo, a AMP (Holmsen
& Holmsen, 1971; Coade & Pearson, 1989). Entretanto, Mills (1966) mostrou que a
incubacdo de y-[**PJATP no plasma produz pirofosfato, sugerindo que o ATP também
pode ser hidrolisado diretamente a AMP por uma pirofosfatase/fosfodiesterase
(PDEase) plasmatica. A NTPDase e a PDEase, com diferentes parametros cinéticos,
podem estar presentes no organismo como um duplo sistema para manutencdo da
homeostase. Embora a NTPDase e a PDEase compartilhem tracos comuns,
caracteristicas distintas existem entre elas. Estas diferencas sugerem que as duas
enzimas sdo distintamente reguladas e que podem agir em diferentes contextos de
sinalizacdo (Oses et al., 2004).

Devido as acbes protetoras da KD na epilepsia ndo estarem claramente
identificadas e as nucleotidases estarem associadas a mudangas plasticas induzidas pelo
SE, tem sido importante estudarmos a correlacdo entre estes dois parametros. Nossos
resultados mostraram que, no soro sangiineo de ratos Wistar fémeas, a inducdo do SE
pelo modelo do litio-pilocarpina causou um aumento da hidrélise do ATP e uma
diminuicao da hidrélise do ADP. A KD por sua vez, foi capaz de aumentar a hidrolise
destes trés nucleotideos e a interacdo entre esta dieta e o SE causou aumento da
hidrélise do AMP.

De acordo com De Paula Cognato (2005b), o SE induzido pelo modelo da

pilocarpina causou um aumento da hidrolise do ATP, ADP e AMP em soro sangliineo
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de ratos. Ja Wilot (2004) mostrou que o tratamento crénico com litio diminuiu a
hidrolise destes nucleotideos em soro de ratos. Neste trabalho, apesar de utilizarmos o
litio em uma unica dose, podemos propor que sua acéo foi capaz de contrapor o efeito
da pilocarpina na hidrolise do ADP, mas nédo foi suficiente para inibir o aumento da
hidrolise do ATP causado pela pilocarpina. Entretanto, maiores estudos devem ser
realizados para que seja investigado o mecanismo de inibicdo do litio sobre as
nucleotidases do soro.

Dixon e Purdom (1954) foram os primeiros a observar que 5’-NT sérica pode ser
clinicamente usada para diferenciar entre o diagndstico de doencas hepatobiliares e
Osseas. No diagnostico de doenca hepéatica, a FAL e a GGT possuem uma boa
sensibilidade, mas ndo sdo especificas (Reichling & Kaplan 1988). Um aumento na
atividade da 5’-NT foi mostrado como especifico para distdrbios no figado e arvore
biliar (Hill & Sammons 1967, Song & Kappas 1969), exceto em casos de tumores ou
metéstases (Sunderman 1990, Lal et al. 1989, Chatterjee et al. 1981, Dao et al. 1980,
Reddi 1980, Ip & Dao 1978). Nos casos de aumento isolado nas atividades de FAL e
GGT, a medida da 5’-NT pode ajudar no diagnostico de doenca hepatica (Reichling &
Kaplan 1988).

Em pacientes com aumento serico na atividade da 5’-NT e com FAL hepética
normal existe uma alta probabilidade de presenca de doenca hepatica, confirmando que
um aumento na atividade da 5’-NT é bastante especifico no diagnostico de patologias
hepatobiliares (Pagani & Panteghini 2001). O motivo para esta especificidade nao é
bem conhecido, mas pode estar relacionado com a sua localizacdo nas membranas
intracelulares. Detergentes como &cidos biliares podem ser necessarios para a
solubilizacdo da enzima e, concentracdes necessarias para que isso aconteca podem

ocorrer somente na doenca hepética (Reichling & Kaplan 1988).
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A razdo entre AST/ALT tem sido avaliada em estudos prévios realizados em
pacientes com doencas hepaticas agudas e crénicas de varias origens. Nestes pacientes,
a razdo AST/ALT forneceu informacdes clinicas Uteis a respeito da causa e severidade
da doenca hepética (Cohen & Kaplan, 1979; Gitlin, 1982; Himmelstein et al., 1984;
Williams & Hoofnagle, 1988; Sheth et al., 1998; Sorbi et al., 1999). Giannini e
colaboradores (2003) sugerem que a determinacdo desta razdo AST/ALT seja utilizada
em situacOes clinicas bem definidas, devido a relacdo destas enzimas com o estagio da
doenca (tanto histolégico quanto clinico) e com a fungdo hepética. Além disso, a razéo
AST/ALT parece ser uma ferramenta Util para pacientes com cirrose, uma vez que é
capaz de graduar a doenca, 0 que seria interessante para avaliar o progndstico da
modificacdo na razdo AST/ALT ao longo do tempo.

De uma forma geral, os resultados apresentados neste trabalho nos permitem
observar que as ectonucleotidases apresentam suas atividades diferentemente alteradas
na epilepsia. Em sinaptossoma hipocampal, a indu¢do do SE pelo modelo do litio-
pilocarpina, mas ndo a KD, promoveu uma alteracdo nas ectonucleotidases que
hidrolisam ATP e ADP. Ja no soro, a indu¢do do SE por este modelo causou um
aumento da hidrélise do ATP e uma diminuicdo da hidrolise do ADP. Além disso, a KD
provocou um aumento da hidrolise de ATP, ADP e AMP, bem como da atividade das
enzimas FAL, ALT e AST, levando-nos a propor o desenvolvimento de lesdes hepéaticas

durante o tratamento com KD.
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6. CONCLUSOES

que:

Os resultados obtidos e apresentados no presente estudo nos permitem concluir

Os animais mostraram um ganho de peso durante o tratamento em todos os
grupos estudados, mas um menor ganho foi visto nos grupos cetogénicos, tanto
salina quanto litio-pilocarpina, nas semanas 1-3 ap6s o inicio do tratamento. Esta
diferenga desapareceu apds a quarta semana, permanecendo assim até o final do

tratamento.

Os animais que desenvolveram SE apresentaram uma diminuicdo do tecido

adiposo retroperiotoneal, independente da dieta oferecida.

A captacéo de U-[**C] deoxiglicose em musculo séleo foi semelhante tanto em
ratos controle quanto cetogénicos, independente da inducdo de convulséo pelo

modelo do litio-pilocarpina.

Ratos fémeas, que tiveram inducdo do SE pelo modelo do litio-pilocarpina aos
21 dias de idade, apresentaram diminuicdo na atividade de hidrolise do ATP
aumento na atividade de hidrolise do ADP em sinaptossoma de hipocampo apos

45 dias da inducéo do SE.
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e A dieta cetogénica per se ndo alterou as atividades das ectonucleotidases em
sinaptossoma de hipocampo de ratos fémeas tratadas com esta dieta durante 45

dias, iniciando- a aos 22 dias de idade.

e N&o observamos interacdo entre a KD e a inducdo do SE na hidrélise dos

nucleotideos em sinaptossoma de hipocampo de ratos.

e Em soro de ratos, a inducdo do SE pelo modelo do litio-pilocarpina aumentou a

hidrélise do ATP e diminuiu a hidrélise do ADP.

e O tratamento com KD foi capaz de aumentar a hidrélise de ATP, ADP e AMP
no soro sangliineo de ratos Wistar fémeas, bem como a atividade das enzimas

ALP, AST e ALT, consideradas marcadoras de lesdo hepatica.

Portanto, nosso trabalho contribui para um melhor entendimento a respeito das
implicacdes da dieta cetogénica sobre as NTPDases, enzimas envolvidas no mecanismo
da epileptogénese. Além disso, o efeito da dieta cetogénica sobre parametros
metabdlicos, tais como as aminotransferases, a fosfatase alcalina e a 5’-nucleotidase,

demonstra que a terapia cronica com esta dieta pode levar a danos hepaticos.
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7. PERSPECTIVAS

Com base nos conhecimentos adquiridos com o presente trabalho, ficam como

perspectivas:

1)

2)

3)

4)

5)

Investigar se existe uma relagcdo entre a KD, crises convulsivas e 0s receptores
de adenosina, uma vez que em nosso estudo, os ratos que desenvolveram SE
apresentaram uma diminuicdo do tecido adiposo retroperiotoneal, o qual foi

parcialmente revertido com a KD.

Estudar as vias de sinalizacdo envolvidas no modelo do litio-pilocarpina para

inducdo do SE.

Investigar quais NTPDases estdo envolvidas na alteragdo da hidrolise de ATP e
ADP em sinaptossoma de hipocampo de ratos com inducdo de convulséo pelo

modelo do litio-pilocarpina.

Estudar o efeito da KD em ratos adultos com inducdo de SE pelo modelo da

pilocarpina, uma vez que este modelo ja foi padronizado em estudos anteriores

realizados em nosso laboratério.

Estudar os possiveis efeitos da KD sobre os receptores de adenosina em

hipocampo de ratos epiléticos.
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