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1. INTRODUCAO

A neurotransmissao no sistema nervoso central (SNC) ¢ mediada por uma
estreita interagdo entre os neurdnios e a glia, especialmente, nas sinapses excita-
torias nas quais o L-glutamato ¢ o neurotransmissor predominante (Volterra &
Meldolesi, 2005). Assim, o glutamato esta envolvido nas principais fungdes do
cérebro, como sdo os processos cognitivos de aprendizagem, a consolidagao da
memoria e o desenvolvimento da plasticidade sindptica, apesar da desregulagdo
da homeostase do glutamato estar associada a diferentes disturbios patoldgicos
como a depressdo, a esquizofrenia e algumas doengas neurodegenerativas, por
provocar um desequilibrio entre o glutamato sindptico e o glial (Billard, 2018;
Bliim et al., 2019).

O glutamato, como neurotransmissor, ¢ originado metabolicamente dos es-
queletos de carbono da glicose e da glutamina que atravessam a barreira hema-
toencefalica (BBB). Portanto, requerem um permanente suprimento glial. Assim,
tanto neurdnios como astrocitos e oligodendrdcitos manifestam uma “dependén-
cia” de substratos, os quais sdo sintetizados, capturados ou liberados nestes tipos
de células. Esse mecanismo ¢ conhecido como “compartimentalizagdo celular”,
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que neste contexto, favorece a funcionalidade de todos os processos associados
a comunicagao sinaptica. Um exemplo disso constitui a glutamina que esta pre-
sente tanto no plasma (500-750 uM) como no liquido cefalorraquidiano (LCR)
(Stanley & Prusiner, 1981), sendo considerado um metabdlito importante, visto
que favorece a sintese de aminoacidos e, portanto, de proteinas. Adicionalmente,
pode ser usada para a sintese de ATP e para aumentar o reservatério de precurso-
res para a sintese de neurotransmissores como o aspartato, o glutamato e o acido
y-amino butirico (GABA). Em contraste, o glutamato ¢ menos abundante extra-
celularmente e a relacdo de concentragdes de glutamato-glutamina, no plasma,
¢ de 1/50.

A concentracdo aproximada de glutamato no cérebro ¢ da ordem de 5 a
10 mM (Arrubla et al., 2017) e a da glutamina ¢ de 7 mM, embora possa ser
maior nos somas ou pericarions dos mesmos neuronios em que a concentracao ¢
da ordem de 38 mM, de acordo com estudos neuroquimicos e quantitativos ul-
traestruturais (Christensen & Fonnum, 1991a). Essa diferenca destaca a relagao
dindmica entre a producgdo de glutamato a partir da glutamina como mecanismo
fundamental para a fisiologia celular o qual ¢ conhecido como ciclo glutamato-
-GABA-glutamina, sendo que no cérebro constitui um paradigma fundamental
para entender o mecanismo de compartimentalizagcdo entre os neurdnios e a glia
(Welbourne et al., 2001; Simao et al., 2016).

A manutengao do reservatério de glutamato no cérebro constitui um ponto
do qual dependem delicados mecanismos em nivel celular e molecular. Assim, o
glutamato pode ser submetido a diferentes processos metabdlicos para sintese ou
a degradacdo em diversas reagdes de transaminagao e de desaminagdo oxidativa
que favorecem a incorporacao de esqueletos de carbono para a producao de ATP
(Welbourne et al., 2001). Isso d4 origem, no SNC, a uma grande variedade de
metabolitos que incluem o a-cetoglutarato, piroglutamato, acido y-amino butiri-
co (GABA) e y-glutamil peptideos. Entretanto, a conversao de glutamina para a
producao de glutamato ¢ funcionalmente uma das mais importantes (Stanley &
Prusiner, 1981).

Assim, o glutamato contido no cérebro pode ser encontrado em quatro
compartimentos diferentes: a) nos terminais glutamatérgicos (40%); b) nos ter-
minais GABA¢érgicos (10%) onde € necessario como precursor do GABA; ¢) em
astrocitos para a sintese de glutamina (30%); e d) em um compartimento multi-
celular no qual ¢ usado para metabolismo energético (20%). Uma diminuig¢ao no
glutamato disponivel para manter a fungdo das sinapses glutamatérgicas ou GA-
BAérgicas poderia resultar em danos ao acoplamento de excitagdo/inibicao, isto
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¢, no balango glutamato/GABA. De maneira semelhante, uma perda da funcao
astrocitica que impeca a capacidade de metabolizar o reservatorio extracelular de
glutamato pode diminuir a capacidade de detoxificagdo de ions amoénio (NH,")
(Cooper, 1993). Esses dois cenarios demonstram que deve existir um delicado
equilibrio na dinamica da atividade metabdlica em cada um desses comparti-
mentos que garanta a funcionalidade de cada sistema, visto que, se perturbado,
pode desencadear inimeras alteragdes e estados patologicos.

Assim sendo, o metabolismo do glutamato no cérebro considera dois
aspectos fundamentais: o primeiro esta relacionado ao controle da concen-
tragdo extracelular do neurotransmissor no espago sinaptico, devido a que a
hiperestimulagdo dos receptores ionotropicos, especialmente do tipo NMDA
(N-metil-D-aspartato), produz eventualmente dano neuronal, fenomeno conhe-
cido como excitotoxicidade (Tanovi¢ & Alfaro, 2006). O segundo aspecto vincu-
la-se com o delicado balango na produgédo de fons amoénio (NH,"), cujos excessos
também resultam em efeitos deletérios no SNC. Para manter esse fino mecanis-
mo em condi¢des 6timas, existem duas estratégias principais que permitem que
o cérebro reduza esses riscos e previna o dano neural. A primeira ¢ mediada
pela barreira fungao seletiva da hematoencefalica (BBB), que limita o transporte
de glutamato do sangue ao cérebro e a segunda, € a estratégia de compartimen-
talizacdo metabdlica entre os neuronios e a glia. O presente capitulo aborda as
principais caracteristicas do mecanismo de compartimentalizagio celular.

2. TERMINAIS GLUTAMATERGICOS

A transmissao glutamatérgica tem sido descrita em diversas regioes do siste-
ma nervoso, que incluem: conexdes cortico-corticais ipsilaterais e contralaterais,
projecdes corticais até a amidala, tubérculo olfatorio, o putdmen, nticleo cau-
dado, talamo, coliculo superior e inferior, area tegmental, substancia negra (ou
substancia nigra), nucleo vermelho e medula espinal. Adicionalmente, o cortex
entorrinal o qual participa na neurobiologia do hipocampo, € em conexdes que
incluem o septum, subiculum, corpo mamilar e hipotalamo, assim como também
o cortex visual, retina e cerebelo (Billard, 2018; Bliim et al., 2019). Sua escala
de acdo se encontra na ordem de milissegundos e a ativagdo dos receptores de
glutamato desempenha um papel importante nas mudangas duradouras que en-
volvem o fenotipo neuronal e o desenvolvimento dos receptores no SNC. Visto
que os padroes de atividade sindptica excitatdria sao requeridos para o controle
delicado das conexdes sindpticas e a geracdo de mapas topograficos nas redes
neurais (Kalb & Fox, 1997).
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Metabolicamente, o glutamato ¢ proveniente da glicose, da glutamina e do
lactato. A glicose e a glutamina atravessam a BBB e sdo utilizados por neurdnios
e astrdcitos. Devido a grande demanda de energia, os neuronios oxidam totalmen-
te a glicose, inicialmente no citosol com a producao de piruvato, posteriormente,
este a-ceto-acido € transportado a matriz mitocondrial onde ¢ descarboxilado e
oxidado até acetil-coenzima A (Acetil-CoA) pela acao do complexo piruvato de-
sidrogenase. Posteriormente, a Acetil-CoA e o oxaloacetato se condensam para
iniciar o ciclo dos acidos tricarboxilicos (CAT). Uma vez no ciclo, sao formados
diferentes intermediarios, como citrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato e
malato, até que, finalmente, se regenera uma molécula de oxaloacetato. No fim,
sdo produzidos 2 CO, e 1 ATP, 3 NADH'H" ¢ 1 FADH, por cada Acetil-CoA que
entra no ciclo (Magistretti & Allaman, 2018).

No entanto, sob condi¢oes de alta atividade neuronal, foi demonstrado o
papel do lactato derivado do glicogénio dos astrocitos e seu transporte para os
neurdnios onde ¢ usado como substrato metabolico (Cali et al., 2019; Magistretti
& Allaman, 2018). Alguns estudos indicam que durante os processos de po-
tenciacdo em longo prazo (PLP), responséveis pelo aprendizado e formagao da
memoria, nessas condigdes, o lactato ¢ o metabdlito energético preferido, mais
do que a glicose (Magistretti & Allaman, 2018).

Como neurotransmissor, o glutamato ¢ acumulado em vesiculas que contém
altas concentragdes (100 mM) e ¢ liberado do terminal pré-sinaptico por exoci-
tose dependente de Ca™. No terminal pos-sinaptico os receptores de glutamato
(GluR) sdo expressos em praticamente todas as células neuronais e interagem com
o neurotransmissor. Essa familia é composta por receptores metabotropicos de
glutamato (mGluR) e receptores ionotropicos de glutamato (iIGluR). Os IGIluRs
foram classificados em trés populacdes diferentes, cada uma definida pela ativagao
seletiva com diferentes andlogos estruturais do glutamato. Assim, a familia iGluR
¢ composta por receptores ativados pelo N-metil-D-aspartato (NMDA) dos quais
a estrutura quaternaria ¢ conhecida, e os receptores ativados pelo a-amino-3-hi-
droxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) e pelo acido kainico (KAIN). Os
receptores iGluR neuronais possuem canais cationicos seletivos associados, que
permitem aumentar as correntes de influxo de Ca?* e Na*, enquanto o K eflui
através do mesmo canal (Billard, 2018; Bliim ef al., 2019; Chen & Gouaux, 2019).

3. TERMINAIS GABAERGICOS

A enzima glutamato descarboxilase (GAD) (E.C. 4.1.1.15), converte o glu-
tamato em GABA (4dcido y-amino butirico), o neurotransmissor cerebral com
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maior atividade inibitoria. Os circuitos inibitorios sdo diversos, embora os as-
pectos da biologia celular envolvidos em sua operagdo nao sejam totalmente
compreendidos. Nesse sentido, a caracteriza¢do funcional de diferentes subtipos
de neuronios inibitoérios nao tem sido suficiente para explicar como a neuro-
transmissao GABA¢érgica regula a atividade sindptica de maneira tao relevante.
Varios mecanismos emergentes modulam a neurotransmissao GABAérgica di-
namicamente a partir do terminal pré-sinaptico ou do pos-sindptico. Nesse sen-
tido, essas sinapses contribuem para o desenvolvimento e amadurecimento dos
circuitos até atingir o equilibrio de excitacdo/inibicdo. Além disso, as interagdes
entre as vias celulares, a difusdo lateral de proteinas entre sinapses € o transpor-
tador de cloreto funcionam nas sinapses excitatorias e inibitorias e facilitam as
adaptacoes inibitérias das sinapses (Maffei et al., 2017).

Pesquisas em nivel farmacoldgico, molecular e genético mostram que as
sinapses GABA¢érgicas sdo fundamentais no desenvolvimento do cérebro e
mediam processos de plasticidade sinaptica (Fazzari et al., 2010). Foram des-
critas multiplas fungdes durante o desenvolvimento das sinapses GABAérgi-
cas, entre as quais se destacam: a modulagao do posicionamento dos neuro-
nios no tecido para conseguir a diferenciagdo das células, o estabelecimento
da morfologia e a forma dos contatos sindpticos com outros neurénios, assim
como, participar no refinamento das conexdes para fazer parte da complexa
rede de neurotransmissao.

Curiosamente, nos ultimos anos tem sido relatado que neurdnios na area
tegmental ventral (ATV) e na habenula coliberam glutamato e GABA de maneira
conjunta. Isso sugere um papel complexo na regulagdo desses neuronios durante
a neurotransmissao nessas regides especificas (Yoo et al., 2016; Zimmermann
et al., 2015). Esses achados ndo sdo mais recentes, demonstram a importancia
de manter o acoplamento de excitagdo/inibi¢dao, o que demostra que essas duas
atividades interdependentes favorecem o equilibrio do qual dependem tanto a
funcionalidade celular como a dos circuitos neuronais prevenindo os mecanis-
mos de excitotoxicidade (Fazzari et al., 2010).

4. COMPARTIMENTO GLIAL

As células gliais do SNC (astrocitos tipo I e II e oligodendrécitos) cumprem
fungdes essenciais, como a manuten¢do da homeostase idnica (especialmente de
potassio), compartimentalizacdo metabdlica, regulacao da inflamacao, secrecao
de moléculas troficas e servir de guia e apoio a migragcdo de neuronios duran-
te o desenvolvimento do sistema nervoso. Além disso, exercem uma atividade
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moduladora sobre a comunicagdo neuronal ao eliminar neurotransmissores,
prover seus precursores € manter concentracdes no meio extracelular, permitin-
do a prote¢ao dos neurdnios contra a neurotoxicidade pelo excesso de glutamato
¢ amonio (NH,") (Albrecht ez al., 2007).

As células gliais, durante muito tempo, foram consideradas células ndo ex-
citaveis e, portanto, de papel secundario nos processos de neurotransmissao. No
entanto, varios estudos realizados desde os anos 2000 motivaram o reconheci-
mento de seu papel principal na funcionalidade do SNC. Assim, novos conceitos
como “gliotransmissdo” foram cunhados, um processo no qual moléculas sao
liberadas dos astrécitos para as células vizinhas, sendo induzidos sinais intra e
extracelulares. Nesse sentido, se relatam também como “gliotransmissores” as
moléculas envolvidas. Entretanto, os astrocitos ndo podem gerar potenciais de
acdo; 0 mecanismo excitatdrio esta estabelecido quimicamente e ¢ evidenciado
por cambios nas concentragdes intracelulares de Ca*?, que sdo conhecidas como
“oscilagdes de Ca™”, as quais se propagam de célula a célula, modulando a neu-
rotransmissao (Bezzi & Volterra, 2001; Volterra & Meldolesi, 2005; Orellana &
Stehberg, 2014).

Recentemente, foi constatado que em diferentes sinapses, tanto no SNC
como no sistema nervoso periférico (SNP), diversos neurotransmissores como
glutamato, GABA, noradrenalina, acetilcolina, dopamina e adenosina estdo
implicados na ativagdo sinaptica glial durante a neurotransmissao (Orellana &
Stehberg, 2014). Assim, por exemplo, os astrocitos do hipocampo expressam
receptores especificos para glutamato, os quais, por mecanismos de sinaliza¢ao
mediados por hidrolise de fosfolipidios de membrana, geram inositol 1,4,5-tris-
fosfato (Insl,4,5P3), favorecendo a elevagdo intracelular da concentragdo de
Ca™, e provocando “oscilagdes de Ca**” que se dispersam célula a célula através
de unides estreitas (Figura 9.1) (Mayorquin et al., 2018). A propagagao dessas
“ondas de Ca™” pde em evidéncia um mecanismo de sinalizacdo glial que fa-
vorece as atividades de neuromodulagdo (Bezzi & Volterra, 2001). Durante o
disparo neuronal intenso, a liberagdo de neurotransmissores como glutamato e
GABA induz elevagdes da concentragdo intracelular de calcio [Ca*']. nas células
gliais, que por sua vez, provoca a libera¢do de moléculas que impactam a excita-
bilidade neuronal, a transmissao sindptica e a plasticidade (Bazargani & Attwell,
2016). Adicionalmente, produto de outros tipos de sinais, a glia pode produzir
“gliotransmissores” como NO, ATP, glutamato, prostaglandinas, entre outros, ou
pode exercer fungdes de neuromodulacao, como a liberagdo de moléculas como
D-serina (Volterra & Meldolesi, 2005).
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Figura 9.1 — Efeito neuromodulador de gliotransmissores por meio da sinalizagiao
mediada por ondas de calcio através de unides estreitas.

Fonte: figura adaptada de ppt- toolkit-Neuroscience:
https://www.motifolio.com/neuroscience-all.html.

’

E assim que o mecanismo de gliotransmissdao pode coordenar redes de
neuronios e sinapses de uma regido para outra. Devido a que os sinais de Ca*"
astrociticos evocados localmente por sinapses ativas podem se expandir intra-
celularmente de sua fonte original para células diferentes, isso implica que o
sinal viaja ao longo de processos astrociticos e desencadeia a liberacao de glio-
transmissores em areas distantes, regulando outras sinapses e circuitos distantes
(Araque et al., 2014; Sahlender et al., 2014).

Tem sido relatado que os astrécitos envolvidos no mesmo circuito podem
liberar diferentes tipos de gliotransmissores e, assim, modular a transmissao
sinaptica de multiplas formas. No entanto, identificar o contexto dessas agoes
regulatorias e suas multiplas respostas ¢ um desafio na pesquisa em neurocién-
cia para tentar entender como elas operam sob condi¢des fisiologicas (Araque
et al., 2014).
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5. SINAPSE TRIPARTITE

Nos tultimos anos, foi estabelecido o conceito de “sinapse tripartite”, devido
as multiplas evidéncias que relatam a existéncia de uma regulacao dindmica e
bidirecional da comunicagdo neuronal pelos astrocitos. O conceito representa
uma visao funcional integrativa da fisiologia sinaptica e considera os astrocitos
como protagonistas ativos que regulam a transferéncia de informagdes entre
os neuronios. De fato, o termo “sinapse tripartite” foi cunhado para enfatizar a
modulacao do espago extracelular em torno das sinapses por astrécitos, inde-
pendentemente da modulag@o ocorrer através da depuragdo dos transmissores
sinapticos ou da entrega de compostos de sinalizacdo para os /oci sinapticos,
extrasinapticos ou perisinapticos. Isso produz um mecanismo de retroalimen-
tacdo, uma modula¢cdo homosindptica ou uma agao heterosinaptica avancada,
que poderia impactar os circuitos neurais (Araque et al., 2014; Farhy-Tselnicker
& Allen, 2018).

Nesse sentido, esse novo elemento da neurotransmissao favorece a mo-
dulagdo da comunicagdo entre os neurdnios. Porém, a eficiéncia desse pro-
cesso depende de dois fatores: a) da rapida liberagao do neurotransmissor do
neurdnio pré-sinaptico; e b) das baixas concentra¢des de neurotransmissores
na sinapse Isso significa que estdo envolvidos processos de sintese, liberagdo e
recaptura do neurotransmissor para manter a eficiéncia do processo (Daikhin
& Yudkoff, 2000).

Tem sido relatado que a concentracdo do glutamato na sinapse ¢ da ordem
de 2-5 umol/L e pode se elevar depois da despolarizagdo a um nivel de 50-100
umol/L. Assim, o glutamato deve ser removido rapidamente da sinapse empre-
gando-se trés sistemas: a) sequestro por neurdnios pos-sinapticos; b) sequestro
por neurdnios pré-sindpticos; e ¢) remog¢ao por astrocitos na “sinapse tripartite”
(Daikhin & Yudkoft, 2000). Esses trés sistemas englobam mecanismos de com-
partimentalizacdo metabolica para o glutamato que evidenciam a participagao
ativa de uma grande familia de transportadores de alta afinidade para neurotrans-
missores excitatorios (EAAT). EAAT-1 e EAAT-2 expressam-se em astrocitos
em grandes areas do cérebro como l6bulo frontal, cortex e hipocampo. Ou seja,
essas zonas particularmente ativas em sinapses glutamatérgicas contam com
um efetivo sistema de remog¢ao de glutamato. EAAT-3 se expressa em terminais
nervosos, porém ndo ¢ considerado um mecanismo importante de transporte de
glutamato. EAAT-4 ¢ um transportador neuronal limitado a células de purkinje
e EAAT-5 se expressa na retina (Hayashi, 2018).
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Da mesma forma e através do mecanismo de compartimentagdo nas si-
napses inibitorias, 0o GABA ¢ capturado e metabolizado em astrocitos, gracas a
presenca de transportadores eficientes de alta afinidade (Sellstrom & Hamber-
ger, 1977; Ramaharobandro et al., 1982). Nesse sentido, foram descritos quatro
transportadores de alta afinidade para 0 GABA: GAT-1, GAT-3, GAT-B e XT1,
todos dependentes de Na'/Cl-, associados as terminagdes nervosas do SNC ou
associados as células gliais (Mestikawy et al., 1994). Sob condi¢des normais, a
concentracgdo intraglial de GABA ¢ de, aproximadamente, | mM enquanto que
a concentrac¢do extracelular ¢ de 1 pM. Isso significa que essas células retiram
ativamente o excesso de GABA (Sellstrom & Hamberger, 1977). Parece ser
que a afinidade do transportador do GABA depende da maturagdo do cérebro,
tanto nos neur6nios quanto na glia. O valor da constante de afinidade (K,,)
do transportador do GABA ¢ de 5,5 uM em neuronios e 13 uM em astrdcitos
(Gonzaélez, 1985).

Embora se pensasse que o transportador neuronal do GABA estivesse loca-
lizado exclusivamente nas terminagdes axonais, foi demonstrado que esse trans-
portador também ¢ encontrado no pericario neuronal. Tanto nos neurénios como
nos astrécitos, o aumento das concentragdes extracelulares de potassio estimula
a liberagdo de GABA ao meio, o que estabelece um modelo bidirecional para o
transportador de GABA. A absor¢ao ideal de GABA requer concentragdes intra
e extracelulares de sodio e potassio as quais dependem do potencial de membra-
na (Sellstrom & Hamberger, 1977; Christensen & Fonnum, 1991b).

6. CICLO GLUTAMATO-GABA-GLUTAMINA NO CEREBRO

Neste paradigma de sinapse tripartite, o ciclo glutamato-GABA-glutami-
na se torna importante. Esse ciclo promove a remocdo rapida de glutamato e
GABA das sinapses, mantendo uma baixa concentragdo de neurotransmissores
e transformando essas moléculas em um substrato nao neuroativo, a glutamina.
(Sidoryk-Wegrzynowicz & Aschner, 2013; Simao et al., 2016; Hertz & Rothman,
2017; Hayashi, 2018). Ou seja, os astrocitos servem como “transportadores” de
glutamato e GABA de volta aos neurdnios. Além disso, a glutamina pode ser
usada como combustivel ou precursor de outras moléculas. Por esse motivo no
cérebro, a troca de glutamato, GABA e glutamina ¢ fundamental para a manu-
tencdo metabolica e o reservatério de neurotransmissores. O glutamato ¢ libe-
rado pelos neurénios em um processo dependente de Ca** que envolve a fusdo
de vesiculas, e seu excesso pode ser tomado pelos astrocitos em um processo
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dependente de Na* e convertido em glutamina ou em a-cetoglutarato (Simao et
al., 2016; Hertz & Rothman, 2017; Hayashi, 2018).

Essa atividade metabdlica compartimentalizada entre neuronios e astrocitos
também € importante, pois inativa os fons NH,", que sdo um produto normal do
metabolismo desses neurotransmissores (Figura 9.2). No entanto, no SNC, eles
sdo um importante agente neurotdxico, sendo necessario remové-los das sinap-
ses. Nos tecidos, os sais de amonio e a amdnia livre (NH,) estdo em equilibrio,
sendo que em pH 74 predomina (98,3%) a forma protonada (NH,’, ou cation
amonio). No entanto, o termo “amodnio” designa ambas as formas, a livre e a pro-
tonada. Sob condicdes fisioldgicas, a forma nio protonada atravessa por difusdo
as membranas, incluindo a barreira hematoencefalica (BBB) (Cooper, 1993).
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Figura 9.2 — Ciclo glutamato-GABA-glutamina na sinapse tripartite. A compartimentacao
metabolica dos neurotransmissores ¢ evidenciada para manter a concentragao extracelular
diminuida e a eliminag@o dos ions amonio de maneira eficiente.

Fonte: figura adaptada de ppt- toolkit-Neuroscience;
https://www.motifolio.com/neuroscience-all.html.

Nesse sentido, o ciclo glutamato-GABA-glutamina também pode ser en-
tendido como um movimento do amdnio do terminal sindptico para os astroci-
tos, operado enzimaticamente e mantido por trés mecanismos de transporte de
NH,": a) difusdo de NH,"; b) antiporte acoplado a um sistema de langadeira de
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aminodcidos ramificados e a cetoacidos ramificados; e ¢) antiporte acoplado a
lancadeira alanina-lactato (Maciejewski & Rothman, 2008).

6.1 Principais enzimas do ciclo glutamato-GABA-glutamina

A conversdo de glutamato em glutamina ocorre na presenga de ATP e NH,*
proveniente do sangue ou do metabolismo no cérebro. Essa reacdo ¢ catalisada
pela enzima glutamina sintetase (GS), conforme a seguir:

Glutamato + NH," + ATP — Glutamina + ADP + Pi

A glutamina sintetase (GS) (E.C. 6.3.1.2) ¢ uma enzima presente em todas
as espécies e em quase todos os tecidos e catalisa a conversdo de glutamato em
glutamina na presenca de ATP (Meister, 1985; Daikhin & Yudkoff, 2000). A GS
estd envolvida no balango metabdlico e na reciclagem de aminoacidos para o
normal funcionamento do cérebro. Classicamente, esta enzima foi relatada ex-
clusivamente em astrécitos (Svenneby & Torgner, 1987) e a atividade da GS esta
relacionada com a maturacgao dessas c¢lulas (Caldani ef al., 1982).

No adulto, a imunorreatividade da GS esté associada a processos astroci-
ticos em torno das sinapses excitatorias (Derouiche & Frotscher, 1991; Miyake
& Kitamura, 1992). Foi sugerido que os niveis extracelulares de glutamato
podem regular a distribuicao da GS. Isso mostra a grande importancia desses
mecanismos de compartimentalizagdo metabolica (Derouiche & Frotscher,
1991). A meia-vida da enzima ¢ relativamente curta (13-22 h) e os niveis de GS
sdo altamente regulados. A expressdo e atividade de GS sao moduladas por
hormoénios como insulina, hormdnio tireoidiano ¢ hormonios corticosteroides
(Suérez et al., 2002).

A formacado de glutamina nos astrocitos a partir do glutamato liberado nas
sinapses € a base do ciclo da glutamina (Figura 9.3). A compartimentalizagao da
GS nos astrocitos ¢ consistente com a missao de reciclar glutamato, mantendo o
trafego funcional, e a auséncia de GS nos neuronios € consistente com a neuro-
transmissdo excitatoria em condi¢des normais (Maciejewski & Rothman, 2008).
No entanto, em condigdes patologicas como a doenga de Alzheimer (DA), por
exemplo, essa enzima foi encontrada em neurdnios piramidais das camadas 5
e 6 (Walton & Dodd, 2007). Essa expressao alterada em condi¢des patologicas
mostra que a reciclagem de neurotransmissores na sinapse ¢ fundamental para
manter a baixa concentragdo de glutamato e, portanto, poderia funcionar como
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um mecanismo de protecdo contra a estimulagdo excessiva de receptores, o que
gera excitotoxicidade nessas condigdes.

ASTROCITO Glicose NEURONA
e —~
Glucégeno—.GILicosa/ //\‘ GILicosa \
Glucosa 6 fosfato Glucosa 6 fosfato
Piruvato «——Lactato Lactato «— Piruvato

pC lPD:I\‘ ' | pon

EM AcetiiCoA  Alanina AcetilCoA
AA OAA Citrato | AA —>OAA Citrato

‘-\ \
cijG / Glutamato a-KG
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. Glutamato «¢ Glutamato
& e [ CICLOGLUGLN | PASZ Nt | GAD

K Glutamina - » Glutamina GABA//

Figura 9.3 — Compartimentacao metabolica entre neurdnios e astrocitos. Destacam-se as
principais vias metabodlicas nessas células e o ciclo glutamato-GABA-Glutamina.
Fonte: figura adaptada de ppt- toolkit-Neuroscience;
https://www.motifolio.com/neuroscience-all.html.

Considerando outro elemento do compartimento multicelular para o ciclo
glutamato-GABA-glutamina, tem-se que nos neurdnios se expressam outras
enzimas como a glutaminase ativada pelo fosfato (PAG) (E.C. 3.5.1.2), enzima
mitocondrial que catalisa a reagdo nao reversivel, descrita a seguir:

Glutamina + H,O— glutamato + NH,*

O fosfato inorganico € derivado da hidrolise de ATP e 0 K, caracteristico da
enzima ¢ muito baixo para seu substrato, o que confere uma alta afinidade pela
glutamina. A PAG também inicia o catabolismo da glutamina, o qual ¢ muito im-
portante para os processos bioldgicos celulares (Kovacevic & McGivan, 1983).
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A glutamina ¢ transportada ao neurdnio mediante dois mecanismos: um
Na" dependente e outro Na" independente (Daikhin & Yudkoft, 2000). A enzima
¢ ativada por fosfato e por acidos carboxilicos e inibida por glutamato, amdnio
e protons. A PAG esta presente tanto em astrocitos como em neurdnios, porém
¢ principalmente ativa em neurdnios, o que favorece a sintese em terminais pré-
-sinapticos e € consistente com a compartimentalizagdo em condi¢des normais
(Maciejewski & Rothman, 2008). Assim, a PAG produz glutamato ¢ NH,” em
neur6dnios e a GS utiliza glutamato e NH," em astrocitos.

O transporte de glutamato dos terminais sindpticos e o transporte de gluta-
mina do astrécito sdo processos dependentes de ATP. Somado a isso, as reagdes
catalisadas por GS e PAG também sdo ATP dependentes; por conta disso, o
balango energético celular acaba sendo critico no acoplamento do ciclo glutama-
to-glutamina com os substratos necessarios para sua manutencdo, os quais, no
cérebro, sdo dependentes de glicose (Maciejewski & Rothman, 2008).

A circulacao de glutamato nas sinapses para a neurotransmissao ¢ funda-
mental para o funcionamento do cérebro, devido a grande maioria de sinapses
serem glutamatérgicas e mediarem fungdes vitais como a aprendizagem, a forma-
cdo de memoria, reconhecimento espacial e fungdes superiores da consciéncia.
Adicionalmente, tanto neurénios como astrocitos podem utilizar, oxidativamen-
te, o glutamato pela acdo da glutamato desidrogenase NAD(P)" (E.C. 1.4.1.2-4),
rota potencialmente importante para a entrada de esqueletos de carbono no ciclo
dos acidos tricarboxilicos (CAT). Em astrocitos acidos como citrato ¢ malato,
gerados no CAT ou pela atividade da enzima malica (EC 1.1.1.40), poderiam ser
exportados para serem utilizados, principalmente, pelos neurénios como esque-
letos de carbono precursores de glutamato e permitir, assim, a manutengao do
ciclo glutamato/glutamina (Maciejewski & Rothman, 2008). Devido a que no
cérebro ndo procede a aminacao redutiva do a-cetoglutarato para produzir gluta-
mato, exceto sob condi¢des de hiperamonemia (Cooper et al., 1979), a formagao
de glutamato pode ocorrer por transaminagao com aminoacidos como a alanina,
reacdo catalisada pela alanina aminotransferase (EC 2.6.1.2).

A alanina também pode ser produzida nos astrocitos a partir de piruvato,
por transaminacdo, ou por oxidacdo parcial de glicose na glicolise, como foi
demonstrado no cultivo de neurdnios (Peng, Schousboe & Hertz, 1991) e no cé-
rebro in vivo (Bakkelund et al., 1993).

Glutamato + Piruvato «— Alanina + a-cetoglutarato
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A formacao de alanina a partir de piruvato por transamina¢ao com glutamato,
esta em equilibrio pela transaminagao entre alanina e a-cetoglutarato para produ-
zir piruvato, que ¢ oxidado no CAT, e glutamato (Peng et al., 1994). O doador de
grupos amino para as transaminagdes com a-cetoglutarato pode ser também um
aminoacido ramificado como valina, leucina ou isoleucina; todos eles aminoaci-
dos essenciais que atravessam facilmente a BBB (Smith et al., 1987).

O destino do glutamato ndo € s6 o de aumentar o reservatorio de neurotrans-
missores na célula pré-sinaptica; a conversdao de glutamato a a-cetoglutarato ¢
uma transaminag¢do na qual intervém também aspartato aminotransferase (EC
2.6.1.1), reacdao que favorece o equilibrio para a formacao de aspartato (Ere-
cinska et al., 1990).

Glutamato + Oxalacetato «— Aspartato + a-cetoglutarato

Por desaminagao redutiva, catalisada pela glutamato desidrogenase NAD(P)",
¢ favorecida a utilizag¢do de esqueletos de carbonos provenientes do glutamato com
producado de a-cetoglutarato como combustivel via CAT (McKenna et al., 1996).

a-cetoglutarato + NH,+ NAD(P)H S Glutamato + NAD(P)" + H,O

Também ¢ importante a acdo da enzima piruvato carboxilase (EC 6.4.1.1)
(enzima glial) a qual favorece a carboxilagdo do piruvato nos astrdcitos com
producdo de oxalacetato. Isso aumenta a concentracdo de intermedidrios do
CAT e, portanto, a concentracdo de a-cetoglutarato que, por transaminagdo com
alanina, leva a produ¢ao de glutamato (Figura 9.3). Dessa forma, os intermedia-
rios do ciclo sdo precursores para a sintese de neurotransmissores, neste caso o
glutamato, assim como para a oxidagao e produgdo de ATP (Hertz et al., 1999).

Todas essas reagdes favorecem a incorporagdo dos esqueletos de carbono,
provenientes do glutamato, ao CAT na forma de a-cetoglutarato o qual, por agdo
do complexo multienzimatico a-cetoglutarato desidrogenase, produz succinil
coenzima A (succinil-CoA) (Hertz et al., 1999). Foi verificado que o glutamato
convertido em o-cetoglutarato pode ser completamente oxidado a CO, e agua
nos astrocitos (Schousboe et al., 1993) e no cérebro intacto de ratos (Pascual et
al., 1998). O a-cetoglutarato pode abandonar a matriz mitocondrial, por meio de
sua conversdo em malato no CAT, através de um transportador de dicarboxilato
que se expressa na membrana interna mitocondrial e, uma vez no citossol, ¢
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convertido em piruvato numa reacdo catalisada pela enzima malica que se en-
contra expressa somente na glia. O piruvato pode ser reintroduzido ao CAT para
sua completa oxidacdo até¢ CO, e dgua (McKenna et al., 1996; Siméo et al., 2016
Magistretti & Allaman, 2018).

6.2. Regulacao do ciclo glutamato-GABA-glutamina

Este ciclo requer um metabolismo altamente regulado, a fim de que tanto a
sintese da glutamina como sua degrada¢do ndo se convertam em um ciclo inutil.
Devido ao fato de a sintese de glutamina catalisada por GS ser dependente de
ATP, aregulag¢ao do consumo energético acaba sendo também vital para a célula,
assim como a inter-relagdo dos processos. Entretanto, € pouco o que se conhece
dos mecanismos regulatorios em mamiferos e, particularmente, no SNC; porém,
existe ampla informacao em sistemas bacterianos.

Procariontes e eucariontes expressam formas diferentes de GS. Os proca-
riontes expressam GS tipo I (GSI), enquanto que eucariontes expressam GS tipo
IT (GSII). A GS bacteriana consiste num complexo enzimatico de 12 subunida-
des, enquanto que para as GS eucarioticas foram reportados complexos de 8 a 10
subunidades organizadas em dois tetrameros ou pentameros, respectivamente.
Pesquisas sobre GS tém sido realizadas nos seguintes tecidos: figado de rato e
musculo esquelético de rato e coelho (Meister, 1985), cérebro de porco (Jaenicke
& Berson, 1977), cérebro de ovelha (Maurizi et al., 1987) ¢ cérebro humano
(Tumani et al., 1999; Boksha et al., 2002).

Em relagdo a regulacdo da atividade enzimatica, existem relatos da inibi-
cao de GSII por APD no musculo esquelético de rato, enquanto que no cérebro
e figado ndo ha esse tipo de regulagdo (Meister, 1985). Os sitios de interacao
alostérica de GSII foram propostos para arsenato, glutamato e dois ions Mn*? por
subunidade. Outros ions que afetam a atividade de GSII sdo o ion CI e, para a
GS do cérebro de ovelha foram reportados quatro Mn*?, unidos fortemente por
octamero (Sidoryk-Wegrzynowicz & Aschner, 2013), em contraste com GS de
cérebro de bovino, no qual foram reportados 16 Mn*? por octadmero, porém nao
fortemente unidos (Maurizi et al., 1987). Nesse sentido, foi demonstrado que a
exposi¢do a0 Mn" causa transporte aberrante de glutamato nos astrocitos, levan-
do a altas concentracdes de glutamato extracelular. Além disso, o Mn*? provoca
uma regulagdo negativa da expressao e atividade da GS. Essas alteracdes podem
desencadear o esgotamento da sintese de glutamina na glia com a diminuigao e,
portanto, o desequilibrio do ciclo afetando as sinapses glutamatérgicas e GA-
BAérgicas (Sidoryk-Wegrzynowicz & Aschner, 2013).
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Por outro lado, todas as GSII perderam a sequéncia de adenilagcdo e ndo
exibem esse mecanismo regulatorio, como ¢ o caso das GSI, e ndo se inibem
pelo acimulo de produtos finais (Eisenberg et al., 2000). Quanto a regulagdo
da expressao génica da GS, foi reportado que estd determinada por hormdnios
como insulina e hidrocortisona, que podem induzir mudangas nas taxas de bios-
sintese da enzima (Meister, 1985).

7. GLUTAMINA E METABOLISMO OXIDATIVO NO CEREBRO

O metabolismo energético do cérebro depende exclusivamente do uso da
glicose e da oxidacdo completa dessa molécula nas mitocondrias, tornando o
cérebro especialmente suscetivel a danos oxidativos devido a alta producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), a presenca de acidos graxos poli-insatura-
dos nas membranas celulares, assim como ao fato do cérebro ter, relativamente,
baixa defesa antioxidante. As ERO participam no dano provocado, entre outros,
pelos processos neurodegenerativos, incluindo morte celular, desordens motoras
e lesdes. Por outro lado, as disfungdes por deficiéncias na defesa antioxidante tém
sido associadas a quase todas as doengas neurodegenerativas (Matés et al., 1999).

A glutamina tem um papel importante no controle antioxidante e na res-
posta celular redox. Na doenca de Alzheimer (DA), o peptideo beta amiloide
(PBA) e a apolipoproteina E (APOE) contribuem em potencializar os eventos
de estresse oxidativo que disparam apoptose (Fadeel ef al., 1999). A glutamina,
como precursora de glutationa, ajuda a elevar os niveis que protegem contra os
efeitos deletérios das ERO (Amores-Sanchez & Médina, 1999).

O radical 6xido nitrico (NO), por exemplo, ¢ uma ERO produzida em orga-
nismos superiores pela oxida¢do de um dos nitrogénios do guanidino terminal
da L-arginina, pela 6xido nitrico sintase. Dependendo do microambiente, o0 NO
pode ser convertido em outras espécies reativas de nitrogénio (ERN), como sao
o cation nitroso (NO”), diéxido de nitrogénio (NO,) ou o peroxinitrito (ONOO")
(Droge, 2002; Belzer & Hanani, 2019).

Vérios trabalhos demonstraram que o NO funciona como um neurotrans-
missor envolvido na regulagdo neuroendécrina (Belzer & Hanani, 2019). Assim,
neurdnios que sintetizam NO estdo presentes nos nucleos hipotalamicos estreita-
mente associados com neurdnios produtores de hormdnios hipotalamicos libera-
dores de hormonios hipofisiarios, como o hormoénio liberador de gonadotropinas
(GnRH), o hormdnio liberador do hormoénio do crescimento (GH-RH) e de hor-
monios adenoipofisdrios como a prolactina (PRL) (Aguan ef al., 1996).

240



Efeitos do glutamato no cérebro

O ¢6xido nitrico ¢ sintetizado por uma familia de enzimas conhecidas como
oxido nitrico sintase (NOS), das quais se conhecem trés isoformas. Uma delas
neuronal (nNOS ou NOSI), de onde originalmente foi clonada, ainda que também
esteja presente no rim e musculo esquelético (Droge, 2002). NOS1 tem um papel
fisiologico importante, em nivel neuronal, na liberacdo de neurotransmissores,
no desenvolvimento neuronal, na regeneracao, na plasticidade sinaptica e na re-
gulagdo da expressdo de genes. No entanto, a desregulacdo desta enzima tem
sido relacionada a uma ampla variedade de distarbios como a doenga de Al-
zheimer (DA) e a doenca de Parkinson (DP), em que a producdo excessiva de
NO ¢ evidenciada em lesoes cerebrais, onde se comporta como mediador de
neurotoxicidade (Droge, 2002).

Adicionalmente, no cérebro, a GS é modulada por NMDA e NO. Assim,
o bloqueio dos receptores ou da atividade de NOS in vivo aumenta a atividade
de GS e o contetido de glutamina no cérebro, indicando que uma ativagao dos
receptores NMDA e NOS mantém uma inibicdo da GS. Isso ¢ devido a que a
ativagdo de NOS ¢ mediada pelos receptores NMDA, sendo responsaveis apenas
em parte pela inibicdo da enzima. Outras fontes de NO podem contribuir para
a inibicao da GS por efeito de modificagdes covalentes reversiveis na enzima,
como a nitragdo de residuos de tirosina, o que torna a enzima menos eficiente
(Rodrigo & Felipo, 2007).

8. PATOLOGIAS ASSOCIADAS AO DESBALANCO DO CICLO
GLUTAMATO-GABA-GLUTAMINA

O conhecimento de que as atividades cerebrais envolvem uma grande inte-
racdo entre os neurdnios e a glia, inicia todo um universo de entendimento de
diferentes patologias. Alteracdes na glia disparam ou potencializam um grande
impacto nas atividades nas redes neurais e, em muitos casos, poderiam favorecer
as primeiras manifestagoes celulares e bioquimicas que, posteriormente, levem a
processos de neurodegeneracgao. Sabe-se que processos inflamatorios e de ativagao
glial “astrocitose” produzem profundas alteragdes estruturais entre as interagdes
neurdnio-astrocito (Pekny & Nilsson, 2005; Maragakis & Rothstein, 20006).

Somado a isso, as fungdes normais do cérebro requerem um balango entre
a energia requerida para as atividades e o fornecimento de nutrientes o qual, no
SNC, ¢ principalmente dependente de glicose. Dados recentes indicam que esses
dois processos estao altamente acoplados e que a reciclagem de glutamato pelos
astrdcitos resulta em um processo crucial neste acoplamento. Assim, a utilizagao
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de glicose pelos astrocitos € principalmente através da glicdlise, o que conduz
a produgao de lactato o qual, posteriormente, ¢ exportado aos neurdnios onde €
utilizado para o metabolismo oxidativo ou para a sintese de neurotransmissores
(Poitry et al., 2000). Em contraste, o glutamato liberado dos neuronios ¢ captado
pelos astrocitos e incluido no ciclo glutamato-GABA-glutamina.

Com essas observagoes, ¢ proposto um modelo no qual se expde que o con-
sumo de glicose do astrdcito estd acoplado a captura de glutamato nos astrocitos.
O modelo implica que o consumo de energia glia-neurdnio estd potencializado
em funcdo da atividade sinaptica (Pellerin & Magistrettri, 1994; Pellerin & Ma-
gistretti, 2012). Estudos de ressonancia magnética nuclear *C NMR em cortex
de ratos e humanos confirmam uma relag¢do estequiométrica 1:1 de consumo de
glicose e a reciclagem de glutamato (Shen et al., 1999).

O exposto anteriormente implica que, em condi¢des de insuficiéncia ener-
gética, se espera encontrar alteragdes no nivel do ciclo glutamato-GABA-gluta-
mina. Nesse sentido, a modulacao da atividade de GS e de outras enzimas no
cérebro resulta ser importante e qualquer alteracao ou saturacdo resulta em con-
sequéncias potencialmente patoldgicas. As patologias a seguir mostram algumas
evidéncias que apoiam essa afirmacao.

8.1 Doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ a causa de deméncia mais frequente na
populacao idosa, representando entre 50 e 80% do total das deméncias. Sua
forma de apresentacdo se caracteriza pela apari¢do de transtornos mentais,
tais como ideias de perseguic¢do, alteragdo da memoria, desorientagdo tempo-
-espacial, problemas de compreensao de linguagem, diminuicdo da memdoria
e conversagdo desconexa (Villemagne et al., 2013). Em geral, aparece depois
dos 50 anos de idade e nem sempre acompanha sintomas tais como alteragao
no andar, coordena¢do de movimentos ou alteragdes nos reflexos. Em nivel
molecular, se reconhece que, nos estados avancados de DA, sdo encontrados
acumulos do peptideo B-amiloide (PBA), o qual ¢ derivado por clivagens se-
quenciais de uma glicoproteina precursora transmembranica. O PBA ¢ um
peptideo de 42 aminoacidos e constitui o ntcleo das placas neuriticas (placas
de Alzheimer ou placas senis) (Querfurth & Laferla, 2010). As alteragdes em
seu processamento metabolico e o seu posterior acimulo sdo algumas das ca-
racteristicas nos estados avan¢ados da DA.

Durante anos, prevaleceu a hipotese de que o glutamato ¢é o principal res-
ponsavel pelo processo de patogénese, devido a terem sido encontradas elevadas
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concentragdes desse neurotransmissor no meio extracelular em pacientes diag-
nosticados com DA (Le Prince ef al., 1995). Um estudo com pacientes que apre-
sentavam comprometimento cognitivo ou possivel DA verificou que os niveis
de glutamato e glutamina aumentam no liquido cefalorraquidiano (LCR) (ou
fluido cérebro espinhal), de modo que podem ser considerados biomarcadores
adicionais no comprometimento cognitivo pré-clinico, ou nos estagios iniciais
da deméncia (Madeira et al., 2018). Outro estudo comparou os niveis de glu-
tamato, glutamina ¢ GABA em jovens e idosos saudaveis, verificando que eles
podem diminuir simultaneamente com a idade, embora esses niveis diminuam
predominantemente na doenca em pacientes que apresentam comprometimen-
to cognitivo e pacientes com diagnostico de DA. Esses estudos sugerem que o
equilibrio de excitagdo/inibi¢ao pode ser afetado na DA, o que poderia contribuir
para a patogénese (Huang et al., 2017).

Devido a que o aumento extracelular de glutamato provoca efeito toxico
sobre os neuronios, dado principalmente por superestimulacao dos receptores de
glutamato, particularmente os NMDA, desencadeiam-se uma série de eventos
que sdo disparados por um aumento intracelular de Ca*™ e que geram morte
celular. Esse mecanismo ¢ conhecido como “excitotoxicidade por glutamato”
(Boksha, 2004). Apesar de todo esse conhecimento, ainda ndo ¢ claro quais
componentes do sistema glutamatérgico se encontram alterados. Adicionalmen-
te, o excesso de glutamato ndo so tem efeitos sobre os neurdnios, visto que os
astrocitos, abundantes nos terminais glutamatérgicos, também se veem afetados,
J& que o aumento da concentragdo do glutamato provoca turgor e, finalmente,
lise celular (Chen et al., 2000).

O rapido aumento extracelular de glutamato provoca excitotoxicidade em
poucos minutos. Assim, a subita perda de suprimento de energia devido ao
desligamento do fluxo sanguineo ao cérebro leva a um colapso dos potenciais
de membrana neuronal e astroglial, uma vez que a manuten¢do destes depende
de energia. Nos neurdnios, a despolariza¢ao subsequente da membrana leva a
liberagdo vesicular de glutamato. Além da deple¢do de energia e a interrupgao
da homeostase ionica, a atividade dos EAAT também ¢ inibida nos astrocitos e,
inclusive, pode-se até induzir uma reversao em sua ac¢ao, levando a liberacao de
glutamato nao vesicular (Lewerenz & Mabher, 2015).

Sob esse contexto, espera-se que as patologias no SNC resultem das mu-
dancas no sistema glutamatérgico, principalmente, em dois niveis diferentes:
a) na distribuicdo e expressdo de diferentes transportadores, receptores e enzi-
mas, o que leva a diferencas na regulacao; e b) impacto nas rotas implicadas no
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metabolismo do glutamato para a sintese ou inativac¢do. Tem havido relatos sobre
diversas enzimas, como PAG e GS, estarem alteradas na DA. Em particular, foi
encontrada drasticamente diminuida a expressdo de PAG em neurdnios corticais
de pacientes com DA, além da queda no nimero de neuroénios que expressam
outras enzimas, como glutamato desidrogenase (Akiyama et al., 1989). Nesse
mesmo sentido, foi detectada uma baixa atividade dos transportadores para glu-
tamato tipo GLT1 (Procter et al., 1988). Outros estudos histologicos post-mortem
de pacientes com DA revelaram um decréscimo na expressao e na atividade da
GS (Le Prince et al., 1995). Essas observacdes sdo consistentes com que altera-
coes em diferentes componentes do sistema glutamatérgico levem a mudangas
deletérias no contexto funcional e, como consequéncia, conduziriam ao cenario
perfeito para disparar eventos moleculares que levam a neurodegeneragao tipica
dessas patologias.

Adicionalmente, tem sido relatado que a perda da atividade da GS pode
estar relacionada com a formagdo de radicais livres ou por suscetibilidade
da enzima a presenga dos mesmos, sugerindo um dano estrutural que seria
responsavel pela perda de atividade da GS. A sensibilidade da GS a inativa-
¢do por agentes oxidantes, que geralmente modificam sua atividade, tem sido
usada como uma medida do dano no tecido cerebral (Aksenov et al., 1997).
Resultados usando um modelo de camundongo triplo-transgénico (3xTg-AD)
indicam que a diminuicdo na expressdao da GS pode estar subjacente a uma
diminuicao gradual na via vital de conversdo de glutamato a glutamina de-
pendente de astrocitos, que por sua vez pode comprometer a homeostase do
glutamato, levando a falhas na conectividade sinaptica, cognicdo ¢ falta de
memoria (Kulijewicz-Nawrot et al., 2013).

A manutengdo do nivel de glutamato depende da compatibilizacao dos pro-
cessos de captura e transporte, em contraposicao com os mecanismos metabo-
licos de produgdo e interconversdo. Nesse sentido, as observagdes evidenciam
um decréscimo da expressao da GS em astrécitos € uma expressao alterada em
neurdnios piramidais em todos os casos de pacientes estudados (Robinson, 2001;
Walton & Dodd, 2007; Fernandes et al., 2011), o que indica altera¢ao no ciclo
glutamato/glutamina em pacientes com DA. A expressdo alterada da enzima
poderia obedecer a um mecanismo de compensagao do sistema para contrastar
o efeito adverso, a fim de “inativar” intracelularmente o glutamato em um com-
partimento diferente e operar parcialmente o sistema.

Adicionalmente, usando-se modelos in vitro, foi demonstrada a interagao
de GS com o fragmento PBA 1-40 e o fragmento PBA 25-35, resultando na
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ativacao oxidativa da GS e num incremento da formagao de radicais com o au-
mento da neurotoxicidade, em consequéncia do peptideo (Butterfield et al., 1997,
Canevari et al., 2004). Essas observagdes sugerem que existe uma relagdo entre
a interacao da enzima com PBA e a formagdo da placa amiloide, que poderia
ser evidenciada com o compromisso na toxicidade por glutamato e amonio. Foi
reportado também que os PBA facilitam a formagao de radicais livres reativos
(Butterfield et al., 1997; Butterfield et al., 2007) e foi proposto que esses radicais
livres derivados de PBA podem causar dano as proteinas celulares, ao provocar
modificagdes por oxidacdo. Uma explicagdo para esse efeito neurotdxico dos
PBA ¢ a potencializacao do estresse oxidativo, além de alteragdes na atividade
de enzimas do metabolismo intermediario e disfun¢do mitocondrial (Atamna &
Frey, 2007). Existem relatos de outros estudos in vitro, nos quais foi colocado
em evidéncia que os PBA 1-40 sintéticos interagem com a GS e a inativam,
induzindo oxidagdo na enzima pura (Butterfield et al., 2007).

Outros trabalhos mostram que, em condi¢des normais como o envelheci-
mento, ha uma diminui¢do da atividade de GS com incremento nas concentra-
coes de amonio e glutamato extracelular (Huang et al., 2017). Pacientes com
DA mostram niveis ainda mais baixos de atividade da enzima, especialmente
nas vizinhangas das placas senis e nos depdsitos amiloides caracteristicos da
doenga, nos quais predomina a presen¢a de PBA. Adicionalmente, foi obser-
vada a expressao neural da enzima (Robinson, 2001). Todas essas alteragdes
intracelulares precoces poderiam ser um indicativo de dano tissular. Além disso,
a GS foi relatada estar presente no fluido cérebro espinal (FCE), o que sugere
mudangas na compartimentalizagdo, na expressao da GS e metabolismo alterado
ou disfuncional do glutamato (Tumani et al., 1999).

8.2 Doenca de Huntington

A doenga de Huntington (DH) (ou coreia de Huntington) ¢ um transtorno
progressivo que ocasiona degeneragdo das células nervosas no cérebro e foi des-
crita inicialmente em 1872 por George Huntington, um médico norte-americano.
Nela, se apresenta perda progressiva da fungdo mental, mudangas de persona-
lidade e perda das funcdes cognitivas como o juizo e linguagem. Também se
desenvolvem movimentos faciais e corporais espasmodicos rapidos € anormais.
O termo coreia indica “danga” e se refere aos movimentos atipicos que se desen-
volvem durante a enfermidade. Nas formas juvenis da enfermidade, os pacientes
apresentam distonia e sinais que evidenciam efeitos adversos da fungdo cognitiva
e psiquiatrica (Chesselet, 2001). Uma caracteristica dessa patologia é a presenga
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de agregados de uma proteina de 350 kDa denominada huntingtina que apresenta
uma expansao de poliglutaminas na regido N-terminal (mais de 37 glutaminas).
Esse fragmento determina o acimulo da proteina no nucleo, afetando a regulacio
da transcric¢ao e o desencadeamento da neuropatologia (Havel et al., 2009).

Na DH, ainda que os mecanismos patogénicos até¢ agora nao tenham sido
bem entendidos, o denominador comum parece ser uma alteracdo no ciclo
glutamato-GABA-glutamina. Em estudos da doenga com ratos transgénicos e
com camundongos R6/2, foi identificado que o mecanismo de excitotoxicidade
se encontra associado a essa entidade neurodegenerativa e, nesse caso, com-
promete a atividade dos transportadores de glutamato. Relatos da literatura
apoiam a opinido de que na DH existe uma redistribuicao dos receptores de
NMDA, especialmente a subunidade NR2B, que poderiam superativar vias de
sinalizacdo que promovam a neurodegeneracdo. Contudo, ndo hé evidéncias
consistentes de que os niveis extracelulares de glutamato cerebral aumentem
consideravelmente na doenca (Lewerenz & Maher, 2015). Da mesma forma,
foi observado um aumento nos niveis extracelulares de glutamina, resultante
da diminuicao da atividade da GS nas células gliais ou de decréscimo da ca-
pacidade de captura do neurotransmissor pelas células neuronais. Ainda que a
utilizagdo de glutamina possa estar alterada devido a uma deficiéncia na ativi-
dade da PAG, nesse estudo ndo foi encontrada mudanca na expressao (Behrens
et al., 2002). Porém, sabe-se que em pacientes com DH foi verificada reduzida
atividade da PGA (Butterworth ef al., 1985).

A atividade da GS foi medida em areas de cérebro post-mortem em pa-
cientes com DH, encontrando-se reduzida no cértex frontal, cértex temporal,
putamen e cerebelo. Esses resultados sugerem que, nas areas onde se apresenta
redugdo, existe um deficit funcional (Carter, 1982).

Em um estudo usando modelos de camundongos especificos para neuronios,
astrécitos ou ambas as populacdes do circuito dos ganglios da base, foi expres-
so um fragmento de huntingtina. Assim, foi demonstrado que os astrdcitos sao
menos afetados pela huntingtina em comparagdo aos neuronios, particularmente
no que diz respeito a agregacao. Além disso, foi observada uma contribuigdo mais
indireta dos astrécitos em compara¢do com 0s neurénios em varios mecanismos
fisiopatologicos, como a astrogliose e a disfun¢ao neuronal (Meunier et al., 2016).

8.3 Doenca de Parkinson

A doenga de Parkinson (DP) (ou mal de Parkinson) foi descrita, inicial-
mente, pelo médico James Parkinson, em 1817, a quem se deve o nome dessa
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enfermidade. No inicio, o Dr. Parkinson a chamou Paralisis Agitans, o que define
os sintomas da doenga, ou seja, a associagao de lentiddo com movimentos anor-
mais. A DP ¢ uma desordem do sistema nervoso central, na qual se apresentam
perda do controle motor, tremor, bradiquinésia, rigidez muscular e instabilidade
postural (Hayes, 2019). A DP pode se iniciar desde a segunda década da vida até
o final da mesma, com um pico maximo de prevaléncia entre a quinta e a sexta
década da vida. Pode-se dizer que € um mito que a DP seja exclusiva da velhice,
dado que pode haver DP juvenil e infantil. A caracteristica mais importante, do
ponto de vista da patogenia, ¢ a perda seletiva de neurénios dopaminérgicos na
substancia nigra (nigra pars compacta), pela formacgao de inclusdes anormais de
proteina conhecidas como corpos de Lewy, compostos principalmente de o-si-
nucleina e da proteina parkinina (Hayes, 2019).

A DP estd associada com morte de neurdnios, especialmente dopami-
nérgicos, ainda que os mecanismos que causem essa degeneragdo ainda nao
sejam totalmente compreendidos. Existe evidéncia indireta que sugere que os
mecanismos da atividade excitatoria do glutamato poderiam regular a pato-
génese da DP (Meredith et al., 2009, Zhang et al., 2016). A superestimulacdo
dos neurdnios glutamatérgicos e o efeito benéfico observado com substancias
antiglutamatérgicas, em modelos animais, sugerem que o excesso de glutamato
pode contribuir na patofisiologia da DP. Adicionalmente, foi encontrada redu-
zida a atividade da GS em pacientes com DP, em relacdo a pacientes-controles
de mesmas idades. Esses resultados implicam numa desregulacao no ciclo glu-
tamato/glutamina, manifestada na alteracdo da enzima em pacientes com DP
(Meredith et al., 2009).

Conforme mencionado anteriormente, a neurotransmissao excitatoria con-
some importantes quantidades de ATP, principalmente para os sistemas de trans-
porte. Estudos que utilizam cultivos de neurdnios dopaminérgicos de humanos
e ratos, que sdo submetidos a concentragdes altas de glutamato, indicam que a
ativacao da glutamato desidrogenase (GDH) ¢ favorecida com a produgdo de
a-cetoglutarato. Assim, ele pode ser usado para manter as demandas de energia
proprias dos mecanismos de transporte de glutamato, da atividade da GS e da
PAG, todos eles ATP dependentes. Na patogénese da DP, a atividade da GDH
neuronal poderia constituir uma fonte adicional de energia metabolica (Plaitakis
& Shashidharan, 2000).

No entanto, outros estudos tém evidenciado que a diminui¢dao da expressao
dos EAAT na substancia nigra, ou a administragdo de inibidores, causam os
efeitos neurodegenerativos da doencga. Esta ¢ uma evidéncia s6lida que confirma
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que a diminui¢do da expressao de EAAT contribui com o processo de patogénese
na DP. Da mesma forma, tem sido demonstrado que os fArmacos ou tratamentos
que promovem a expressao e a funcdo das EAAT atenuam a morte de neurénios
dopaminérgicos na substancia nigra e o estriado, melhorando as caracteristicas
do distarbio em termos de caracteristicas comportamentais e habilidades cogni-
tivas em modelos animais com DP (Assous et al., 2014; Zhang et al., 2016).

9. CONSIDERACOES FINAIS

O glutamato no sistema nervoso central ¢ o aminodcido excitatorio mais
importante e participa nas principais funcdes superiores e da consciéncia. Me-
tabolicamente, provém da glicose e da glutamina que atravessam a barreira he-
matoencefalica (BBB). Porém, devido a sua importancia na fisiologia do cérebro,
pode ser considerado que se encontra em quatro grandes compartimentos: a) nas
sinapses glutamatérgicas; b) nas sinapses GABAérgicas; ¢) no compartimento
glial; e d) em um reservatorio multicelular no qual participam diferentes tipos de
enzimas. Isso significa que o glutamato participa, direta ou indiretamente, em
todas as atividades cerebrais. Além disso, se houver alteracdes em nivel estrutu-
ral ou funcional, em qualquer ponto desses quatro compartimentos, podem ser
gerados disturbios que levam a processos que potencializam o cendrio para que,
em nivel molecular, ocorram manifestagdes patologicas.

Particularmente, nas doengas neurodegenerativas existem evidéncias que
confirmam que alteracdes no ciclo glutamato-GABA-glutamina geradas por
mudancas relacionadas a expressao génica devido ao envelhecimento, podem
potencializar os mecanismos de excitoxidade caracteristicos dessas entidades
patolégicas. E por isso que, nos ultimos anos, a comunidade de neurocientistas
tem se dedicado a entender como o glutamato participa nas atividades metabo-
licas, de sinalizagao e transporte, sob diferentes condi¢des. O desafio é entender
em que situagdes podem ocorrer mudangas que alterem o metabolismo normal
do glutamato no cérebro, a fim de procurar alternativas terapéuticas para respon-
der a essas alteragdes, antes que os efeitos se tornem irreversiveis.
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