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O presente trabalho aborda uma estratégia terapéutica através da ingestio de um conjunto de
aminoacidos (Face®) na Sindrome do X Fragil (SXF). Esta dissertagio se propos a realizar o
estudo clinico, randomizado, duplo cego, aplicacio de testes psicométricos, e a realizar estudos
neuroquimicos experimentais em ratos Wistar. Esta pesquisa objetivou exclusivamente estudar o
conjunto de aminoacidos como um produto natural terapéutico sem, no entanto, considerar o
efeito individual de seus componentes bioquimicos. O estudo clinico foi realizado através de
questionario (antes e apos intervencio) em 43 portadores da SXF, mostrando significincia nos
sintomas aprendizado, comportamental ¢ emocional em pacientes zona gray e afetados. Os
pacientes pré-mutados nio apresentaram diferencas estatisticas significantes. Os testes
psicométricos aplicados foram: Teste Escala de Tracos Autistas (ATA), Mini-Exame do Estado
Mental e Escala de comportamento adaptativo de Vineland, em 13 sujeitos afetados (antes e pos-
mtervencao). Os resultados dos trés testes foram significantes nos individuos afetados estudados,
mostrando alteracoes positivas importantes na area cognitiva, aprendizado, comportamento social
e, surpreendentemente, com melhoras em suas caracteristicas autistas. Também foram realizados
ensaios laboratoriais em animais (ratos Wistars) para avaliacio da atividade dos transportadores de
glutamato, determinacio da concentracio da amonia (verificacio de toxicidade) e viabihidade
celular, depois de tratados 60 dias oralmente com a mistura de aminodcidos (Face®) e com grupo
controle. Alteracoes significantes foram encontradas nas atividades dos transportadores de
glutamato dependente de Na e independente de Na no hipocampo, apdos 30 dias de
administracao dos aminoacidos. O Face® mostrou ser um produto nio toéxico que ativa o sistema
glutamatérgico, e com boa viabilidade celular, produzindo efeitos significativos no estado mental,
no comportamento caracteristico autista e no comportamento social, na aprendizagem, e no que
tange as caracteristicas emocionais dos mdividuos estudados.
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The current work approaches a therapeutic strategy for the Fragile X Syndrome (FXS) by the
mtake of a poll of aminoacids (Face®). This dissertation implemented a randomized, double
blind, clinical study, application of psychometric tests and neurochemical experimental studies
with Wistars rats. This research concerned exclusively to study the pool of aminoacids as a
therapeutic natural product, without nonetheless considering the ndividual effect of 1its
biochemical components. The clinical study was implemented through a questionnaire (before
and after mtervention) applied to 43 FXS patients, showing significance for the symptoms of
learning, behavior and emotions of pre-mutation and affected patients. The gray zone patients did
not present significant results. The following psychometric exams were applied (before and after
mtervention) to 13 affected individuals: Autiste traits evaluation (ATA Test), Mini-Exam of Mental
State, and Vineland Adaptive Behavior Scales. The results for the three tests have been significant
for the affected individuals under study, showing important positive changes in cognitive area,
learning, social behavior and, surprisingly, with respect to their autistic characteristics. There have
been also accomplished laboratorial experiments with animal models (Wistars rats) in order to
evaluate the activity of glutamate transporters, to determinate the concentration of ammonia
(toxicity) and cellular viability, after being treated for 60 days with oral intake of the aminoacid pool
(Face®) and with saline control solution. Significant changes were found in the Na+ dependent
and Na+ independent glutamate transporters, after 30 days of intake. Face® has shown to be a
nontoxic product, which activates the glutamatergic system, with a good cellular viability. It
produced significant effects on mental state, characteristic autistic and social behaviors, on learning,
and on related emotional characteristics of the subjects studied.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A sindrome do X Fragil (SXF) é a mais comum doenca com retardo mental
herdado. Sua causa é devida a um gene com mutacdo instavel, localizado no
cromossomo X, chamado “fragile X mental retardation-1” (FMR1) (VERKERK et al.,
1991). Numerosos estudos mostram diferentes prevaléncias em relacdo a sindrome. A
prevaléncia mais utilizada para individuos afetados é de aproximadamente 1/4000
homens e 1/8000 mulheres (HAGERMAN et al., 1992). A prevaléncia estimada em
homens chamados pré-mutados é de 1/810, e de 1/257 mulheres na populacao normal
(SHERMAN, 2002). A sindrome é causada por uma expansdo de repeticdes de CGG
(citosina-guanina-guanina) que estdo localizadas na regido promotora do gene FMRI.
A classificacdo pela repeticio de CGG ird diferenciar os portadores em categorias, ou
seja, quando de 6 até 44 repeti¢des sdo classificados como individuos normais; de 45 até
54 repeticdes, zona gray (zona limitrofe); de 55 até 200 repeti¢des, individuos pré-
mutados; e com 200 até milhares de repeticdes sao chamados de afetados para a SXF
(HAGERMAN e HAGERMAN, 2004). Testes de DNA sao utilizados para diagnosticar a
SXF. A andlise de repeticdes de CGG do gene FMRI1 através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase, PCR, (BROWN et al.,, 1993) é a técnica mais acessivel, e é utilizada
atualmente como um teste de triagem. Quando da necessidade de investigar o gene
expandido e determinar o estado de metilagdo do DNA, utiliza-se a técnica de Southern
Blotting (ROSSEAU et al., 1991b). Quando ocorre, a expansao dos trinucleotideos CGG

nos individuos afetados resultard em uma hipermetilacdo da repeticdo CGG na regido
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promotora adjacente do gene e, em conseqiiéncia, a perda da proteina FMRP (Fragile
Mental Retardation Protein) (FARZIN et al., 2006), expressa pelo gene FMR1.

A proteina FMRP é expressa com maior abundéancia no cérebro e testiculo de
tecidos fetais e adultos (DEVYS et al., 1993). E uma proteina ligante de RNA, a qual
forma ribonucleoproteinas mensageiras complexas (mRNP) que estdo associadas com a
tradugao de poliribossomos (JIN e WARREN, 2003). A proteina FMRP é importante no
desenvolvimento e maturagao dos dendritos e conexdes sinapticas (WILLEMSEM et al.,
2004 ; IRWIN, 2001) e sua auséncia é responsavel pelas deficiéncias cognitivas, fisicas e
comportamentais, caracteristicas da SXF (TASSONE, 1999; LOESCH et al., 2004). Para
melhor compreender a fungdo da proteina FMRP foram projetados modelos usando-se
camundongos KO (Knockout) fmrl, Drosophila melanogaster (mosca das frutas), gene
dmfrl, (ABITBOL, 1993; HINDS 1993), e o nematoéide Caenohabdits elegans (SHTANG et

al., 1999).

Tanto em estudos animais como em humanos, FENG (2002) constatou dois
papéis importantes da FMRP nos neurénios: na formagdo e maturagdo das sinapses
através do controle de sinais durante seu desenvolvimento, e na resposta da liberacao
dos neurotransmissores, controlando a localizacdo e/ou a traducdo dos mRNAs
associados a regido poés-sindptica. Estudos envolvendo a plasticidade sindptica no
hipocampo do camundongo Knockout fmrl sugerem que quando os receptores de
glutamato sao ativados, em especial o estudo do receptor metabotrépico (mGluR), estes
promovem melhorias em relacdo ao fenétipo da SXF. Foi sugerido que o papel da

FMRP na plasticidade sindptica tem relagdo com o fato de que a FMRP é uma das
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proteinas sintetizadas em resposta a ativacdo do mGluR (WEILER e GREENOUGH,

1999).

Clinicamente, a sindrome é bastante heterogénea. Fenotipicamente, pode-se
encontrar: orelhas grandes e/ou abano, macroorquidismo, face alongada, e outras
caracteristicas fisicas marcantes, além de caracteristicas comportamentais como
irritabilidade, dificuldade de atengdo, pobreza de contato visual, fala repetitiva,
sintomas autisticos, e estereotipias. Individuos com SXF podem apresentar também

pobre coordenacdo motora e aumento de crises convulsivas (BEAR et al., 2004).

Diversos instrumentos foram desenvolvidos durante os dltimos anos com o
objetivo de auxiliar na investigacdo de possiveis déficits cognitivos em individuos de
risco, como é o caso das doencas comportamentais, com alteracdo na cognicdo e em
relacdo a deficiéncia mental. Pacientes com a SXF, como os de outras doencas de retardo
mental, utilizam-se de testes psicométricos para a avaliacdo e compreensdo do estado
comportamental, cognitivo e emocional. Dependendo do conjunto de sintomas que o
individuo apresenta, um teste especifico serd aplicado. Os testes escolhidos para a SXF
sdo os que estdo diretamente envolvidos com o comportamento, cognicdo e estado
emocional. Um dos estudos bastante utilizados para analisar o estado mental é o MMSE
(Mini-mental state examination) ou Mini-teste do estado mental (FOLSTEIN et al., 1975). E
avaliado através de escores. Quando sua pontuagdo é acima de 24 é considerado
efetivamente normal. Neste teste deve ser levado em conta o grau de escolaridade e a

idade cronolégica do individuo. Quando o teste relata uma baixa pontuacdo, o

diagnostico sera de deficiéncia mental (FOLSTEIN et al., 1975).
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Aproximadamente 20% de individuos com a SXF podem apresentar alteragdes
autisticas, por manifestarem falhas na interacdo social, alteracdo na linguagem,
estereotipias, olhar evasivo, etc. Por ser uma doenga ndo fisiol6gica, intervencdes com
base em exame neurolégico e psicolégico podem auxiliar os individuos quanto a sua
interacdo na sociedade. Testes psicométricos sdao entao aplicados nestes individuos para
determinacdo de seu diagnostico.

A identificagdo de autismo é de fundamental importancia, e as escalas de
avaliacdo permitem mensurar as condutas apresentadas de maneira a se estabelecer um
diagnostico de maior confiabilidade. Apresentam-se estas sob a forma de questionarios,
de lista de sintomas ou de inventarios. Essas escalas, inspiradas nas ciéncias exatas,
embora utilizadas algumas vezes de maneira indiscriminada, podem ser aplicadas na
crianca para avaliacdo de aspectos especificos do comportamento. Dessa maneira,
devem ser utilizadas para pesquisa ou para avaliacdo da evolucao de determinados
quadros. A escala de tracos autisticos (ATA), elaborada por BALLABRIGA e
colaboradores (1994), nasceu a partir da discussdao dos aspectos mais significativos da
sindrome e da experiéncia clinica dos autores, sendo, entretanto, embasada na
classificacao dos critérios para o retardo mental.

Alteragdes de comportamento sdo frequentemente observadas na maioria dos
individuos com SXF. Testes como a escala de maturidade social de Vineland medem a
competéncia social, habilidade da auto-ajuda, e comportamentos adaptativos na
infancia e nos individuos adultos. Este teste é utilizado em terapias de individuos com

retardo mental e doencas emocionais.
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Quando nos deparamos com individuos afetados, devemos ter em mente a
melhora da qualidade de vida dos pacientes e de suas familias. Intervencdes
multidisciplinares e tratamentos sintomaticos devem, portanto, ser utilizados.
Geralmente, o tratamento para a SXF nao é especifico, e diferentes tipos de drogas
sintomaticas ja foram utilizados no sentido de amenizar os sintomas. Alguns produtos
contendo aminodacidos sao utilizados no tratamento de individuos para diferentes fins.
Por exemplo, o composto GABALLONG®), através de seu principio ativo GABA I (Acido
aminobutirico + vitamina Bs), atua como neurotransmissor inibitério em diferentes vias
do sistema nervoso central (SNC); é indicado no tratamento de dificuldades de atencao
e concentracdo, déficit de memoria, dificuldades de aprendizagem, hiperatividade,
agitacdo psicomotora e outras alteracdes secunddrias em relacdo aos disttrbios da
atividade cerebral, mas nunca foi testado especificamente para a Sindrome do X fragil.
TORRIOLI (1999) e CALVANI (2001) apresentaram uma alternativa para pacientes SXF
com comportamento hiperativo. Usando L-acetilcarnitina (molécula da familia da
metilamina) demonstraram em um pré-estudo clinico que a administracdo exégena de
LAC (L-acetilcarnitina) pode alterar caracteristicas cerebrais de pacientes com a SXF,

diminuindo a hiperatividade apds 12 meses de uso.

Estudos clinicos, em fase adiantada, estdo sendo realizados com as ampaquinas
(moduladoras do receptor AMPA). Este tratamento vem sendo testado pela Fundacao
FRAXA, de Chicago, e pelo Instituto MIND, da Califérnia, em humanos adultos com a
SXF e autismo, sob o nome CX516 (BERRY-KRAVIS et al., 2006). Através do estudo
duplo-cego, randomizado de Fase II, em 49 sujeitos com a SXF, resultados recentes

mostraram que ndo houve significAncia como era esperado na cognicdo e no



Introducao e Objetivos 24

comportamento. Esses resultados deixam duavida sobre o papel da neurotransmissao
mediada através do modulador AMPA como uma estratégia terapéutica para o

tratamento da SXF.

O carbonato de litio ¢ uma droga de uso comum para o tratamento do transtorno
bipolar e outras alteracdes psiquiatras. E usado também para o aumento da cognigao
nos modelos de X Fragil de drosofilas knockout (McBRIDE et al., 2005). Um estudo
multicéntrico em relacdo ao litio estd sendo realizado nos servigos da Universidade da
Califérnia, em Davis, e em Los Angeles, e no Rush Medical Center, em Chicago, para
avaliar seus beneficios na SXF (AMARIA et al, 2001). Novas drogas estdo sendo
desenhadas com intuito de modular especialmente o receptor metabotrépico de

glutamato mGluR5, da familia mGluR, através de seus respectivos antagonistas.

Sabe-se que alguns aminoécidos sdo considerados tratamento de suporte e
alternativa terapéutica nutricional, principalmente em situagdes criticas como
desnutricdo, prematuridade, na recuperacdo do baixo peso, manutencdo do
metabolismo, catabolismo e anabolismo celular. Paises de baixa renda, principalmente
os da América do Sul, vém produzindo trabalhos nesta area, ja que as formulacdes de
aminodcidos sdao mais acessiveis do que muitas medicagdes comerciais
(http:/ /www.digemid.minsa.gob.pe, acessado em 25/10/2006). Alguns aminodacidos
tais como o glutamato, a glicina e o aspartato sdo também importantes para o
abastecimento metabdlico dos astrécitos e neurdnios no nivel do sistema nervoso

central (SNC) (SMITH, 2000).

Um conjunto de aminoécidos denominado Face® é produzido pelo Laboratoério

LBE, no Municipio de Sao José, Estado de Santa Catarina. Este “pool” é sintetizado a
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partir de produtos organicos, e tem sido utilizado como agente terapéutico em diversas
doencas (GUERRA e AMAYA-FARFAN, 1995). O Face® é uma mistura de aminoacidos
livres, de acordo com o fabricante. Trata-se de um produto de natureza organica, obtido
por sintese, através de elevadas temperaturas e pressao controlada, com repasse de
descarga elétrica. Durante o processo, é sintetizada uma gama de aminodacidos soltveis

em 4gua, conforme informacoes fornecidas pelo Laboratorio LBE.

1.1 MOTIVACAO DO TRABALHO

Em 2001, dois irmdos afetados pela SXF, moradores de Florian6polis, SC,
realizaram de forma empirica um tratamento a base do conjunto de aminoécidos
conhecido como Face®, apresentando excelentes resultados no ganho de aprendizagem,
comportamento e emogdo. Seus professores, terapeutas e familiares, constataram

progressos significativos no desenvolvimento neurolégico dos meninos afetados.

Com o propésito de testar esse produto como uma possivel nova terapia
medicamentosa para os portadores de SXF, foi submetido um projeto ao Comité de
Etica da Universidade Federal de Santa Catarina. Inicialmente foi realizado um ensaio
clinico randomizado, duplo-cego, controlado com placebo em 43 pacientes portadores

(afetados, zona gray e pré-mutados).

Os resultados foram animadores e apds este estudo inicial outro projeto foi
realizado utilizando treze (13) novos sujeitos afetados. Estes sujeitos participaram de 3
diferentes testes psicométricos, antes e apds a intervencdo com a mistura de

aminoacidos.
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Um estudo posterior foi realizado devido a necessidade de se comprovar
cientificamente as melhorias clinicas, principalmente em nivel de aprendizagem e

memoria.

Sabendo-se que o aumento da concentracdo de glutamato durante a
neurotransmissdo glutamatérgica é altamente regulada por proteinas transportadoras
localizadas na membrana plasmaética dos neurdnios e das células glias, um estudo pré-

clinico experimental com ratos Wistars foi realizado.

A partir desses estudos iniciais, o projeto foi direcionado ao estudo do
comportamento dos transportadores de glutamato nas estruturas cerebrais de
hipocampo e cértex em animais tratados e nao tratados com o Face®. Uma preocupacdo
inicial foi uma possivel toxicidade pela amoénia no tecido cerebral, ja& que os pacientes
estariam ingerindo um pool de aminoécidos por um periodo de tempo elevado (60 dias).
Estudos anteriores mostraram que o aumento extracelular da concentracao de
glutamato estd significativamente correlacionado com o aumento da concentracao de
amonia. Tanto a hiperamonemia crénica como aguda, bem como as hiperamonemias
adquiridas, causam um efeito deletério, dependendo da magnitude e a duracdo do
tempo exposto pelos niveis de amoénia no cérebro (FELIPO e BUTTERWORTH, 2002).
Portanto, outro objetivo foi quantificar a amoénia em tecidos cerebrais como no
hipocampo, cértex e cerebelo, e ao final do tratamento realizar um estudo de
viabilidade celular (MTT). Nosso trabalho objetivou exclusivamente estudar este pool de
aminoacidos como um produto natural terapéutico sem, no entanto, identificar sua

composicdo bioquimica detalhada.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1  Objetivos gerais

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar um possivel tratamento para os
diversos sintomas da SXF, principalmente no que diz respeito a aprendizagem, o
comportamento e os problemas emocionais causados pela sindrome, de forma a poder
amenizar os sintomas e melhorar o relacionamento familiar e social dos individuos com
SXF. Desta forma, os estudos deveriam mostrar o efeito do conjunto de aminoacidos
denominado Face® (Laboratério LBE, Sao José, SC) com relacdo a seus possiveis efeitos

terapéuticos.

1.2.2  Objetivos especificos

0 Avaliar através de um questiondrio de sintomas os resultados do
estudo clinico duplo-cego, randomizado, em 43 pacientes com a SXF.

B Aplicar testes psicométricos em 13 pacientes afetados pela SXF,
utilizando-se de trés testes: teste ATA - escala de avaliacdo autista;
MMSE - Mini-Exame de Estado Mental, e o teste de escala de
comportamento adaptativo de Vineland.

H Avaliar a atividade dos transportadores de glutamato em ratos tipo
Wistars normais, através da captagdo de L[3H]-glutamato em fatias de
hipocampo e cértex, aos 15, 30, 45 e 60 dias apds ingestdo do pool de

aminodcidos Face® e de um grupo salina (controle).
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H Determinar a concentragdo de amoénia nos tecidos de hipocampo,
cortex e cerebelo, por colorimetria.

O Determinar a viabilidade celular através da metodologia MTT.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 Sindrome do X Fragil

A sindrome do X Fragil (SXF) é a doenga hereditaria mais comum, e é
considerada a segunda doenga com retardo mental mais freqiiente ap6és a Sindrome de
Down. E uma doenca ocasionada pelo distirbio do neurodesenvolvimento, devido a
um gene com mutagdo instavel, localizado no cromossomo X, chamado “Fragile X
Mental Retardation-1 (FMR1) (VERKERK, 1991). Diversos estudos mostram a
prevaléncia em relagdo a sindrome, sendo que a mais aceita para individuos afetados é
de aproximadamente 1/4000 homens e 1/8000 mulheres (HAGERMAN et al., 1992). A
prevaléncia estimada em homens chamados pré-mutados é de 1/810, e de 1/257 para

mulheres, na populagdo normal (SHERMAN, 2002).

A sindrome é causada devido a uma expansado de repeticdes de CGG (citosina-
guanina-guanina) na regido ndo traduzida (UTR) do gene FMR1 e uma hipermetilacao
das ilhas CpG a montante do gene (Regido upstream 5°) (VERKERK et al., 1991). As ilhas
CpG (citosina-fosfato-guanina) ocorrem na maioria dos mamiferos, como um
agrupamento de dinucleotideos, formados de bases citosina e guanina adjacentes, nos
quais a citosina podera sofrer metilagdo. Estas regides chamadas de ilhas CpG em

células normais estdo protegidas da adicao de metila. As ilhas CpG sdo encontradas em
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todos os genes em regides ativas, os promotores, que sdo seqiiéncias reguladoras
presentes na extremidade 5 do DNA, logo antes do inicio do gene que sera transcrito.

Se ocorrer metilagdo, o promotor é silenciado, interrompendo a transcricdo e,

conseqiientemente, a expressao génica (OBERLE et al., 1991).

Além da metilacido do DNA, a modificdo da estrutura das histonas também é
considerada importante no silenciamento de genes. Uma vez adicionado o radical
metila na citosina, ocorre a desacetilacio das histonas, tornando a cromatina mais
condensada e, portanto, inacessivel aos processos de transcrigao. Portanto, a metilagao é
um importante meio de regulacdo da expressao génica.

A repeticao de CGG é polimorfica, variando de 6 a 44 repeti¢des para individuos
normais, de 45 para 54 repeticdes para a chamada “zona gray” (zona limitrofe), de 55 a
200 repeticdes quando individuos sdo pré-mutados, e de 200 a milhares de repeticoes
para os chamados de afetados para a SXF (HAGERMAN e HAGERMAN, 2004).
Quando ocorre a expansdo no afetado, isto resultara em uma hipermetilacdo da
repeticdo do CGG, na regido promotora adjacente do gene e, em conseqiiéncia, a perda

da proteina FMRP (Fragile Mental Retardation Protein) (FARZIN et al., 2006).

2.1.1  Aspectos clinicos

Devido a diferencas de expansao, muitos sdo os fenétipos variantes dentro desta
sindrome, evidenciando ndo somente o retardo mental mas também formas
intermediarias, variando desde um distarbio no aprendizado até um déficit cognitivo,

problemas emocionais e comportamentais (TASSONE et al., 2000c; HANGERMAN,
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1999a). Em relacdo aos homens afetados, existem fendtipos fisicos cldssicos como:
orelhas grandes e ou proeminentes (abano); face alongada e macroorquidismo
(ESCALANTE, 1971). Oitenta por cento dos individuos podem apresentar estas
alteracdes fisicas podendo ser mais evidenciadas quando na fase pré-puberal (VERMA e
ELANGO, 1994). A deficiéncia intelectual, e o distarbio de aprendizagem sdo
considerados o fenétipo clinico mais proeminente na SXF (REISS et al., 1995). Formas de
comportamento incluindo hiperatividade, ansiedade, convulsdes e autismo

intermediario sao também observados (MAZZOCCO et al., 1997).

A proteina FMRP é importante no desenvolvimento e maturagdo dos dendritos e
conexdes sindpticas (WILLEMSEM, 2004; IRWIN, 2001), e sua auséncia é responsavel
pelas deficiéncias cognitivas, fisicas e comportamentais, caracteristicas da SXF
(TASSONE, 1999; LOESCH et al., 2004); sustentacdo da atencdo, funcdes executivas,
memoria e a fungdo social naqueles que ndo apresentam retardo mental sdo também

associadas a SXF (BENNETTO et al., 2002).

Muitos individuos com pré-mutacdo sdo considerados ndo afetados
cognitivamente (BENNETTO e PENNINGTON, 2002), mas estudos recentes mostraram
déficits cognitivos e do comportamento neste subgrupo (CORNISH et al., 2004). Este
quadro clinico até entdo so6 era relatado em individuos com auséncia da FMRP (mutacdo

completa ou afetado) (CORNISH et al., 2005).

Os testes de DNA sdo os métodos empregados para classificacdo das variantes
na SXF. Tanto a Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) bem como o Southern Blotting
sdo os métodos de escolha para a classificagdo das variantes da SXF. No entanto, a

andlise de repeticdes de CGG do gene FMR1 através do PCR (BROWN et al., 1993) ¢é a



Revisao Bibliografica 32

técnica mais acessivel e é utilizada nos dias de hoje como um teste de triagem. Quando
da necessidade de investigar o gene expandido, e determinar seu estado de metilagao,
usa-se o Southern Blotting (ROSSEAU et al., 1991). A expansao no afetado facilita a
hipermetilagdo da repeticdo do CGG na regido promotora adjacente do gene, com

consequiente perda de expressao da proteina FMRP (FARZIN et al., 2006).

Outras sindromes possuem sintomas semelhantes a SXF e podem apresentar co-
morbidades. Quando este fato ocorre, é necessario utilizar-se dos testes corretos para o
diagnostico diferencial. Alguns exemplos de sindromes associadas e co-morbidades sao:
sindrome de Asperger, sindrome de Prader-Willi, sindrome de Pierre Robin; doengas
cromossdmicas incluem: Sindrome de Down, Sindrome de Klinefelter XXY, X0, XYY,
XXX e microcromossomo extra (SUTHERLAND, 1985). Existem outras sindromes que
possuem caracteristicas fisicas como a SXF, como é o caso da Sindrome de Coffin-Lowry
(orelhas proeminentes, hipotonia), Sindrome de Lujan (com hdabitos marfandides e
macroorquidismo), e a Sindrome de Atkin (orelhas grandes, baixa estatura e

macroorquidismo) (ARENA e LUBS 1991).

2.1.2  Animais modelo

A chave do avango para melhor compreensao da SXF foi o isolamento do gene
FMR1 e, conseqiientemente, a criacdo do camungongo modelo knockout Fmr-1
(BAKKER et al., 1994). Sao muitos os fenétipos que podem ser reproduzidos em relagao
ao comportamento, atividade motora, e um aumento da susceptibilidade para crises
convulsivas. Outro sintoma observado nesse animal é o déficit de aprendizagem
(KONY, 2003). O camundongo Knockout Fmr1 também apresenta dendritos anormais,

analogos aos humanos (IRWIN et al, 2002). Gracas a estes avancos, novos
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direcionamentos no estudo sobre as sinapses e dendritos foram realizados (BEAR et al.,
2004). Outros modelos como a Drosophila melanogaster (mosca das frutas), gene dmfrl,
(ABITBOL, 1993; HINDS, 1993), e o nematoéide Caenohabdits elegans (SHTANG et al,,

1999) sao também utilizados nas pesquisas com a SXF.

2.1.3 Proteina FMRP

A auséncia da FMRP explica alguns sintomas da SXF como o retardo mental
moderado ou severo, déficit de atencdo, hiperatividade, ansiedade, instabilidade do
humor, transtornos compulsivos depressivos, e comportamentos autistas. Individuos

com SXF podem apresentar também pobre coordenacdo motora e aumento de crises

convulsivas (BEAR et al., 2004).

A proteina FMRP é expressa com maior abundéancia no cérebro e testiculo de
tecidos fetais e adultos (DEVYS et al., 1993). E uma proteina ligante de RNA com o qual
forma ribonucleoproteinas, chamadas de complexo de ribonucleoproteinas mensageiras
(mRNP), e estdao associadas com a tradugao nos poliribossomos (JIN e WARREN, 2003).
Alguns componentes protéicos do complexo chamado FMRP-mRNP foram
determinados recentemente: FXR1P, FXR2P, nucleolina, YB1/p50, Pur e mStaufen

(OHASHI, 2002).

A FMRP esta envolvida no controle do processo de traducado. Esta associada com
os poliribossomos através de particulas ribonucleoproteicas (mRNP) e pode inibir a

traducdo das proteinas tanto in vitro como in vivo (LAGGERBAUER, 2001).
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Pesquisas recentes sugerem que algumas proteinas aumentam sua expressao na
auséncia da FMRP; como exemplo, temos a Arc e a MAP1b (ZALFA et al., 2003), e
outras aparecem com sua regulacdo diminuida ou desaparecem (CHEN et al., 2003).
Estes achados sugerem a possibilidade da FMRP ser um repressor na tradugao de certas
proteinas (LAGGERBAUER et al, 2001 ; LI et al, 2001) ndo descartando-se a
possibilidade de ela atuar em relacdo a mensagens especificas (CHEN et al., 2003;

TODD et al., 2003).

Embora a FMRP esteja localizada predominantemente no citoplasma, foi
também demonstrado por microscopia eletronica que a FMRP pode ser visualizada no

ndcleo (FENG et al., 1997).

Diversos estudos bioquimicos e patolégicos levaram os pesquisadores a propor
um modelo da fungdo neuronal para a FMRP (Figura 1). De acordo com esse modelo, a
FMRP dimeriza no citoplasma e é transportada para dentro do ntcleo dos neurdnios
via sinal de localizagdo nuclear, e 14 forma um complexo mRNP (ribonucleoproteinas
mensageiras), pela interacdo de RNAs especificos e de outras proteinas. Depois de
formado, o complexo FMRP-mRNP é transportado para fora do ntcleo via o NES (sinal
de exportacdo nuclear). Uma vez no citoplasma, o complexo FMRP-mRNP poderé se
associar diretamente com ribossomos no corpo da célula, ou interagir antes da
associagdo com os ribossomos, com os membros de um complexo de RNA chamado
RISC. Ambos complexos de FMRP-mRNP, com ou sem membros RISC, irdo regular a
sintese de proteinas no corpo celular do neur6nio. Alternativamente, ambos os
complexos poderdo ser transportados dentro dos dendritos para regular a sintese de

proteina local para RNAs especificos. A sintese destas proteinas dependerd dos sinais
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de estimulacado sinaptica, especialmente da ativacdo do receptor metabotrépico mGluR

(Figura 1).

Quando a FMRP esta ausente, o0s mRNAs que deveriam estar associados ao
complexo FMRP-mRNP terdo sua tradugdo desregulada, podendo assim induzir a um

enfraquecimento na plasticidade sindptica e do déficit cognitivo (JIN e WARREN, 2003).

Estudos envolvendo a plasticidade sinaptica no hipocampo do comundongo
Knockout Fmrl sugerem uma conexao entre receptores de glutamato metabotrépico
(mGluR) em relacdo ao fenétipo da SXF. A interacdo do papel da FMRP com a
plasticidade sindptica foi sugerida devido ao fato de a FMRP ser uma das proteinas

sintetizadas em resposta a ativacao do mGluR (WEILER, 1999).
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Figura 1. Modelo da funcdo da Proteina do Retardo Mental na SXF (FMRP) no neurénio, de

acordo com JIN e WARREN (2004).
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A atividade sindptica pode acionar consistentes trocas no cérebro, como a
chamada Potenciacdo de Longa Duracao (LTP) e Depressao de Longa Duracao (LTD).
Estes mecanismos contribuem no aprendizado e na memodria pés-natal (BEAR et al.,

1998).

Kimberly (2002) demonstrou que o mGluR dependente de LTD esta
significantemente aumentado em animais com auséncia da proteina FMRP, sugerindo
que a FMRP regula a LTD através de uma diminuicdo na regulacdo do mGluRs, bem
como o nivel da traducdo do mRNA. Ja existem duas formas bem estudadas de inducao

de LTD: o NMDAR-LTD e o mGluR-LTD (HUBER et al., 2000).

Os receptores AMPA sdo internalizados e diminuidos na SXF a partir da via
mGIuR5 através do processo via mGluR5-LTD. Também as ativagdes transientes do
Gpl mGluRs em fatias do hipocampo e em culturas estimuladas mostram a perda da
expressao dos receptores AMPA e NMDA sindpticos (SNYDER et al., 2001;) e reduzem

a liberacdo do glutamato pré-sindptico (ZAKHARENKO et al., 2002).

Para melhor investigacdo do papel do controle da traducdo mediada pela FMRP,
através da atividade neuronal, foi monitorado o camundongo Knockout Fmrl. Estes
experimentos mostraram que o mGIluR-LTD estda aumentado no hipocampo desses
camundongos (HUBER et al., 2002). Portanto, a hipétese é que o mGIuR5 estimule a
sintese de proteina local, e a FMRP parece inibir esta sintese. Na auséncia da proteina
FMRP, as mensagens serdo estimuladas via mGIluR5 e poderdo ser mais traduzidas do

que geralmente o sdo, em niveis normais (BEAR, 2004).
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Devemos entender que a FMRP regula a sintese de muitas proteinas cerebrais,
tornando-as fundamentais na transmissdo sindptica, e que esta é somente uma das
muitas proteinas que devem participar da regulacdo da sintese de proteinas nas
proximidades sinapticas. A auséncia da FMRP leva a uma desregulacdo de muitas

proteinas e de suas vias.

A proteina ausente em individuos com a SXF (FMRP) é sintetizada in vitro em
preparacdes de sinaptoneurossomos em reposta a estimulacdes glutamatérgicas
(WEILER et al., 1997). Estudos neuroanatémicos demonstraram que pacientes com SXF
apresentavam dendritos com morfologia e niimero de ramificagdes anormais (IRWIN et
al., 2001), propondo assim teorias em que a FMRP é produzida in vivo nas sinapses em
reposta a ativagdo aferente nos receptores de glutamato metabotrépicos, possivelmente
dando suporte ao processo de plasticidade sinaptica (IRWIN, 2000). Em outros
experimentos, através de técnicas imunorreativas, animais que receberam luz apos
exposicao a escuro profundo, tiveram seu nivel de FMRP elevado. A sintese de FMRP
foi ativada através das regides envolvidas com atividade sinaptogénica, evidenciando
estimulagdes somatosensoriais, motoras e de aprendizado (GABEL et al., 2004; IRWIN

et al., 2000).

Tanto estudos em animais como em humanos, FENG (2002) sugeriu dois papéis
importantes para a FMRP nos neuronios: na formacdo e maturacdo das sinapses,
através do controle de sinais durante seu desenvolvimento, e na resposta pela liberacao
dos neurotransmissores, reponsaveis pelo controle da localizagdo e/ou da tradugao dos

mRNAs associados nos locais pés-sindpticos.
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214  Tratamento da SXF
B Terapias atualmente utilizadas

Apesar de ndo existir um tratamento medicamentoso especifico para a SXF,
muitas sao as estratégias para aliviar seus problemas comportamentais e emocionais, a
exemplo de hiperatividade, mudangas de humor, agressividade, impulsividade,

ansiedade e crises obsessivas, depressao, e déficit emocional, entre outros.

As medicagoes estimulantes dos sistemas de neurotransmissores de dopamina e
norepinefrina melhoram a coordenagdo visiomotora, e a atencdo, e reduzem a
hiperatividade. Exemplos destas medicacdes sdao o metilfenidato (Ritalina®), a
dextroanfetamina (Aderall®) a e pemolina (Cylerte®). Estas medicacdes estimulantes
ajudam 60 a 70% dos individuos em idade escolar, sendo menos efetivas em pacientes
adolescentes e pré-escolares. Alguns destes estimulantes podem piorar “tics” motores e
tornam os pacientes mais irritados. A clonidina e a imipramina sdo utilizadas nos
transtornos de humor, e os anticonvulsivantes sao também utilizados quando em crises
convulsivas de uma forma geral ou EEG anormais. A Fluoxetina® é utilizada para
reduzir a agressao, e transtornos de humor, e os benzodiazepinicos sdo efetivos para

tratamento de ansiedade (HAGERMAN, 2001).

O Piracetam (Nootropil®) é um derivativo ciclico do GABA (4cido gama-
aminobutirico) que atua na fungao cerebral para aumento da memoria e sua integragao.
Este medicamento é liberado nos EUA e ¢é utilizado algumas vezes na SXF
(MONDADORI et al.,, 1994). O Aricep® (Donepezil) é outra medicacdo que atua
trabalhando o sistema colinérgico. Esta medicacdo é um inibidor de colinesterase:

aumenta o efeito da acetilcolina, e resulta no aumento do sistema glutamatérgico,
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beneficiando criancas com a SXF. E também utilizada no Mal de Alzheimer,
beneficiando a memoria e o aprendizado em ratos envelhecidos (HAGERMAN e

HAGERMAN, 2004).

CALVANI e colaboradores (2001) sugerem uma alternativa para pacientes SXF
com comportamento hiperativo, através da L-acetil-carnitina (molécula da familia da
metilamina), demonstrando através de um pré-estudo clinico que a administracao
exdgena de LAC (L-acetil-carnetina) pode alterar o cérebro de pacientes com a SXF,

diminuindo a hiperatividade ap6s 12 meses de uso.

Os estudos clinicos realizados com as ampaquinas (moduladoras do receptor
AMPA) (BERRY-KRAVIS et al, 2006) deixam duavida sobre o papel da
neurotransmissao, mediada através do modulador AMPA, como uma estratégia

terapéutica para o tratamento da SXF.

Embora antagonistas do mGIuR5 ainda nao estejam disponiveis para humanos, o
tratamento com carbonato de litio vem mostrando beneficios para problemas
comportamentais, principalmente em agressividade na SXF. Também aumenta a
cognicao nos modelos de X Fragil como nas drosoéfilas (McBRIDE et al., 2005). Os
estudos clinicos em relagdo ao carbonato de litio ja sdo utilizados nos servicos da UC

Davis, UCLA e Rush Medical Center em Chicago (AMARIA et al., 2001).

H Futuras terapias

Muitos avangos vém acontecendo gracas ao interesse dos pesquisadores em
relacio a proteina FMRP no fascinante campo da Neurobiologia. Também foi

encontrado aumento da ativagao do Gpl mGluR - proteina sintese dependente de LTD
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no hipocampo, gracas a auséncia da FMRP (BEAR et al., 2004). O aumento exagerado
do GP1 mGluR dependente implica em conseqiiéncias funcionais como a epilepsia,
alteracdo na cognigao, disttrbios no desenvolvimento, alongamento e imaturidade das
ramificacdes dendriticas, e perda da coordenacdo motora, sintomas estes considerados
chaves na SXF. Muitos experimentos foram realizados com proteinas especificas como
os antagonistas do Gpl mGluR. Os resultados mostraram que a ativagdo do Gpl mGIuR
é um potente local de estimulo para a sintese de proteinas (TODD et al., 2003) e que

muitas conseqiiéncias funcionais da SXF sdo causadas devido a ativacdo desta via.

Uma revisdo atual da literatura mostrou varios trabalhos sugerindo o tratamento
da SXF através de antagonistas do mGluR5 como futuro potencial terapéutico (BEAR
2004); Portanto, uma possivel perspectiva para a intervencgao farmacolégica na SXF seria
a regulacdo da FMRP e do receptor mGlurR5, com agentes que modulem vias de
sinalizagdo glutamatérgicas especificas que sao desbalanceadas na SXF (ANTAR et al,,

2004).

O protoétipo do antagonista seletivo para atuar na via mGIluR5 é o antagonista
MPEP (SPOOREN et al., 2001). Quando da utilizagdo deste antagonista em modelos
animais, o MPEP mostrou ser um potente convulsivogeno e com acdo ansiolitica sem
causar efeitos na atividade locomotora como no caso do mGluR1. Estudo em modelo de
droséfila (dfmrl) vem mostrando que o MPEP é utilizado para ajudar o aumento
cognitivo em modelos de camundongos Fmrl (McBRIDE et al., 2005). O MPEP pode
reverter inflamagdes nos mecanismos de indugao de hiperalgesias; pode ainda reduzir a

motilidade intestinal e atuar nos sintomas como epilepsia e ansiedade. Antagonistas do
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mGIuR5 deverdo também minimizar os defeitos cognitivos vistos na SXF gracas aos

seus defeitos sinapticos.

HUBER et al. (2002), depois de demonstrar o aumento exagerado de LTD
dependente do mGIuR no hipocampo pela auséncia de FMRP e devido a traducado
normalmente negativa do FMRP (LAGGERBAUER, 2001), propdem que estes fatores
poderdo ser os responsaveis pelo fenétipo em relagdo aos aspectos comportamentais na
SXF, e que antagonistas do mGluRs tipo 1 deveriam ser considerados como possiveis
agentes terapéuticos no tratamento da SXF. Portanto, todos o dados levam a hipétese de
que muitos sintomas da SXF sdo devidos ao aumento das sinteses de proteinas
dependente de mGluRs aumentadas e/ou o aumento do LTD no cérebro, tanto no
periodo de desenvolvimento como em adultos (HUBER et al., 2002). Estes autores

mostraram também que o LTD eleva sua magnitude quando também é aumentada a

ativacao do mGluR5 (HUBER, 2001).

Normalmente a FMRP inibe a expressdao das proteinas via mGluR5 mas quando a
FMRP est4 ausente o LTD é dramaticamente aumentado, levando a um alongamento,

afilamento e enfraquecimento das conexdes sinapticas.

A grande chave da compreensdo da SXF parece estar no entendimento de como
as proteinas desreguladas afetam a sintese de proteinas prejudicando o funcionamento
das sinapses; assim, muitas doengas com sintomas similares deverdo ser compreendidas

através desta via molecular (BEAR, 2004).
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2.2  Aminoacidos

2.2.1  Propriedades quimicas dos aminodcidos

Os aminoacidos sao essenciais para a sobrevivéncia celular, intervindo na sintese
das proteinas, na regulacdo do metabolismo, no crescimento celular, na regulacdo do
volume celular e na producdo de energia metabélica. Os aminoacidos sdao moléculas
constituintes das proteinas e peptideos em todos os organismos vivos, e contribuem,
através da sua oxidacdo, para o fornecimento de 10 a 15% da energia total necessaria
para as células desempenharem adequadamente suas fungdes. Os aminoacidos se unem
e formam dipeptideos ou polipeptidios. Na natureza existem muitos aminoacidos, mas
somente 20 formam parte na sintese de proteinas, sendo que nove deles sdo
considerados essenciais: isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptofano, valina e histidina. Os ndo essenciais sdo: serina, prolina, alanina, tirosina,
glutamina, aspargina, aspartato, glutamato, cisteina, arginina e glicina. Os 20
aminodcidos encontrados nas proteinas, exceto a glicina, ttm um carbono a assimétrico,
ligado a quatro grupos substituintes diferentes: o grupo carboxila, o grupo amino, um
grupo R e um atomo de hidrogénio. Assim, o &tomo de carbono a torna-se um centro
quiral. Quando diferem suas cadeias laterais ou grupo R, variam em estrutura, tamanho
e carga elétrica, e influenciam a solubilidade do aminoécido em agua e outros meios.
(VOET e VOET, 2005). Os aminoéacidos podem ser classificados por sua polaridade, ou
tendéncia para interagir com a dgua em pH fisiologico (hidrofébico e hidrofilico). As
caracteristicas quimicas dos aminoacidos sdao fundamentais na conformacgao espacial
que a proteina assumira. Uma alteracdo na seqiiéncia dos aminoacidos podera levar a

uma modificacdo de fungdo (em geral uma perda) na proteina correspondente. O
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organismo nao absorve proteinas, pois estas quando ingeridas sofrem agdo de enzimas
que transformam as proteinas em aminoacidos, que serdo os Unicos nutrientes a se

integrarem a economia organica. A Figura 2 mostra como os aminoacidos sao

originados no organismo.

origem dos AAs
nas células
| |
| | | | | |
proteinas da dieta degradacdo de proteinas celulares biossintese a partir de
precursores

| |

I 1 | |
proteases do tubo digestivo sistema de transportadores de proteases celulares a partir de AAs nao essenciais
AAs nas células

Figura 2. A origem dos aminoacidos no organismo ocorre através de trés formas: a) proteinas da
dieta: sdo degradadas pelas proteases do tubo digestivo e usadas no sistema de transportadores de
aminoéacidos nas células (co-tranportadores especificos e ciclo do glutamato); b) a degradacdo de
proteinas celulares através das proteases celulares (lisossomas, proteossomas, etc), ) a propria

biossintese dos aminoacidos que ocorre a partir de aminoacidos precursores nao essenciais.

2.2.2 Metabolismo dos aminodcidos

O metabolismo dos aminoacidos ocorre no figado, o qual dé& suporte para todo
organismo. Cada célula sintetiza suas proprias proteinas, em um sistema dinamico, com

continuo metabolismo e anabolismo para recomposicao das proteinas corporais.

Quando uma dieta é realizada através de muitos aminodcidos, o seu excesso nao
¢ armazenado e nem excretado. A degradacdo oxidativa se da principalmente durante a

renovagao, ativando as proteinas estruturais.

Os aminodcidos sao também precursores da glucose, acidos graxos e dos corpos

cetonicos. Devido a esta funcdo sao também usados para producdo de energia.
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Outro metabolito produzido gracas a ingestdo excessiva de proteinas e
aminoacidos é a amonia. Aminoacidos sao primeiramente convertidos para acidos
organicos através do processo de desaminacdo, que é a eliminacdo do grupo amina. A
amonia liberada por desaminacao ¢é utilizada na sintese de proteinas e acidos nucléicos
como fonte de nitrogénio, e como acido organico que podera ser oxidado para produgao
de energia (ATP). As causas da toxicidade da amonia ndo estdo bem elucidadas, mas
sabe-se que quando a concentracdo de amonia é muito alta, esta ird reagir com o
glutamato para formar glutamina (Ver ciclo glutamato-glutamina) através de uma
reacdo catalisada pela glutamina sintetase (ROSE, 1995). Para a reposicao de glutamato,
outros aminoacidos reagem com o alfa-cetoglutarato por transaminacgao. O resultado é o
progressivo esgotamento das reservas de alfa-cetoglutarato e glutamato, com
conseqiiéncias lesivas a nivel cerebral. A remogdo da amoénia deve ser realizada pelo

P2

figado, 6rgao que transforma a amoénia em uréia, composto que é soltvel, 40 vezes

menos toxica, e é excretada pela urina (FELIPO e BUTTERWORTH, 2002).

O Acio da arginina no ciclo da uréia:

No ciclo da uréia a arginina representa um processo metabodlico decisivo, ja que faz a
remocao dos produtos de nitrogénio. Todas as enzimas necessérias se encontram no
figado fetal. Os complementos com arginina compensam os efeitos deste bloqueio
metabolico. O beneficio da arginina é maior devido a protecdo contra o excesso de
amonia, pelo efeito sobre o crescimento e pelo equilibrio de compostos nitrogenados
(BRUNTON et al., 2000). A Figura 3 mostra aspectos do metabolismo de proteinas no

homem.
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Figura 3. Esquema representativo da ingestdo de proteina no homem. Adaptado de
http://www.unican.es. Universidade Cantabria. Departamento de Biologia Molecular. Acesso em
julho 2006.

2.2.3  Sistemas de transporte de aminodcidos

O isolamento e protecdo do cérebro acontecem gracas a presenga e funcdo da
barreira hematoencefalica (BBB, Blood Brain Barrier). A BBB é um sistema seletivo que
atua nas células endoteliais vasculares do cérebro, nas células epiteliais do plexo
cordide e nas membranas aracndides; juntos, eles restrigem e regulam o fluxo de

substratos entre a circulacdo e o Sistema Nervoso Central (SNC) (PARDRIDGE, 1998).
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Para compensar o limite passivo desta troca das células na BBB sdao muitos os
sistemas de transportes que irdo regular o fluxo de solutos do sangue para o fluido

intersticial cerebral e do fluido cérebro espinhal (FCS) e o seu préprio retorno (SMITH,

2000).

Os transportes de aminoacidos ndo sofrem mudancas durante o
desenvolvimento. O transporte dos substratos nas células nervosas exige a existéncia de
sistemas de transporte especificos que se desenvolvem independentemente. Nove
sistemas de transportes para aminoacidos foram descritos (SMITH, 2000) e todos estdo

presentes no endotélio capilar cerebral da barreira hemato-encefélica (Figura 4).

Os sistemas basicos mais comuns de transporte de aminoacidos sao: A, ASC e L.
Estes sistemas sdo avaliados pelo seu carater dcido, basico ou neutro. A maioria dos
aminodacidos utiliza-se do sistema de transporte do tipo L, o tinico que é independente
de fon so6dio. Este sistema intervém no movimento bidirecional passivo dos
aminodacidos mantendo o equilibrio em ambos os lados da membrana. Assim, a alanina,
serina, glicina e prolina entram muito lentamente e algumas apresentam uma leve
inibicdo cruzada. Existem ainda dificuldades de demonstrar a competicdo entre eles
pelos transportadores, como também a inibicao por substrato, o que sugere a existéncia
de distintos sistemas de transporte. Os aminoécidos utilizam um sistema de transporte
de baixa atividade e alta afinidade, que esta totalmente saturado aos niveis plasmaticos

normais de aminoéacidos.

Quanto ao L-glutamato, algumas areas do cérebro ndo contém a BBB, fazendo
assim a captacdo rdpida do L-glutamato da circulagado (HAWKINS et al., 1995). Estes

locais sdao chamados de 6rgdos circunventriculares, e captacdes de pequenos solutos
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nesta drea excedem a daquelas areas normais do cérebrom em 10 a 1000 vezes (GROSS,
1991; HAWKINS et al., 1995). Uma vez dentro do fluido extracelular do cérebro, o
soluto pode mover-se dentro das dreas adjacentes do cérebro por difusao ou por fluxo

ao longo do espago.
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Figura 4. Sistema de transporte de aminoacidos. Diagrama do sistema de transporte dos
aminoéacidos no endotélio capilar cerebral, sua localizacdo na capilaridade luminal (frente para o
plasma) ou abluminal (frente para o cérebro). Os sistemas sombreados sdo sodio-dependentes,
enquanto os ndo sombreados sdo sodio-independentes. Adaptado de SMITH (2000).

2.2.4  Utilizacdo dos aminodcidos como terapia

Os aminoacidos sdo considerados tratamento de suporte e alternativa
terapéutica na nutricdio principalmente em situagdes criticas como desnutrigdo,
prematuridade, na recuperacdo do baixo peso, manutencdo do metabolismo,
catabolismo e anabolismo celular. Paises de baixa renda principalmente os da América

do Sul vem produzindo trabalhos nesta drea ja& que as formulagdes de aminoécidos



Revisao Bibliografica 48

(AAs) sao mais acessiveis do que muitas medicacdes comerciais. Uma revisao realizada
pelo Ministério da Satde da Reptublica do Pert - Direcdo Geral de Insumos de
Mdicamentos e Dogas, 2005 - mostrou os efeitos da utilizagdo de aminoacidos em
recém-nascidos prematuros, através de terapia nutricional parenteral e em recém-
nascidos prematuros de baixo peso que estdo indisponiveis pela via enteral (Disponivel
em: http:/ /www.digemid.minsa.gob.pe). A Tabela 1 mostra as varias formulacdes de

aminoacidos que estao comercialmente disponiveis.

Os aminoacidos comerciais sao utilizados através de varias vias como: enteral,
parenteral e oral. SNYDERMAN (2002) foi um dos primeiros pesquisadores a mostrar a
existéncia de aminoédcidos chamados condicionalmente essenciais em recém-nascidos.
Quando alguns aminoécidos estdo com sua fungao metabdlica abaixo de sua demanda,
alguns nutrientes podem requerer de maneira transitéria os aminodcidos
condicionalmente essenciais: cisteina, taurina, tirosina, arginina e os aminoacidos de
cadeia ramificada. A nova visdo sobre a utilizacdo dos aminoacidos em recém-nascidos
leva a possibilidade de proporcionar aminoacidos especificos para ajudar no
crescimento, desenvolvimento das criancas em circunstancias especiais como:
prematuridade, estresse metabolico, sépsis, disfuncao hepética (ASPEN BOARD OF
DIRECTORS AND THE CLINICAL GUIDELINES TASK FORCE, 2002). Existe uma
prescricao individualizada, e a traducdo de uma quantidade em miligramas, especifica
para glucose, lipidios, aminodacidos, etc, que devera ser respeitada (GOULET, 1997). As
misturas destinadas aos adultos para nutrigdo parenteral (NP) podem produzir
deficiéncia de cisteina e aumento de tirosina. As concentragdes a nivel plasmatico sao

elevadas para metionina, serina, arginina e glicina, e baixas para cisteina. Deve-se ter
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precaucdo com a administracdo de arginina, j4 que é o aminodcido precursor do 6xido
nitrico, um potente vasodilatador. O glutamato e o aspartato sdo neurotdxicos, e
quando estdo em excesso no plasma podem alterar também seus niveis teciduais. A
diminuicdo de glutationa secundaria e a baixa concentracdo plasmatica de cisteina
poderdo aumentar o dano oxidativo no neonato enfermo (Informagdes disponiveis em:

http:/ /www.digemid.minsa.gob.pe).

Tabela 1. Formulagbes comerciais vigentes em Novembro de 2005
COMPOSICAO E FORMULAGCOES PEDIATRICAS E FORMULACOES NO ADULTO

TROPHAMINE AMINOSTERIL PF AMINOPLASMAL AMINOSTERIL SORBAMIN GLAVAMIN POLIAMIN

L —izouleucing 220 mg 200 mg 510 mg 467 mg 502 myg 560 myg 540 mg
L Heucina 1400 mg 1300 mg 20 mg TOG mg Q6% mg a0 myg 210 mg
Lisina 820 mg 820 mg YOO mg T4 mg 747 mg

{anadida como acetato de L— lisina) 1200 mg 1200 mg - - 1270 myg 1023 myg
L —metioning 340 mg HImg 20 mg 0 mg 415 mg 560 myg 530 mg
L —fenilalanina 4230 mg 35 mg 510 mg 432 mg 483 mg 58345 mg G560 mg
L —treanina 420 mg 4401 myg H0 mg 421 mg 528 myg 560 myg 400 myg
L ~riptdfana 200 mg 201 mg 1230 mg 182 mg 142 mg 190 mg 150 mg
L —valina T80 mg 00 mg 430 mg 592 mg 749 mg T30 mg G600 myg
Cisteina < 16mg 70 ma B2 ma - a2mg - 20 mg
{camo HClmonchidatado de L—cisteina) < 24 myg

L —hi=tidina 430 mg 476 mg 520 mg 288 mg 436 mg G830 myg 280 mg
L —tirosina 240 myg 517 60 myg 200 mg - 502 mg

Macetl- L-tirosing 2400 mg - 123 mg

Aminoacidos no esenciales:

L —alanina 5l mg 230 g 1370 g 1500 rng G683 g 2730 g Ti0 g
L —arginina 1200 g a0 mg @20 mg 1064 g 1061 g - 950 mg
L —prolina G20 g 71 g 290 g 1500 rng 396 g G20 rng 1120 g

Fonte: Diereccién Generale de Medicamentos, Insumos y Drogas. http://www.digemid.minsa.
gob.pe, acessado em 22/11/2006.

B Aminoicidos e a Sindrome do X Fragil
Poucas sdo as opg¢des no que diz respeito a terapias na SXF. Em relagdao as

terapias com aminoacidos nesta enfermidade é descrito somente um estudo, que foi
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realizado através da L-carnitina (TORRIOLI et al., 1999). O estudo clinico com a L-
acetilcarnitina objetivou verificar seu desempenho na SXF, principalmente no que diz
respeito ao ADHD (déficit de atengdo e hiperatividade). Este estudo foi duplo-cego em
17 meninos com a sindrome, demonstrando que ap6s o uso da L-carnitina no periodo

de 12 meses houve uma reducdo no comportamento hiperativo destes pacientes.

2.2.5 O “pool” de aminodcidos Face®

De acordo com o fabricante, o Face® é um produto de natureza organica obtido
por sintese, através de elevadas temperaturas e pressdo controlada, com passe de
descarga elétrica. Da reacao, é sintetizada uma gama de aminodcidos, solaveis em 4gua.
A composicdo quimica do Face® foi analisada em 1995, pela Universidade Nacional da
Colombia, no departamento de Ciéncias Fisiologicas, Laboratério de Toxicologia
(Tabela 4). Os efeitos dos aminoacidos sintetizados, compostos do Face®, foram
testados quanto a sua atividade neurotréfica e neurosecretora de culturas in vitro em
células neuronais (cultura de neuroblastos) de ratos. Foram avaliados perante os
neuropeptideos como a Somastotatina (SRIF), peptideos intestinais vasoativos (VIP) e o
fator de liberagdo de crescimento (GRF), em relacdo a estimulacdo da sintese destes
neuropeptideos (Resultados ndo publicados, informados a autora). A partir destes
testes, 0 Face® mostrou ser um excelente e poderoso multiplicador de células corticais,
conseguindo dar maior tempo de sobrevida as mesmas, e também um poderoso

potenciador das secregdoes IR-SRIF, IR-VIP e IR-GRF (Laboratério LBE, comunicacdo

pessoal).

Varios aminodacidos tém sido obtidos através de sinteses quimicas especificas e

comercializados sob protecdo de patentes industriais, desde 1950, como os aminodcidos:
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lisina, metionina, treonina, etc. O triptofano foi um dos tultimos aminoécidos a serem

produzidos por sintese quimica, devido ao alto custo de obtencdo do grupo inddlico.

GONZALES (2000), através de estudos na Faculdade de Engenharia de
Alimentos do Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricdo da Universidade
Estadual de Campinas, determinou algumas das caracteristicas quimicas
composicionais de uma mistura de aminoacidicas bruta (MAB) com o nome de AVE],
contendo aminoacidos livres sintetizados da mesma forma que o Face®. Andlises
bioquimicas sorolégicas também foram feitas para albumina, proteinas totais e fosfatase
alcalina, e andlises de integridade tecidual do intestino delgado dos ratos Wistars. Estes
ensaios demonstraram que a substituigdo parcial da caseina pela mistura aminoacidica
ndo desencadeou qualquer processo catabodlico nos animais. Concluiram que o seu uso
resultou em valores normais ou préximos do normal para o desenvolvimento e

manutenc¢do do peso corporal, ndo causando nenhum efeito téxico aparente nos ratos

estudados (GONZALES, 2000).

2.3 Sistema Glutamatérgico

Diferentes neurdonios no SNC (Sistema Nervoso Central) liberam diferentes
neurotransmissores. O glutamato é considerado o maior mediador do sinal excitatério
no sistema nervoso central dos mamiferos. Esta envolvido de varias formas na funcao
normal cerebral, incluindo cognicdo, memoéria e aprendizado (OTTTERSEN e STORM-
MATHISEN, 1984). O glutamato participa em diversos processos neuronais de
plasticidade (BLISS e COLLINGRIDGE, 1993), epilepsia (ENGEL, 1989; WALTZ et al.

2002), media as reagdes de medo-ansiedade (SWANSON et al., 2005), e efeitos de
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estresse no cérebro (SALPOSKY, 1996). Uma de suas grandes atuacdes é na apoptose, e
também na excitotoxidade neuronal (FRIEDLER, 2003). O glutamato também participa
do sistema nervoso central, ativando as sinapses. O glutamato é responsavel por sua
propria eliminacdo, atuando na migragao celular e na sua diferenciacdo (DANBOLT,
2001). O glutamato, além de participar como um neurotransmissor excitatério, participa
também como um precursor do neurotransmissor inibitério GABA, sendo um
componente essencial do metabolismo intermediério; ajuda também na construcao das
proteinas e, além disto, é um substrato energético para as células. Quando sintetizado
no citosol do neurdnio, o glutamato serd estocado dentro das vesiculas sindpticas
localizadas na regido terminal dos neurdnios pré-sindpticos. Apés despolarizagdo da
membrana, devido ao processo dependente de célcio, o glutamato é liberado para a
fenda sinaptica dos terminais nervosos, por exocitose (UEDA, 1986). Desde a liberacdo
do glutamato, da captura, e de sua propria sintese sdo muitos os processos complexos
que participam deste ciclo. A mais alta concentracdo de glutamato é encontrada nas
teminacdes nervosas, onde é transportado por transportadores dependentes de ion

sédio (Na*) (OTTERSEN et al., 1992; STORM-MATHISEN et al., 1992).

Nao existem evidéncias da efetiva metabolizacdo extracelular de glutamato, ou
seja, a sinalizacdo estimulada por glutamato é finalizada quando este neurotransmissor
é retirado da fenda sindptica por recaptacdo para o terminal pré-sindptico ou para as
células glias (ROBINSON, 1999). O ciclo que envolve a sintese do glutamato é chamado
Ciclo Glutamato-Glutamina. Outros fatores e fendmenos importantes como receptores
do glutamato e transportadores de glutamato também fazem parte deste mecanismo

complexo, hoje melhor esclarecido (BACK, 2006).
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2.3.1 Receptores de glutamato

Muitos neurdnios e células glias possuem receptores em suas membranas
plasmaticas (HOSLI e HOSLI, 1993). Os receptores de glutamato estdo localizados em
diferentes sinapses do terminal pés-sindptico (LUJAN et al., 1997), bem como nas
células glias (PETRALIA e WENTHOLD, 1992). Quando o glutamato e outros
neurotransmissores sao liberados na fenda, ativam os neurdnios pés-sindpticos, por se
ligarem em proteinas receptoras especificas que estdo embutidas na membrana pos-
sindptica (BEAR, 2002). Os receptores de glutamato ou de outros neurotransmissores
estdo divididos em dois grandes grupos: 1) receptores de canais idnicos ativados: a)
NMDA (N-metil-D-aspartato) com suas subunidades NR1, NR2A, NR2B, NR2C e
NR2D; b) os receptores AMPA (acido alfa-amino-3-hydroxi-5-methil-4-
isoxazolepropidnico) com suas subunidades GluR1-GluR2-GluR3-GluR4; e c) pelos
receptores de cainato (KA), com suas subunidades GluR5-GluR6-GluR7-GluR8-GluR9
(HOLLMANN e HEINEMANN, 1994; OZAWA et al., 1998; DINGLEDINE et al., 1999),
e 2) pelos receptores acoplados as proteinas G, chamados de receptores metabotrépicos
(mGIuR 1-8), sendo subdivididos em grupos: a) I (mGluR1 e mGIluR5), b) II (mGluR2 e

mGluR3), e ¢) III (mGluR4, mGlruR6, mGluR7 e mGluRS).

Aos receptores AMPA e KA sdo atribuidas a neurotransmissdo excitatoria
rdpida, e os canais formados por estes receptores sdo permedveis primariamente por
ions s6dio (Na*) e potassio (K*). Os receptores NMDA respondem mais lentamente ao
glutamato, contribuindo com o componente lento das correntes pods-sindpticas

excitatorias, e sdo altamente permeaveis aos ions cdlcio (Ca?*). Devido a essas
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propriedades, os receptores NMDA sao implicados como responsaveis pelos processos

que envolvem plasticidade, como aprendizado e memoria.

O glutamato pode ser neurotoxico agindo em receptores NMDA, AMPA e
também em seus receptores metabotrépicos (MELDRUM, 2000). A exicitoxidade é um
tipo de morte neuronal induzida pela superestimulacdo dos receptores de glutamato,
particularmente o NMDA. Este receptor é permeavel para cdlcio, levando a um influxo
macigo destes ions para dentro da célula. A lesdao excitotoxica resulta deste excesso de
entrada de Ca?* e Na* na célula através dos canais i6nicos e pela acdo suplementar da
liberacdo de Ca?* dos reservatérios intracelulares, o que provoca um aumento da
concentragao intracelular de Ca2* (CHOI, 1987). Estes ions de calcio irdo ativar diversas
rotas enzimaticas envolvidas com a morte neuronal tais como as de lipases, proteases,
fosfatases nucleases, 6xido nitrico, sintases ou endonucleases que contribuem para a

morte celular (MELDRUM, 2000).

2.3.2  Sistemas de transportadores de glutamato

No organismo, o transporte de aminoacidos desempenha uma funcao integrada
no fluxo nutricional entre os 6rgdos (CHRISTENSEN, 1990). Apds a ingestdo dos
alimentos o epitélio intestinal capta os aminoacidos ingeridos na dieta, depois liberam
para o sangue (plasma) e entdo sdo recapturados pelos 6rgdos e por tecidos diferentes
como o figado e o musculo esquelético, e finalmente sdo reabsorvidos na urina e
levados para os rins. No SNC os transportadores de aminodacidos regulam a passagem
dos proprios aminodcidos através da barreira hematoencefalica (BBB), e sao
importantes para o abastecimento metabélico dos astrécitos e neurénios. Também

intervém na recaptura da sinapse nervosa onde alguns aminoacidos como o glutamato,
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a glicina e o aspartato atuam como neurotransmissores (GASOL, 2004). O aumento da
concentracdo de glutamato durante a neurotransmissdo glutamatérgica é altamente
regulada por proteinas transportadoras especificas localizadas na membrana plasmatica
dos neurdnios e das células glias, reconhecendo, unindo e transportando estes

aminoacidos desde o meio extracelular até o interior da célula (GASOL, 2004).

Os transportadores de glutamato estdo envolvidos tanto na fungdo normal como
anormal da atividade cerebral. Quando existe um excesso de glutamato na fenda
sindptica, este causa um fendmeno conhecido como excitotoxicidade, comum em vérios
distarbios neurolégicos, incluindo acidente vascular cerebral, esclerose lateral
amiotréfica, esquizofrenia, hipoglicemia, isquemia cerebral, epilepsia, Mal de

Alzheimer e traumatismo cranio encefélico (OBRENOVITCH e URENJAK, 1997).

O rapido mecanismo de remocdo do glutamato do fluido extracelular na fenda
sindptica é chamado de captagdo celular (JOHNSTON, 1981). A concentragdo de
glutamato no espago cerebral deve ser mantida baixa, apesar de o tecido cerebral ter
uma grande habilidade para acumular glutamato. Estas proteinas carreadoras de
glutamato sdo chamadas de transportadores de glutamato (DANBOLT, 2001). Estes
transportadores representam nao s6 o mecanismo de remocdo do glutamato, mas
também promovem a sua manutencdo de baixa concentracdo (ndo téxica) no fluido
extracelular. Além destas, os transportadores possuem outras fungdes importantes
como: modeladores da neurotransmissao, modificam o tempo do evento sindptico, a
extensdo e o padrao de ativacao e a desintetizagdo dos receptores na fenda sinéptica;, e
fornecem glutamato para sinteses do GABA, glutationa e proteinas, além de atuarem

produzindo energia.
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A falha do transportador de glutamato induzird uma elevacdo do glutamato
extracelular, ocasionando uma superestimulagdo dos receptores de glutamato, levando
a uma excitoxicidade e, portanto, a lesdo neuronal. O sistema de protecdo cerebral é
extremamente eficaz pois, se houver uma falha, desencadeara um aumento elevado de
glutamato na fenda, estabelecendo uma toxicidade glutamatérgica no tecido cerebral
(GARTTHWAITE et al., 1992; ROSENBERG et al., 1992; TANAKA et al., 1997b) (Figura
5). Os transportadores também atuam em o6rgdos periféricos como 0ssos, coracao,
intestino, rins, pancreas e placenta. A captacdo de glutamato parece ser regulada
também a nivel de transcricdio do DNA, na degradacao e splicing do RNA, na sintese

das proteinas, nas atividades dos transportes dos aminoacidos, e nos canais idnicos

ativados associados (DANBOLT, 2001).

A classificagdo dos diferentes sistemas de transporte depende do tipo de
aminoacido transportado e se é dependente do ion sédio. A nomenclatura utilizada
depende da especificidade do substrato e coloca como “maitisculas” os sistemas que sao
dependentes de s6dio (Na*) e com “mintsculas” os independentes de s6dio (BANNAI et
al., 1984). A excecao é o sistema L, que é independente de Na* e, por razdes proéprias, é
designada como maidscula (BANNAI, 1984b; OXENDER e CHRISTENESEN, 1963). Em
1998 foi disponibilizada a sequéncia de ESTs (Expressed Sequence Tags) e de varios
genomas que permitiram a identificagdo de um grande nimero de transportadores de

aminoacidos (GASOL, 2004).
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Tabela 2. Diferentes tipos de transporte e suas isoformas clonadas, com suas respectivas
associacOes. As isoformas de um mesmo sistema variam pela afinidade e especificidade de

substrato, ajustando-se a funcao do tecido, e no que se expressa o transportador (Original de

Broer e Wagner, 2002). Fonte: Gasol, 2004.

Sistema Isoformas
de (cDNAs Mecanismao Sustratos
transporte clonadas)
ATAL Cotransporte Gly, Ala, Ser, Cys, Gln, Asn, His, Met
A ATAZ 1Na*/AA Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, GIn, Asn, His, Met
ATAZ Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, Asn, Met
asc-1/4F2hc : Gly, Ala, Ser, Cys, Thr (D y L)
asc Antiporte f ! f d
asc-2/(?) : Gly, Ala, Ser, Thr
— ASCT1 AnHposte Ala, Ser, Cys
ASCT2 LK Ala, Ser, Cys, Thr, GIn
dependiente
.+ b+ AT/rBAT Antiporte Lys, Arg, Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, GIn, His,
Met, 1le, Val, Phe, Tyr, Trp, Cys”
o a Cotransporte Leu, Ile, Gln, Phe, Ala, Pro, Cys, Val,
B B'AT-1 o A
2Na"/AA Met, Ser, Asn, (His, Gly, Thr, Trp, Tyr)
B ATRO* Cotransporte Ala, Ser, Cys, His, Met, Ile, Leu, Val,
2Ma™f1CI AR Phe, Tyr, Trp, (Lys, Arg, Thr, Asn, Gin)
GAT1 GABA
B (BETA) GAT2 Cotransporte GABA, betaina, Pro, B-Ala
GAT3 2-INa*/1CI /AR GABA, betaina, taurina
GAT4 GABA, betaina
Gly GlyT1 Cotransporte Gly
GlyT2 2-3Na*/1CI /AR Gly
PAT1 Cotransporte Pro, Gly, Ala, B-Ala, AIB, GABA
IMING PATZ2 1H" /AR Pro, Gly, Ala, MeAIB
PAT3 (7] ?
LAT-1/4F2hc His, Met, Leu, lle, Val, Phe, Tyr, Trp, (Gin)
L LAT-2/4F2he Antiporte Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, Gln, His, Met, Leu, Ile, Val
LAT-3 Leu, lle, Val, Phe, Met
Cotransporte
i Sh1 Na‘/AA GIn, Asn, His
Sh2 acoplado a Gln, fsn, His, Ser, Gly
H*-antiporte
T TAT1 Uniporte Phe, Tyr, Trp,
EAATL Cotransporte Glu, Asp
X EAAT3 acoplado a Glu, Asp, Cys
EAAT4 K*-antiport Glu, Asp
EAATS L Glu, Asp
Xe xCT/aF2he Antiporte Glu, Cys", (Asp)
CAT-1 Arg, Lys, His, O
¥ CAT-24/8 Uniporte Arg, Lys, His, O
CAT-3 Arg, Lys
CAT-4 {7) 7
V'L v LAT-1/4F2hc Antiporte Lys, Arg, Gin, His, Met, Leu
yYLAT-2/4F2hc iNa*/an Lys, Arg, Gln, His, Met, Leu, Ala, Cys
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Podemos agrupar os transportadores de aminodcidos em: sistemas A, ASC, L, y*,
Xac™ e sistemas de transporte tecidos-especificos, sistemas B%-, N™, be* (BROER, 2002).

Sao classificados como:

a) Transportadores de alta capacidade de acumulacdo (EAAT, transportadores
acoplados a Na* e Cl') (GASOL, 2004). Os astrécitos tém como missdo a “limpeza” do
glutamato liberado na fenda sinaptica, e para que este mecanismo ocorra estas células
expressam transportadores de glutamato com alta afinidade EAAT-1 e EAAT-2 no
cérebro. Os EAAT-3 nao estao localizados nos nervos terminais e nao existem citagdes
na sua participagdo no sistema de remocado do glutamato nas sinapses. J4 o EAAT-4 é
um transportador neuronal limitado a regido do cerebelo, especificamente nas células
de Purkinge e, finalmente, a expressao dos EAAT-5 fica confinada a retina (LIN et al.,

1998; ARRIZA et al., 1997).

b) Transportadores com baixa capacidade de acumulacao (ATA, SN, CAT, TAT):
sdo transportadores associados ao co-transporte de Na* ou H*, ou também uniporters
(GASOL, 2004). Estes transportadores parecem estar comprometidos na manutengao de
altas concentracgdes citosdlicas de aminodcidos ndo essenciais (sistema A, sistema N)
para permitir posteriormente a entrada de aminoacidos essenciais por outros
transportadores (intercambiadores). O sistema y* sistema T, sistemas uniporters,
existem em poucas quantidades, talvez por ser um mecanismo que ndo protege a célula
da perda de seus metabdlitos, ja que as trocas do contetido de aminoacidos no plasma

se transladam ao contetido intracelular.

c) Antiporters ou intercambiadores (LAT, y* LAT, xCT, b%*AT): formam a

grande maioria dos transportadores de aminodcidos em mamiferos. Intercambiam
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aminoacidos ndo essenciais por aminoacidos essenciais. A reabsorcao dos aminoacidos
no rim (sistema b%*, sistema L, sistema y*L) é um exemplo (GASOL, 2004). Sendo assim,
parece que na maior parte do cérebro, sdo os transportadores os responsaveis pela
manutencdo do gradiente de concentragdo entre a terminacdo nervosa e a fenda
sinaptica.

Mais de 100 transportadores ja foram clonados e definidos. Esta dissertagdo se
limitard a andlise dos Transportadores Independentes de S6dio e aos Transportadores

Dependentes de Sodio.

2.3.3  Sistema de transporte dependente de Na*

Entre os vérios tipos de transportadores localizados na membrana plasmatica

estdo os transportadores de glutamato de “alta afinidade” e os de “baixa afinidade”.

Os de alta afinidade sao chamados de transportadores de aminoacidos
excitatorios (EAATSs). A captagao celular de glutamato é acoplada ao transporte de Na*
e K+, sendo que o transporte de uma molécula de glutamato para dentro da célula é
vinculado a entrada de trés fons Na* e um préton, e a saida de um fon K,
(NEDERGAARD et al, 2002). Quando na fenda, a limpeza do glutamato é feita
primeiramente pelos transportadores astrocisticos com alta afinidade pela dependéncia
do Na*. Transportadores de alta afinidade presentes nos astrécitos sdo os responsaveis
pela retirada do glutamato do espaco extracelular, encerrando sua acdo sindptica, pois
sua degradacdo na fenda sindptica ndo é eficiente, como ocorre para outros
neurotransmissores (TAKAHASHI et al., 1997). Apenas uma pequena parte do

glutamato é captado por transportadores conhecidos como Dependentes de Cloreto
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(DANBOLT, 2001) (Figura 5). A captacdo é dependente de Na*, e sua manutencado é
realizada através da atividade de Na*/K* e das ATPases. Uma grande quantidade de
ATP gerada nos neurdnios e astrocitos é utilizada para restabelecer o gradiente de Na*

ap0s captacdo do glutamato.

CISTINA VESICULA | NERYO TERMINAL
SINAPTICA] GLUTAMATERICO

A
ESPINHA
DENTRITICA

Figura 5. O glutamato depois de liberado na fenda sinaptica sera removido do fluido

extracelular pelos diversos tipos de transportadores de glutamato. Fonte: Danbolt, 2001.

Astrécitos e neurdnios expressam um total de cinco isoformas de
transportadores de aminoacidos excitatérios dependentes de Na*: EAAT1 (GLAST -
glutamate-aspartate transporter) (STORCK et al, 1992), EAAT2 (GLT - glutamate
transporter) (PINES et al., 1992), EAAT3 (EAAC) (KANAI e HEDIGER, 1992), EAAT4

(FAIRMAN et al., 1995) e EAAT5 (ARRIZA et al., 1997).

GLT-1 e GLAST sdao amplamente distribuidos no cérebro. O transportador
neuronal de glutamato mais amplamente distribuido no cérebro é o EAAC1 (homélogo

humano, EAAT3). Ele é encontrado em regides ndo-sindpticas. Outros subtipos
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clonados incluem EAAT4, localizado nas células de Purkinje e os EAATS5, localizados

nos neurdnios retinianos (ANDERSON et al., 2001).

2.3.4  Sistema de transporte independente de Na*

A Caracterizacio do sistema X

Este sistema foi caracterizado em 1980 por BANNAI e KITAMURA (BANNAI e
KITAMURA, 1980) quando estes pesquisadores estudavam a captagdo de cistina em
cultivo de fibroblastos diploéides humanos. O sistema de transporte foi comum tanto
para L-cistina como para L-glutamato do tipo independente de s6édio. BANNALI e
colaboradores (1980, 1981, 1984b) descreveram o sistema como um sistema de
transporte de aminoécido anidnico, sédio independente, que é altamente especifico para
cistina e glutamato. Logo se concluiu que o sistema xc € um intercambiador e ndo

eletrogénico (BANNALI, 1986; GASOL, 2004).

Tendo em conta o baixo contetido de cistina no interior das células, o intercAmbio
é realizado a partir da saida do glutamato para favorecer a entrada de cistina. Quando
entra a cistina, esta é reduzida a cisteina (BANNAI, 1986). A cisteina é o precursor
limitante na sintese da glutationa em muitas linhas celulares de cultivo (BANNAI e
TATEISHI, 1986). O transporte da cisteina esta presente em muitos tipos de células nos
organismos (BANNAI, 1984). O sistema x— é chamado sistema tipo antiporter
independente de Na+, responsavel pela captacdo da cistina para dentro da célula, na
proporcao 1:1 (cistina por glutamato) através da membrana celular (BANNAI et al,,

1986, WATANABE e BANNAI, 1987). Esta troca é mediada por um heterodimero
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amplamente usado para o transporte de um aminoécido de cadeia pesada, 4F2hc, e um

especifico de cadeia leve, xCT.

Sob condicoes fisiolégicas, o influxo de cistina e o efluxo de glutamato sdo
devidos a baixa concentracdo de cistina no citosol. Quando a cistina é importada para
dentro da célula, serd rapidamente convertida em cisteina. De modo contrério, a
concentracao do glutamato dentro da célula é maior do que a de glutamato extracelular.
Este fato ird inibir o aumento dos niveis de glutamato extracelular, evitando alteracdes
importantes no sistema nervoso como crises convulsivas, e excitoxicidade neuronal
(CHOI, 1990). Quando na célula, a cisteina é usada para a sintese de proteina e do
tripeptideo antioxidante glutationa. A cisteina também pode entrar via neurénio pelo
sistema L (BOADO et al., 1999). A sua concentracdo no plasma é 100 vezes inferior a de
cistina (DROGE et al., 1991). A cistina (Ver Figura 6) estd presente na circulacdo
sanguinea em maior quantidade do que a cisteina (DROGE et al.,, 1991, WANG e
CYNADER, 2000). Nestes casos a indugao de xCT na BBB é essencial para garantir a
entrada de cistina e manter as concentracdes de GSH no cérebro (HOSOYA et al., 2002).
A deficiéncia de glutationa no sistema nervoso central provoca disfun¢des cerebrais

importantes (HERRERA et al., 2001; SKULLERUD et al., 1980).

A cisteina em condigOes aerdbicas é autooxidada para formar cistina (WANG e
CYNADER, 2000). O sistema transportador de cistina, chamado sistema x~, é um dos
principais sistemas de transporte do sistema nervoso central, e é responsavel pela
distribuicdo de cistina no cérebro e outras dreas do organismo (BURDO et al., 2006).
Ambos, xCT e 4F2hc, foram localizados predominantemente em neurénios do cérebro

de camundongos e em humanos e em algumas células gliais.
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Figura 6. Estrutura quimica da cistina

As células vasculares endoteliais, as células ependimais, plexo cordide, e
leptomeninges foram positivas para a presenca dos componentes do sistema x-.
Também foram localizadas na borda das membranas dos rins e do duodeno, 6rgaos
estes mais criticos para a manutencdo do nivel de cistina no corpo. Através deste estudo
os pesquisadores puderam observar que o sistema X tem um papel critico na
manutenc¢do do balanco cistina/glutamato entre o cérebro e 6rgaos periféricos (BURDO
et al., 2006). No cérebro humano, entretanto, o transportador responsavel pela maioria
do transporte de cisteina é o ASC-1, que se localiza predominantemente nos neurdnios

(HELBOE et al., 2003).

O A glutationa e o estresse oxidativo

A glutationa (GSH- L-g-glutamil-L-cistenilglicina) é o maior antioxidante
encontrado no sistema nervoso central (DRINGEN, 2000). O transporte de cistina para
dentro das células é essencial para a producao de GSH e, portanto, possui um papel

importante na funcdo celular e na sua sobrevida. Ela é formada de glutamato, glicina, e
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cisteina, e é sintetizada através da enzima glutamato cisteina ligase e GSH peroxidase

(Figura 7).
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Figura 7. Estrutura quimica da glutationa

O GSH possui a capacidade de acdo antioxidante especifica sobre um 6rgdo ou
estado do organismo, e variacdes de seus niveis irdo afetar diretamente a sintese de

proteinas e de DNA.

Baixos niveis de cistina ou elevados niveis de glutamato em meio de cultura tém
efeito similar para a citotoxicidade. A inibicdo pelo glutamato, mediada pela captacdo
da cistina dentro das células, leva a diminuicdo do GSH, a qual ird resultar em estresse
oxidativo e uma forma de morte celular programada chamada de oxitose (TAN et al,,

2001) (Figura 8).
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PROTEGE A CELULA COHTRA
ESTRESSE OXIDATIVO

FLUIDO CEREBRO
ESPINHAL

SINTESE
PROTEINA

et

Cy'SI
CyS

CISTEINA

CySH

Sistema L

Glu

CySH

CISTINA /

Cys ~————0;

Sistema X .-

Glu

Figura 8. Modelo do ciclo cistina/cisteina. Adaptado de BANNAI et al. (1989), SATO et al.
(2002) e GASOL et al. (2004). A cistina (CyS) é captada do fluido cérebro-espinhal através do
sistema Xc-, € reduzida a cisteina (CySH), e utilizada principalmente na sintese de glutationa
(GSH). A cisteina deixa a célula através dos transportadores de aminoacidos neutros (sistema L).
Mesmo que a cisteina seja oxidada rapidamente, a cistina do meio extra celular sistema x é

encarregada de recupera-la.

Os niveis de GSH intracelular diminuem rapidamente com a inibicdo do
transporte de cistina ou da deplecao da cistina no meio extracelular (CHO e BANNAI,
1990). A deficiéncia de glutationa no sistema nervoso central provoca disfuncoes
cerebrais importantes. As enfermidades neurodegenerativas como a doenca de
Parkinson, de Alzheimer, Corea de Huntington e a Esclerose Lateral Amiotrdfica estdo
associadas a situagdes de estresse oxidativo no cérebro (HERRERA et al., 2001;

KARELSON et al., 2001; MAKSIMOVIC et al., 2001; SERRA et al., 2001) (Tabela 3).
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Tabela 3. Tabela mostrando algumas condig¢des nutricionais associadas com dano oxidativo.
Fonte: JORDAO JUNIOR et al., 1998.

Cancer Alconlismo
Fancreatite Dermatte
Artrite Consumo elevado de

acidos graxos

Doencas Inflamatdrias Hipertensao

Aterosclerose oobrecarga de Ferro
Diabetes Deficiéncia de Selénio
Doenca Fenal lsquemia e Reperfusio
Envelhecimento Deficiéncia de Vitamina E

A detecciao de 4F2hc e xCT em locais como o rim e intestino, levantam novos
questionamentos em relagdo a doenga cistintria, que possui o defeito no transporte de

cistina.

As aminoaciduarias hereditarias acontecem devido a falhas na reabsorcao dos
aminodacidos nos rins e intestino, e sao conhecidas como cistindria e lisintiria; ambas
estdo associadas a intolerancia a proteinas (CHILLARON et al., 2001; PALACIN et al.,

2004).

24 Amonia

2.41  Condigdes fisioldégicas da amoénia

A amonia é uma molécula extremamente importante no cérebro. Possui muitas
propriedades, como forte dependéncia do pH. Na forma de ion (NH4*), possui

propriedades similares ao K*, podendo também estar na forma de gas (NH3) com acesso
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livre para atravessar a membrana celular e subcelular. Entretanto, é estimado que acima
de 25% da amoénia deve entrar como NH4*, com valores do pH fisiol6gico. Ela é um
importante substrato de diversas reagdes enzimaticas no cérebro, como produto de
outros fatores. A amoénia pode se comportar como 4acido e como base, e sua
concentragdo aumentada é téxica para neurdnios e astrdcitos (neurotoxina) no Sistema
Nervoso Central (SNC) (FELIPO e BUTTERWORTH, 2002). Em solugdao aquosa, a
amonia (NHs) estd em equilibrio com o ion amoénio (NH4*). Sob condicdes fisioldgicas
normais mais do que 98% da amonia esta presente como NHs* Grandes quantidades de
amonia entram normalmente pela circulagdo sanguinea, através da digestao protéica no
sistema gastrintestinal. A difusdo da amoénia dentro do cérebro é pH-dependente, sendo
que o gradiente de pH entre o sangue e cérebro deve afetar a concentracdo de amonia
cerebral (COOPER e PLUM, 1987). A baixa permeabilidade do NH4* implica que a
transferéncia na barreira hemato-encefalica de amonia é dependente do pH do sangue

arterial e da toxicidade amonica exacerbada (WARREN, 1958).

O amonio é liberado através de tecidos nervosos ativos (TSACOPOULOQOS et al.,
1997). Em cérebro de ratos, o amoénio exégeno é levado pelos astrocitos e incorporado
principalmente na glutamina (COOPER et al., 1979). O amoénio também estimula a

fosfofrutoquinase, que é a chave reguladora enzimética na glic6lise (LOWRY e

PASSONEAU, 1966).

2.4.2 Amobnia e seu metabolismo

O excesso da amodnia no sangue atravessa a barreira hemato-encefdlica por
difusdo como NHs, onde ira interagir com varios processos celulares que estdao

envolvidos no metabolismo energético cerebral e na sua neurotransmissao
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(BUTTERWORTH, 2001). Estudos com NHs mostram que a amoénia proveniente do
sangue é metabolizada quase sempre exclusivamente para glutamina no cérebro e que a
enzima responsavel, a glutamina sintetase (GS), possui uma localizacdo exclusiva nos
astrocitos. Sendo assim, o NHs é um dos substratos responsaveis pelo ciclo glutamato-
glutamina (Figura 9). Sdo muitos os mecanismos propostos para explicar o0s
mecanismos que envolvem a amoénia. No minimo 16 vias enzimdticas no cérebro
resultam na formacdo de amoénia. Uma das mais importantes é da glutamato
desidrogenase (GDH), responsavel pela deaminacéo oxidativa do glutamato. E também
produzida em astrdcitos, e este mecanismo deve dispor de um processo para remover o
excesso de nitrogénio de certos aminoécidos (AAs) catabolisados (COOPER e PLUM,
1987). Outra via importante que esta também incluida no ciclo glutamato-glutamina é a
da L-glutaminase, que é amplamente distribuida no cérebro e estd principalmente
localizada nos nervos terminais glutamatérgicos nos quais a molécula de amonia é
transferida de astrécitos para neurdnios vizinhos. As enzimas do ciclo do nucleotideo
purina devem ser também responsaveis pela geracdo de uma fragdo significante de

amonia cerebral (SCHULTZ e LOWRNSTEIN, 1978).
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Figura 9. Formacdo do glutamato e glutamina, sob acdo das enzimas glutamina sintetase, (GS),
desidrogenase de glutamato (GDH), e sintetase de glutamato (GOGAT). Fonte: LOUREIRO,
2005.

2.4.3 O ciclo glutamato-glutamina

A amonia livre (NHs3) tem papel fundamental nas sinapses glutamatérgicas. O
glutamato liberado na fenda é levado para os astrocitos e transformado em glutamina
pela glutamina sintetase (enzima exclusiva dos astrécitos). O glutamato, depois de
liberado na fenda da sinapse glutamatérgica, é capturado na sua maioria pelos
astrocitos. O glutamato nos astrécitos deverd ser metabolizado através de duas vias
diferentes: transformacdo em glutamina (Gln), gragas a reacdo de deamidacao, ATP-
dependente, e de uma enzima especifica dos astrécitos chamada glutamina sintetase
(GS), (NORENBERG e MARTINEZ-HERNANDEZ, 1979); ou também podera ser

metabolizado tanto nos neurénios como nos astrécitos, participando do ciclo dos acidos
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tricarboxilicos (TCA). O glutamato sera convertido em alfa-cetoglutarato através da
desaminacdo pela glutamato dehidrogenase (GDH) ou pela transaminagdo por uma das
transaminases. O alfa-cetoglutarato sera metabolizado no ciclo TCA para succinato,
fumarato e malato, sucessivamente. O malato continua sendo metabolizado no ciclo
TCA ou deve ser descarboxilado para piruvato e reduzido para lactato. Ambos,
glutamina e lactato, sdo exportados dos astrocitos para o fluido extracelular, e deverdao
entrar nos neurdnios. Nos neurdnios o glutamato e a amoénia sdo novamente
regenerados. Esta transformacgdo se deve a desaminacdo e a participacdo da enzima
glutaminase fosfato ativada (PAG), (KVAMME et al.,, 2001). A PAG esta localizada
exclusivamente nos nervos terminais. O glutamato formado é em parte exportado para
a fenda e outra parte é acumulada nas vesiculas dos neurdnios. Este ciclo é essencial
para a regulagdo das sinapses glutamatérgicas, e também resulta da

compartimentalizacdo do metabolismo de ambos, glutamato e amonia. O retorno do

ciclo move uma molécula de amoénia dos astrécitos para os neurdonios (PATEL e

BALAZS, 1970).

No cérebro de ratos, a amonia exdgena é levada para os astrdcitos e incorporada
principalmente na glutamina (COOPER et al., 1979; NORENBERG e MARTINEZ-
HERNANDEZ, 1979). A glutamina devera deixar o cérebro, levando consigo a amonia,

descartando assim o seu excesso (HAWKINS et al., 2002).
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2.4.4 Interagdo da amdbnia com o sistema glutamatérgico no cérebro

A sinalizacdo dos neurdnios para os astrécitos ou para outras células glias inclui
diferentes neurotransmissores (MUDRICK-DONNON et al., 1993; KULIK et al., 1999),
entre eles estdo o K* (ROSE e DEITMER, 1995), e amonia (POITRY et al.,, 2000). A
amoénia em altas concentracdes é neurotoxica e afeta a fisiologia celular e seu

metabolismo (ROSE, 2006).

A captacdo de glutamato pelos astrécitos € uma via importante desde a remogao
da amoénia no cérebro pelo ciclo glutamato-glutamina; além disso, os astrécitos sdo
também capazes de liberar glutamato via glutamato dependente de Ca?*, um fenémeno

que tem sido proposto e no qual o glutamato é liberado como sinal envolvido na

comunicacao neuronio-glia (VOLTERRA e MELDOLES]I, 2005).

Diversas vias para o NHs* sdo descritas, mas seu mecanismo para sua

acumulacdo nos neurdnios ainda é pouco conhecido (MARCAGGI e COLES, 2001).

Estudos recentes revelam multiplos efeitos da amoénia na funcdo glutamatérgica
no SNC. Estes efeitos sdo devidos a acao pés-sindptica da amoénia no AMPA, um efeito
inibitério da amoénia na expressdao dos transportadores com alta afinidade, atuacao da
amonia na fungdo e ativagdo de receptores de NMDA e, finalmente, a amonia atuando
como tradutora de sinalizacdo em algumas vias. Existem também evidéncias que
sugerem que a perda de célula neuronal nas doencas hiperamoénicas resulta de

excitoxicidade do receptor NMDA.
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2.4.5 O NH,: via de transporte dos aminodcidos

Tanto o NH3 como o NH4* e o K* sdo liberados pelos neurdnios ativos e levados
para as células glias, modificando o seu comportamento. A amoénia pode exercer sua
funcdo por dois caminhos diferentes: por difusdo do NHs ou transportada como NHa*.
O NH4* atravessa muitas membranas celulares via canal ionico (MARCAGGI e COLES,

2001) ou por transportadores de membrana.

Outro caminho da entrada da amonia nos neurdnios e nos astrécitos sao as vias
de transporte de aminoacidos. Uma amoénia gerada no neurdnio é incorporada em um
aminodcido ndo neurorreativo, levada para dentro do espago extracelular junto ao
aminodacido. Dois aminoacidos carreadores tém sido propostos para este caminho: a
leucina (YUDKOFF et al., 1996; LIETH et al., 2001) e a alanina (WAAGEPETERSEN et
al., 2000). Estes aminoédcidos seguem a direcdo oposta a da glutamina, ou a dire¢do
neurdnios para astrdcitos. Nas sinapses glutamatérgicas ocorre nos neurdnios o retorno

da amonia, ap0s o ciclo glutamato-glutamina.

2.4.6  Efeitos da amonia e transportadores de glutamato

Z

A acdo sinaptica do glutamato é rapida e efetivamente finalizada pela alta
afinidade do sistema de transportadores localizados predominantemente nos astrécitos
perineuronal do cérebro. A exposicdo da amonia diante de preparacdes cerebrais in vivo
e in vitro levam a alteragdes dos transportadores de glutamato. Existem evidéncias
concretas sugerindo que um dos maiores mecanismos responsaveis pelo efeito deletério
do aumento da amoénia no cérebro sdo devidos as alteracdes dos transportadores de

glutamato (BUTTERWORTH, 2002).
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A exposigao cronica de amonia em cultura de astrécitos induz uma reducdo na
capacidade da captacdo de glutamato por alta afinidade. Entretanto, doencas como
hiperamonemia cronica nao parecem resultar em significante perda dos transportadores
de glutamato, com excecdao do cerebelo (BUTTERWORTH, 2002). Ja quando a exposicao
¢ aguda em cultura de astrécitos com baixas concentracdes de amonia, resulta na
diminuicdo da captacdo de glutamato, devido a perda da expressdo do transportador

GLAST (Figura 10).

O ion amonio (NHs*) exerce um efeito potencial inibitério na transmissao
glutamatérgica (excitatéria) em fatias de hipocampo pela interferéncia do efeito pés-

sindptico na liberagdo de glutamato (SCHMIDT et al., 1990).

KNECHT et al. (1997) mostraram que a expressdo do EAAT-2 (GLT-1) diminui
em extratos cortical frontal de ratos com hiperamonemia aguda, resultando em uma
desvascularizagdo hepética. A perda de expressdo destes transportadores é devida a
exposicdo a amonia e é acompanhada, portanto, de um aumento extracelular na
concentracao de glutamato (MICHALAK et al., 1998), feno6meno este que vem sendo
confirmado tanto em modelos animais como em humanos (HAZELL e NORENBERG,
1997). O aumento extracelular da concentracdo de glutamato foi significantemente

correlacionado com o aumento da concentracdo da amonia arterial destes animais.
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Figura 10. Localizagdo do GLT-1 da sinapse glutamatérgica na membrana do astrocito. Fonte:
Butterworth, 2002.

2.4.7  Efeitos da ambnia nos receptores de glutamato: AMPA e NMDA

Estudos em camundongos sugerem que a neurotoxicidade aguda determinada
pela amonia é mediada pela excessiva ativagdo dos receptores de NMDA
(HERMENEGILDO et al., 2000). Estes mecanismos foram demonstrados em diversos
trabalhos relacionados ao receptor NMDA, através de antagonistas, mostrando sua
potencialidade e impedindo a toxicidade da amoénia no cérebro. Foi evidenciado que
quando os receptores NMDA estao superativados, o sistema nervoso central se alterava,
e através da administracdo de um agonista para o receptor NMDA chamado
memantine, impedia-se o surgimento da encefalopatia nos animais (VOGELS et al.,

1997).

HERMENEGILDO et al. (2000) mostraram o efeito do receptor NMDA em

hiperamonemia aguda neuronal, via 6éxido nitrico (NO)-cGMP, usando microdialise in
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vivo. Os resultados mostraram aumento na producdo de cGMP apés administracdo de

amonia, mas quando utilizado o pré-tratamento com o antagonista do NMDA o efeito

foi interrompido. Foi também observada no mesmo trabalho a correlagio do aumento

do cGMP com a severidade dos sintomas neurolégicos (Figura 11).
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Figura 11. O receptor (NMDA-R) medeia a via de traducéo do 6xido nitrico (NO) e GMP

ciclico. Da exposicdo aguda de amonia resultara estimulacéo da via levando um aumento

de Ca’, aumentando a sintese de toda a via. O aumento do NO podera causar danos na

mitocondria, resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio e falha na energia. O

NO devera também difundir para os astrocitos onde inibird a glutamina sintetase (GS)

(Butterworth, 2001).

Quando nos experimentos é aumentado o NO, este podera causar danos na

mitocondria, resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio e falha na

producdo de energia. O NO deverd também difundir para os astrécitos onde inibira a

glutamina sintetase (GS) (BUTTERWORTH, 2002).
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Em resumo, a hiperamonemia separa o ciclo glutamato-6xido nitrico da via GMP
(HERMEGILDO et al., 1998), altera a fosforilacao de diversas proteinas (KOSENKO et
al., 1994), reprime o metabolismo oxidativo (JESSY et al., 1991) e induz a despolarizacao

da membrana (RAABE, 1990).

Os receptores de NMDA ndo alteram os niveis de densidade ou de afinidade,
quando em cérebro hiperamonémico (MICHALAK et al., 1996). Entretanto, a densidade
do receptor AMPA-cainato foi significantemente reduzida no cérebro em animais

(MICHALAK e BUTTERWORTH, 1997).

Em contraste com a hiperamonemia aguda, a hiperamonemia crénica moderada
resulta na diminui¢ao da neurotransmissao excitatdria pelo enfraquecimento da funcao

do receptor NMDA.

Existe razdo concreta para se afirmar que a funcdo glutamatérgica central esta
alterada quando ocorre hiperamonemia. Existe uma dependéncia no sistema
glutamatérgico em relacdo ao tempo de exposicdo, para que ocorra o aumento de
concentracdo da amonia (agudo ou cronico). Da hiperamonemia ird resultar o
enfraquecimento do metabolismo de energia cerebral, o actmulo de Ilactato
(CHATEAURET et al., 2001), o enfraquecimento direto da transmissao excitatéria
glutamatérgica, e quando ocorrer a hiperamonemia aguda e cronica resultard na perda

da densidade do receptor NMDA.

Outras condi¢des metabdlicas como hipoglicemia e crises convulsivas sao
associadas ao aumento da amoénia no cérebro e sangue (FELIPO e BUTTERWORTH,
2002). As doengas que ocorrem como conseqiiéncia do aumento da amoénia alterando

seu metabolismo sdo doencas hereditdrias ou doencas adquiridas, como o caso da
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Sindrome de Reye, acidemias orgéanicas, aminoacidopatias dibasicas, doengas do figado
agudas e cronicas, toxicidade através do valproato, e uma variedade de doengas
convulsivas (COOPER e PLUM, 1987). Todas estas doengas levam a um
enfraquecimento das fungdes do cérebro. As hiperamonemias adquiridas sdo aquelas
que ocorrem devido a faléncia do figado, devido a ingestdo de toxinas, por infeccdo
viral e devido aos resultados de doenca autoimune. As hiperamonemias herdadas
ocorrem devido a deficiéncia da ornithine carbamonyl transferase (OTC), enzima
mitocondrial que catalisa a conversao ornitina-citrulina. Mais de 100 genes foram

descritos para este tipo de hiperamonemia, e todos com mutagdes em uma simples

substituicdo de uma base (TUCHMAN et al., 1996).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudos Clinicos

Para os estudos clinicos considerados neste trabalho foi utilizada uma mistura de
aminoacidos denominada Face®, para avaliagdo terapéutica em pacientes portadores da
SXF. Este produto foi fornecido pela empresa LBE (Laboratério de Tecnologia para a
Vida), Séo José, SC. Este projeto foi apresentado e aprovado pelo Comité de Etica da

Universidade Federal de Santa Catarina, sob o n° 16/2004.

B Selecio do grupo

Os pacientes foram selecionados segundo sua classificagdo molecular.

B Zona gray ou limitrofe (45 a 54 repeticdoes de CGG).
B Pré-mutados (55 a 200 repeti¢cdes de CGG).
H Afetados com mais de 200 repeticdes de CGG.
O estudo molecular foi previamente realizado em todos os sujeitos da pesquisa,
através de PCR e, quando necessario, por Southern Blotting. Os dados foram fornecidos

pelo Laboratério Neurogene, Florian6polis, SC.

O estudo clinico foi duplo-cego, randomizado de Fase II. Quarenta e trés
participantes portadores da SXF participaram deste projeto. Devido a heterogeneidade
da Sindrome, 3 grupos foram separados: 15 afetados (5 placebos, 10 Face®), 10 pré-

mutados (6 placebos, 4 Face®), e 18 zona gray (3 placebos, 15 Face®).
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3.1.1 Aplicagdo de questiondrio para a avaliagdo clinica

Foram aplicados questiondrios conforme tabela de fenétipos (Anexo 1), no qual
constavam os sintomas mais comuns da Sindrome do X Fragil. O objetivo do
questiondrio foi indentificar melhorias dos sintomas presentes. O questiondrio foi

preenchido em um primeiro momento com “sim”, e “nao”, constatando seus sintomas.

Os participantes receberam 2 frascos de Face® ou placebo, aleatoriamente, e apds
60 dias eram reavaliados. Por ser um estudo duplo-cego, outro assistente, que ndo este
pesquisador, colocou os nomes dos participantes da pesquisa nos frascos sem que o

pesquisador principal nem a familia soubessem do seu contetdo.

Apos intervencdo, o mesmo questiondrio era preenchido, observando-se as
melhorias e ou pioras ocorridas. Apds o término da pesquisa, os participantes e esta
pesquisadora interavam-se se haviam tomado a mistura de aminoécidos ou o placebo.
Os participantes que tomaram placebo, apés o término do estudo, optavam pela

utilizacao do Face®.

3.1.2 Termo de consentimento esclarecido (TCLE)

Uma carta convite foi encaminhada aos responsdveis pelos participantes da
pesquisa. Todos os integrantes da pesquisa foram suficientemente esclarecidos quanto
aos objetivos e metodologia. Manifestaram seu desejo de participagdo como voluntérios
no projeto através do Termo de Consentimento Esclarecido (Anexo 2). No caso de
qualquer intercorréncia, os participantes foram orientados a entrar em contato, ficando

este pesquisador a disposicdo para os devidos esclarecimentos. Em qualquer tempo, os
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participantes tinham liberdade para interrupcao de sua participagdo no estudo, caso

assim o preferissem.

3.1.3 Reagentes

H O “pool” de aminoicidos Face®

Ingredientes ativos: mistura de aminoécidos
Propriedades quimicas e fisicas:

- Substancia polar com radical amina

- Liquido e viscoso

- Transparente

- Aspecto da solugdo: limpida, com coloragao topézio
- Odor: leve odor caracteristico

- Densidade: 1,09

-pH: 2,2

- Solubilidade: solavel em agua

B Composicio do Produto

A determinacdo do Face® foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), por separacdo em coluna de intercAmbio idnico e derivagdo pos
coluna com OPA (ortophtaldialdeido). A composicao foi determinada pela
Universidade Nacional da Colémbia, Santa Fé de Bogot4, em setembro de 1995, e pelo

Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas, Laboratério de Toxicologia (Tabela 4).
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3.1.4 Administracdo do Face®

O Face® foi administrado na base de 15 gotas por paciente, duas vezes ao dia,
atendendo recomendacao do laboratério fornecedor (LBE). Por se tratar de um produto
atoxico e, portanto, sem riscos para o paciente, o aminoacido foi administrado em seu

proprio domicilio, durante o periodo de dois meses (2 frascos) com 50 ml cada.

Tabela 4. Composicao da mistura de aminoacidos Face®, determinado por HPLC pela
Universidade Nacional da Colémbia, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Laboratério de
Toxicologia (Obs.: Cisteina ndo pode ser analisada).

AMINOACIDO  Anilise (mg/ml)
Acido aspartico 10,20
Treonina 1,63
Hidroxiprolina 4,38
Prolina 7,73
Serina 2,46
Acido glutimico 2,22
Glicina 35,6
Alanina 14,3
Valina 0,79
Isoleucina 0,65
Leucina 2,26
Tirosina 0,60
Fenilalanina 3,48
Hidroxilisina 1,48
Ornitina 0,54
Etanolamina 0,30
Lisina 3,82
Histidina 0,24
Arginina 8,00
Metionina 0,10
TOTAL 100,78
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Caso o paciente apresentasse qualquer reacdo adversa de dificil controle ou
qualquer risco, o suplemento deveria ser imediatamente suspenso, e o individuo era

retirado da pesquisa.

3.1.5 Awvaliagdo estatistica

Os parametros estatisticos foram demonstrados pela analise de y?, pela freqiiéncia de

sinais e através de tabelas. O programa estatistico utilizado foi o SPSS 14.0.

3.2 Testes Psicométricos

B Sele¢io do grupo

Nesta etapa participaram 10 novos sujeitos afetados pela SXF, detectados por
Southern blotting. Estes sujeitos ndo participaram da primeira etapa clinica. Foram
selecionados para os testes psicométricos 10 meninos. Variaram de 10 a 25 anos de
idade (média 17,5). Os testes foram aplicados e avaliados individualmente, por
neuropsicéloga do Laboratério Neurogene (Florianépolis, SC), antes do tratamento e

depois do tratamento com Face® sem grupo controle.

Foram administrados trés frascos por sujeito, que tomavam 15 gotas duas vezes
ao dia (dose sugerida pelo fabricante). Estes sujeitos participaram de trés testes

psicométricos diferentes, antes e ap6s a intervencdo com a mistura de aminoécidos.

Um segundo conjunto de testes foi realizado pela mesma profissional
(neuropsicéloga), exatamente apds o término dos trés frascos. A mesma ndo teve

nenhum contato com a avalia¢ido anterior.
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3.2.1 Aplicagdo dos testes psicométricos

Os tipos de testes escolhidos foram adaptados e validados no Brasil e
abrangeram: cognicdo, comportamento e caracteristicas autistas, conforme quesito da

literatura internacional.
Os testes avaliados foram:

1. Escala de Comportamento Adaptativo Vineland (Vineland Adaptive Behavior
Scales) (DOLL, 1940) (Anexo 3), prova que avalia a funcionabilidade e o grau de
adaptacao do comportamento. Contém subescalas para avaliagao de comunicacao,

autoavaliacdo, socializacdo e motricidade.
2. Escala de Tracos Autisticos (ATA) (BALLABRIGA, 1994) (Anexo 4).

3. Mini-Exame do Estado Mental (Mini-Mental State Examination (MMSE) (FOLSTEIN

et al., 1975) (Anexo 5).

3.2.2  Awvaliacdo estatistica

Foi utilizada Andlise de Varidncia, ANOVA, de medidas repetidas para
comparar os resultados de ambas as aplicacdes dos testes com o objetivo de se conhecer
o nivel de significacao das alteragdes obtidas. Os parametros estatisticos avaliados antes
e ap6s o uso do Face® foram avaliados pelo Teste t, e graficos foram produzidos com

auxilio do programa SPSS 14.0.
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3.3 Estudo Experimental com Animais de Laboratério

3.3.1 Reagentes para a captacdo de glutamato

Forma utilizados os seguintes reagentes: Acido morfolino propanosulfénico
(MOPS), albumina sérica bovina (BSA) 10 mg/mlL, glicerol, beta mercaptoetanol,
cloreto de colina, Folin, L-glutamato, acido etileno-diamino-tetracético (EDTA), e
cloreto de sédio, todos da Sigma®; L-[3H] Glutamato (GE HealthCare); NaOH, SDS,
Ditiotreitol (DTT) da Pharmacia Biotech®, TRIS-(hidroximetil)-aminometano e HEPES
da USB®, acido acético e formaldeido da Merck®; HBSS: CaClz (1,29 mM desidratado);
NaCl (136,9 mM); KCl (5,36 mM); MgSOs (0,65 mM); NA>HPO4 (0,27 mM); KH2PO4(1,1
mM); Glicose (2 mM); Hepes (5 mM); Krebs-Ringer (KRB): KCl (30 mM); MgSOs (12
mM); Glicose (1 M); NaCl (1,22 M); KH2PO4(4 mM); NaHCO; (250 mM); CaCl, (130
mM) e dgua.

Todos os outros reagentes utilizados foram de qualidade analitica e obtidos de

fornecedores comeciais, como de praxe.

3.3.2  Reagentes para determinacdo da concentragdo de amonia

Para determinacdo de amonia nas estruturas teciduais estudadas, utilizou-se um
Kit colorimétrico proveniente da GOLD ANALISA, Kit uréia-PP (cat: 427).

3.3.3 Equipamentos

Para os ensaios analiticos foram utilizados os seguintes equipamentos:

B Agitador de tubos, Phoenix®

H CronOmetro
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H Analgesiometro térmico, Ugo Basile®

B Banho-maria, Biomatic®

8 Centrifuga Refrigerada, Himac CR20B2 - Hitachi®

A Centrifuga, 5804R - Eppendorf®

H Cintilador Tri-Carb 1600 TR - Packard®

H Potencidometro - DM 20, Digimed®

O Pletismometro - Ugo Basile®

H Espectofotometro (leitura em comprimento de onda de 600 nm)
H Chopper (para cortes histolégicos)

1 Balanga analitica (Bioprecisa)

B Selecio dos animais

O inicio do experimento ocorreu quando os ratos com linhagem Wistar-EPM-1
espécie Rato (Rattus norvegicus) tinham 21 dias de idade. Foram mantidas 12 horas com
luminosidade e 12 horas no escuro, a 25°C, com ragdo e dgua. Os ratos foram obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Foram utilizados 24
animais machos de mesma idade, mantidos em 2 gaiolas diferentes, com 12 animais
cada. O guia NIH para cuidados e uso de animais de laboratério (NIH Publications No.

85-23, revisado em 1985) foi seguido em todos os experimentos.

H Administra¢io dos aminoacidos
A dosagem do Face® foi determinada em relagdo a quantidade ingerida por
humanos. Considerando que nos humanos foram utilizados 30 gotas/dia em relagao ao

peso médio (30 kg), foi feita uma relacdo volume por peso médio de ratos (peso médio



Materiais e Métodos 86

300g). Desta forma administrou-se 15 pL. de Face® diluido em 185 pL de &gua, o que
corresponde aproximadamente a dosagen de 50 pL/kg (50 mg/kg da mistura) no
animal. Todos eram machos, e receberam a mesma porgao no tratamento: 200 puL de
Face® (pool de aminoacidos) e 200 pL de solugdo salina, utilizada como controle. O
tratamento foi administrado por via oral, através de gavagem durante 60 dias

ininterruptos.

Doze animais foram alimentados uma vez ao dia com suplemento Face®, com
concentracdo de aproximadamente 50 pL/kg/dia, e 12 animais controle foram

alimentados com solugdo salina a 9%o, uma vez ao dia, com a mesma quantidade.

Nos dias 15, 30, 45 e 60, 3 animais tratados com Face® e 3 animais “Controle”
foram decapitados, para realizacdo dos experimentos de captacdo de glutamato. Neste
mesmo dia foram separadas e congeladas as estruturas de hipocampo, cortex e cerebelo
para determinagdo da amonia. O teste de viabilidade celular foi realizado somente em

hipocampo, aos 60 dias.

Quatro animais tratados com Face® e 4 controles foram pesados durante o

tratamento nos dias 8, 21, 40 e 60.
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Figura 12. Metodologia empregada para 0s experimentos com animais (Ratos Wistar).

3.3.4 Ensaio da captacdode L-[3H]-glutamato em fatias de hipocampo e cértex

A captacdo de L-[*H]-glutamato foi avaliada como previamente descrita por

MOLZ et al. (2005).

Vinte e quatro ratos Wistar foram mortos por decaptacdo, sendo o cérebro
rapidamente removido, e as estruturas cerebrais como hipocampo e o cértex foram
dissecados em uma placa de Petri a 4°C mantidas em gelo e umedecidas com tampao
Krebs-Ringer bicarbonato (KRB). O tampao foi borbulhado com 95% O2-5% CO; para

atingir o pH 7,4.
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Um hipocampo e um hemisfério do cértex cerebral de cada rato foram colocados
sobre a superficie do Chopper para obtencao de fatias com espessuras de 0,4 mm. Uma
fatia escolhida por tubo (tanto hipocampo como cértex) foi incubada por 15 min em
solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS) a 37 °C para captacdo total. O HBSS é
composto por CaClz, 1,29 mM; NaCl, 136,9 mM; KCl, 5,36 mM; MgSO,, 0,656 mM,;
NaxHPO,, 0,27 mM; KHoPO4, 1,1 mM; Glicose, 2 mM; e Hepes, 5 mM. A captagao é
iniciada adicionando-se 0,33 pCi/ml de L-[3H]J-glutamato marcado. A incubacédo foi
interrompida ap6s 7 min através de duas lavagens com 1 ml de HBSS gelado seguido
imediatamente pela adi¢do de 0,IN NaOH / 0,01% SDS por 15 min. Aliquotas dos
lisados foram retiradas para a determinagdo do contetido intracelular de radioatividade

de L-[3H]-glutamato através do contador de cintilacdo liquida.

A captacdo especifica e de alta afinidade de L-[*H]-glutamato dependente de
sodio foi calculada como a diferenga entre a captagao obtida com o meio de incubacao
descrito acima (captacgao total) e a captagdo obtida em ensaios realizados na auséncia de
ions sodio, utilizando cloreto de colina em substituicdo ao cloreto de sédio (captacdo
independente de s6dio). O HBSS-colina é composto pelos mesmos sais, com excecdo do
NaCl, incluindo entdo o cloreto de colina com concentracdao de 137 mM. Os resultados

foram expressos em nmol de L-[3H]-glutamato por miligrama de proteina por minuto.

3.3.5 Dosagem de proteina

As fatias dos experimentos foram separadas para determinac¢do do contetido da
proteina pelo método de LOWRY et al. (1951). A concentracdo de proteina foi

determinada usando albumina bovina sérica como padrao.
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3.3.6  Andlise estatistica dos ensaios de captacdo de glutamato

Os resultados obtidos foram avaliados por comparagao entre os grupos controle
e tratados com aminoacido Face® em funcdo do tempo do experimento realizado (15,
30, 45 e 60 dias). O programa SPSS versao 14.0 foi utilizado para a andlise dos dados. O

teste ANOVA de uma via foi seguido pelo teste de Duncan com o teste Post Hoc.

3.4 Viabilidade Celular

A andlise de viabilidade celular foi realizada pelo método descrito por
MOSMANN (1983). O método MTT é amplamente utilizado para quantificar células
com viabilidade celular. A reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimeiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium) foi medida para determinar a viabilidade celular. O MTT é um sal de
formazan convertido a um formazan purpura insolavel por desidrogenases
mitocondriais e/ou agentes redutores celulares, e a taxa desta reacdo é proporcional a
atividade de desidrogenases mitocondriais. Fatias de hipocampo foram incubadas com
MTT (0,5 mg/ml) em KRB por 20 min a 37°C. O meio foi aspirado, e o precipitado
formado foi solubilizado com dimetil sulféxido, e a viabilidade foi quantificada
espectrofotometricamente a 550 nm. Os dados foram apresentados através de
porcentagem da sobrevida em relacdo ao tratamento realizado. Todos os experimentos

foram feitos em triplicata, utilizando-se suas médias.
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3.5 Determinac¢ao da Aménia nas Estruturas de Hipocambo,

Cerebelo e Cortex

A determinacdo da amoénia foi realizada através de estruturas cerebrais:
hipocampo, cértex e cerebelo. As estruturas: 1 hipocampo, 1/4 do coértex, e 1/3 do
cerebelo foram congeladas em tubos Eppendorf, em freezer a -20°C. Quando usadas, as

pecas foram pesadas, e homogeneizadas com solucao salina fisioldgica 9%eo.

As estruturas foram homogeneizadas em 1ml de solugdo salina fisiologica
quando cerebelo e coértex, e 600 pL de solucdo fisiolégica quando hipocampo. Dez
microlitros foram retirados do homogenato total e tratados de acordo com o protocolo
do Kit Gold ANALISA. O aparelho foi calibrado em 600 nm, através do branco

fornecido com o Kit.

Os calculos foram realizados segundo as instrucdes do fabricante e a quantidde

de amonia foi expressa por mg de tecido.

Os resultados finais, portanto, foram expressos em nmol/mg tecido.

3.5.1 Aunidlise estatistica da aménia

Os resultados obtidos foram avaliados por comparagdo entre os grupos controle
e Face® em funcdo das estruturas e do tempo de experimento: 15, 30, 45 e 60 dias,
utilizando o programa SPSS versdao 14.0; os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e a
média da triplicata foi utilizada como resultado final. Os dados foram analisados pelo

método estatistico ANOVA de uma via seguido do teste Duncan quando apropriado.



4. RESULTADOS

41 Estudo Clinico

B Avaliacio da populacio com SXF
Foi realizada avaliacdo do estudo clinico em uma amostra com 43 participantes
com a Sindrome do X Fragil. Os pacientes foram subdivididos em suas respectivas

categorias: 15 Afetados (34,9%), 10 Pré-mutados (23,30%), e 18 Zona gray (41,9%).

Vinte e trés participantes eram de sexo masculino (53,5%) e 20 de sexo feminino
(46,5%). O estudo foi duplo-cego, randomizado, placebo-controlado e analisou 2
grupos:

e Grupo 1: Placebo (n=14) (32,6%), distribuidos em 5 afetados, 6 pré-

mutados e 3 zona gray.

e Grupo 2: Face® (n=29) (67,4%), distribuidos em 10 afetados, 4 pré-

mutados e 15 zona gray.
Os questionarios foram respondidos antes e depois do tratamento.

Os sintomas foram variados, mas a maioria dos participantes apresentou, antes
de comecar o tratamento, problemas emocionais (100% dos pacientes), de aprendizado
(97,7%) e comportamental (95,3%). O grupo Placebo e o grupo tratado com Face® foram

avaliados isoladamente como segue:
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B Grupos Placebo e Face®

Dos 43 participantes, 64% (26) melhoraram algum sintoma. Os efeitos colaterais
mais encontrados foram: agitacdo e nervosismo (9,3%), problemas gastricos (4,7%) e
alteracdo no apetite (2,3%). Do total dos participantes 31 (72,1%) apresentavam
alteracoes fisicas, 20 (46,5%) apresentavam retardo mental, 20 (46,5%) com problemas
na fala, 8 (18,6%) com autismo, 42 (97,7%) com disttrbios no aprendizado, 41 (95,3%)
com alteracdo comportamental, 43 (100%) apresentaram problemas emocionais e 4

(9,3%) apresentavam problemas motores.

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos com o Grupo Placebo; a Tabela 6

considera os resultados obtidos com o Grupo Face®.

Tabela 5. Grupo Placebo, distribuido em categorias, mostrando os sintomas presentes nos
participantes. S&o apresentados o nimero de individuos sintomaticos (Antes), e 0 numero de
individuos que obtiveram melhoras (Depois) apds intervencao.

CATEGORIA
Afetados Pré-mutados Zona gray Total
SINTOMA (n=5) (n=6) (n=3) (n=14)
Antes/depois  Antes/depois Antes/depois Antes/depois

Alteracdo fisica 5/0 2/0 2/0 9/0
Retardo mental 5/0 1/0 - 6/0
Fala 4/0 - 1/0 5/0
Autismo 1/0 - - 1/0
Aprendizado 5/0 5/0 3/0 13/0
Comportamento 5/0 6/1 1/0 12/1
Emocional 5/0 6/1 3/0 14/1
Motor 1/0 - - 1/0

Observa-se da Tabela 5 que o grupo placebo ndo apresentou significancia.
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Tabela 6. Grupo Face®, distribuido em categorias, mostrando os sintomas presentes nos
participantes. S&o apresentados o nimero de individuos sintomaticos (Antes), e 0 numero de
individuos que obtiveram melhoras (Depois) apds intervencao.

CATEGORIA
Afetados Pré-mutados Zona gray Total
SINTOMA (n=10) (n=4) (n=15) (n=29)
Antes/depois  Antes/depois Antes/depois Antes/depois
Alteracdo fisica 10/0 - 12/0 22/0
Retardo mental 8/0 - 6/0 14 /0
Fala 716 - 8/0 15/6
Autismo 3/1 - 4/0 7/1
Aprendizado 10/10* 4/3 15/6* 29/19*
Comportamento 10/10* 4/0 15/13* 29 /23*
Emocional 10/10* 4/2 15/13* 29/25*
Motor - - 3/0 3/0

*A reducdo dos sintomas como aprendizado, comportamento, e emocdo, foram obtidas

ap6s intervengdo com Face® (P <0,001).

O efeito do Face® nos pacientes afetados e zona gray mostraram-se sensiveis,

como mostra a tabela com sintomas e sinais especificos (Tabela 7).

~

E importante observar que 86% (25 dos 29 sujeitos) tratados melhoram com
Face®. Ao contrario, os sujeitos que tomaram placebo conservaram suas caracteristicas

iniciais, mostrando que ndo houve modifica¢cdes importantes pés-tratamento.

O efeito do Face® nos individuos tratados foi muito positivo. Dos 42 sinais
clinicos apresentados na tabela de fendtipos (Questiondrio) submetidos aos
participantes com a SXF afetados, os sinais que mais demonstraram melhoras foram:

concentragao, déficit de memoria, repeticdo, auto-agressdo, agitacdo, e timidez. Além
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disso, observou-se que os individuos tratados passaram a resolver melhores as

situagdes rotineiras, conforme detectado pelas entrevistas (Tabela 7).

Tabela 7. Sinais especificos dos 29 individuos (afetados, pré-mutados e zona gray) antes (A) e
depois (D) de medicados com Face®. Séo dados também os respectivos percentuais em
relacdo ao total de individuos considerados em cada categoria.

° CATEGORIAS
[@)] A
#|swais | S| NS o [ Alelados | Prémutados [ Zona Gray
© Al % D] % |A] % [D[% | Al % [D] %
o 11 | Distarbio
S esfincteriano 3375 |2(250|0| 00 |O| 00| 2 |11,8]|2]118
1 JZ 1p | Tremor
LL 0| 00 |0]00|1]250|1|250|0]001/]0]|00
3a | Nao fala 1125 [1]125/0| 00 [1|250| 1|59 |0]| 0,0
© 3b | Naoterminafrase | 5 | 625 |2 (250 0| 00 [0| 00 | 6 [353|2|118
3 L‘E 3c | Come palavras 4 |50 (2(250[0| 00 |0[00| 4 |235|1]|59
3d | Troca palavras 4 |50 (1]125/ 0| 00 |0| 00| 6 |353]|2]|118
5a | Problemas
atematica 8 10002 |250| 0| 00 |[O| 00| 9 |529]|2]118
-8 5b | Problemas
CI\UI compreensio 6 | 750 | 4500/ 0| 00 |0 00 |11|647]|5 294
5 '8 5¢ | Concentragéo 100,0 | 7 | 875 | 1 | 250 250 (12 | 706 | 8 | 47,1
< 5d | Déficit de memoria 100,0 50,0 100,0 750 |13 | 765 | 5 | 29,4
o 5e | Escreve com
< dificuldade 5| 625 |4[500|0| 00 |0|00]|6(353]|2]118
5f | Néo escreve 3375 |1]125/0| 00 |0 00 00 |0 00
6 6a | Agressividade 3375 |3|375/0| 00 |0|00]|2|118|1| 59
6b | Repetitivo 8 |1000|3(375|/0| 00 |0 00 |12|706 |5 |294
6c | Imitativo 5625 |1]125|0| 00 |0]| 00| 0| 00]|0]|O00
6d | Hiperativo 6 | 750 | 2250/ 0| 00 |O| 00| O] 00000
C_U 6e | Maneirismos de
£ o 5|625|3[375|{0| 00 |0 00| 0| 00/|0]|DO00
g 6f | Olhar evasivo 87,5 250 0| 00 |0| 00| 9 5293|176
S 6g | Isolamento social 375 250/ 0| 00 | 0] 00| 9 |529 23,5
5 6h | Impulsivo 50,0 125/ 0| 00 |0| 00| 6 (353|159
o 6i | Instabilidade de
g humor 5| 625 |4|500|3| 750 |3|750]|12|706| 7 |412
(@) 6] | Tiques nervosos 6 | 750 |3|375/0| 00 |0|00 |5 /[294|1]|59
6k | Auto agressdo 5| 625 |4|500| 1250 |1|250|0]001/]0]|00
61 | Agitado 7| 875 |4[500|0| 00 |0 00| 7 |41,2|3]|176
6m | Dependente 4 | 500 (1(125[ 0| 00 |0|00 |5 |294]|4]|235
6n | Seminiciativa 1125|000 |0| 00 |0O]| 00| 3 [176]|1 |59
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60 | Fixacdo 2250|000 |0| 00 |0|00]|O0]|00]O0]|O00
6p | Irritado 4 | 500 |4(500[1]| 250 |1|250|10|588]|3|176
6r | Mudanca na rotina 212500/ 001|0 00 [0l 00| 1|59 ]|1]|59
6s | Nervoso 3|375|0/00|0| 00 |0O|00|O0]|00]0]|O00
6t | Devagar

3/375|0/00|0| 00 |0|00]|O0]|00]0]|O00
7a | Timidez 4 1500|2|250| 3| 750 |3 750 |10|588 |6 |353
7b | Depressdo 0/00|0| 00| 410004 ]|1000| 5 | 294 17,6
7c | Stress 4 |500|1(125| 3| 750 [3] 750 | 5 |294|2]118

C_U 7d | Néo resolve
S oroblemas 6 |750[3[375/0| 00 |0O| 00 [12|706|5|294
7 'O 7e | Ansioso 6 |750|1|125| 3| 750 | 1| 250 |10 |588 |3 |176
g 7f | Triste 0/00|0|00|0O| 00 [O] 00 |1]|59]|1]59
LLJ 7h | Autoestima baixa 2 |250[0|00|0]| 00 |O]| 00 |O|O00]O]O00
7i | Fantasia 2 1250/0[00[0| 00 |O| 00 |O0]00|O0|DO00
7j | Medo 3 (3751|1251 | 250 1] 250 | 2 |11,8|1] 59
7k | Pavor noturno 0|/00|0|00|0O| 00 |[O] 00 |1]|59]|1]59
_ 8a | Nao caminha 0|00(0|00|O0O| 00 [O| 00 | O |00/ |O]O00

3 % 8b | Caminha com
= dificuldade 0|/00|0|00|0O| 00 |[O] 00 |2 |118|1] 59

A = antes do tratamento; D = depois do tratamento.

-

E importante, no entanto, ressaltar que os individuos zona gray e os afetados
apresentaram resultados estatisticamente significante (I’<0,001). Em individuos zona
gray, os sinais que responderam com melhoras foram: concentracdo, déficit de
memoria, escrita, agressividade, comportamento repetitivo, hiperatividade, isolamento
social, impulsividade, tiques nervosos, aquisicdo de seguranca, iniciativa, e irritagao.

Também apresentaram sintomas de menor ansiedade.

Os sujeitos pré-mutados que tomaram face®, apesar da pequena amostra (4
participantes), foram avaliados para 35 sinais clinicos, através do questionario. Destes,
23 sintomas (66%) obtiveram melhoras (tabela 7), mas ndo estatisticamente

significativas.
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4.2 Testes Psicométricos

Foram realizados trés testes com objetivo de avaliar o desempenho cognitivo
global, e disfun¢des especificas de atencdo, memoria, linguagem e fungdes executivas.
Os testes escolhidos foram: o teste ATA (Escala de tracos autistas), MMSE (Mini-Mental

State Examination), e o teste de escala de comportamento adaptativo Vineland.

Os testes foram aplicados por uma profissional especializada, neuropsicéloga,
em 10 novos pacientes, e somente para individuos do tipo “afetado”. Os testes foram

executados antes e depois de tomarem o Face® ( Tabela 10). Nao houve grupo controle.

O teste estatistico ANOVA (Teste tf) mostrou em todos os testes utilizados

beneficios ap6s o uso do Face®.

O teste de Escala de Comportamento Adaptativo Vineland avaliou varios
dominios da crianca: vida cotidiana, socializagdo, hébitos, aspectos motores e
ocupacionais. As médias foram avaliadas em relacdo aos seguintes parametros: total de
pontos do grupo antes do tratamento, 68,5 pontos, e pés-tratamento, 71,94 pontos, com
significdncia estatistica (P< 0,001); idade social antes do tratamento, 8,35 pontos, e p6s-
tratamento, 9,19 pontos, com significancia estatistica(P< 0, 004); e a média de pontos do
quociente social antes do tratamento, 61,1 pontos, e pds-tratamento, 67,26 pontos, com

(P < 0,001) (Ver Figuras 13 a 15).

Os resultados do teste ATA (Escala de Tracos Autistas) apresentaram médias de

16,1 pontos antes de comegar o tratamento e apds tratamento 13,3 pontos, e foram
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estatisticamente signativos (P < 0,001) (Ver Figura 16). Mostraram melhoras nas
questdes: (II) manipulagao do ambiente, (IV) resisténcia a mudanga, (VI) falta de contato
visual, (XIII) falta de atencao, (XIV) auséncia de interesse pela aprendizagem, (XVI)

alteracdo de linguagem e comunicagao, (XVIII) reagdes inapropriadas ante a frustragao.

Tabela 8. Pontuacéo dos Testes Psicometricos (Teste ATA, MMSE e Escala de Comportamento
Adaptativo de Vineland) aplicados em 10 individuos afetados antes e apds intervencdo com
Face®. Nao existiu grupo controle.

TESTES PSICOMETRICOS

afetados n=10
VINELAND
Ind. Teste ATA MMSE Total de pontos Idade Social Quociente social
Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois | Antes Depois
1 40 36 2 3 50,5 520 |41 4,3 53,9 54,4
2 13 11 18 19 91,0 92,0 |16 16,5 78,1 81,2
3 11 7 13 15 81,5 859 |11,2 12,3 85,4 91,7
4 16 12 22 24 72,0 755 |89 9,5 33,0 36,6
5 12 8 10 12 82,5 88,0 |115 14,4 87,1 107,4
6 9 8 10 11 59,0 59,5 |5,6 5,7 101,8 98,2
7 28 25 1 2 55,5 575 |49 5,3 47,2 48,5
8 9 7 13 17 66,5 720 |73 8,5 73,0 77,9
9 11 10 15 17 63,0 66,5 |65 7,3 18,8 20,9
P<0,001 P<0,002 P<0,001 P<0,004 P<0,001

O MMSE visa, através de escalas numéricas, atribuir pontuacdes para orientagao
temporal, memoria, atengdo e cédlculo, evocacdo de palavras, e linguagem. O teste
MMSE (Mini-Mental State Examination) também mostrou resultados positivos. A
média apresentada antes do tratamento foi de 11,4 pontos, enquanto que apds o
tratamento foi de 13,5 pontos, com uma melhora significativa no desempenho mental

das criancas (P<0,002) (Figura 17). Dos resultados obtidos desprenderam-se importante
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pontuacdo nas questdes de orientacdo temporal, orientagdo espacial, memoria de

fixacao e linguagem (Anexo 5), com melhoras ap6s o tratamento com Face®.
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Figura 13. Teste de escala de comportamento adaptativo Vineland em relacdo ao total de
pontos, mostrando os resultados antes e depois do Face®.
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Figura 14. Teste de escala de comportamento adaptativo Vineland em relacéo a idade social,
mostrando os resultados antes e depois do Face®.

150,0

120,0

T 1

PONTUCAO QUOCIENTE SOCIAL

—
—
60,0 —
v
0,0
I [
1 2
ANTES DEPOIS

Figura 15. Teste de escala de comportamento adaptativo Vineland em relagdo ao quociente
social, mostrando os resultados antes e depois do Face®.
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Figura 16. Teste de escala ATA, mostrando os resultados antes e depois do Face®.
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Figura 17. Teste MMSE, mostrando os resultados antes e depois do Face®.
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4.3 Estudos Experimentais com Animais de Laboratério

Os resultados serdo apresentados detalhadamente, conforme o diagrama

mostrado na Figura 19.

O efeito do pool de aminoacidos Face® sobre a neurotransmissao glutamatérgica
foi avaliado através da captacdo de L-[*H]-glutamato nas preparagdes de estruturas
cerebrais (fatias de hipocampo e fatias de coértex cerebral) em ratos Wistar em quatro
diferentes tempos: 15, 30, 45 e 60 dias, ap6s administragdo oral de solucdo salina e do

pool de aminoacido Face® com concentragao relativa a ministrada para humanos.

P
|

|
| = ||

ESTRUTURA ESTRUTURA
HIPOCAMPO — CORTEX
ESTRUTURA
— CEREBELO

Figura 18. Diagrama das avalia¢Ges e resultados experimentais.
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4.3.1 Estudos da neurotransmissio glutamatérgica através da captacdio de L-

[3H]-glutamato em fatias de hipocampo.

Foi realizada avaliacdo da captacdo L-[3H]-glutamato em fatias de hipocampo em
ratos de linhagem Wistar tratados com FACE® e solugdo salina. A captacao total de
glutamato (Total), independente de Na* (Na indep) e dependente de Na* (Na dep) foi
realizada para quatro experimentos. Cada um dos experimentos foi realizado em

triplicata nos tempos: 15, 30, 45 e 60 dias.

Em nosso estudo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os ratos controle e os tratados com pool de aminoédcidos-Face® em fatias de

hipocampo aos 30 dias.

Aos 15 dias de tratamento ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os ratos controle e os tratados com Face®, quanto a captacdo de L-
[3H]-glutamato por fatias hipocampais: captagao total (P=0,864), captacdo independente

de Na* (P=1,00) e dependente de Na* (P=1,00) (Figura 19).

Aos 30 dias de tratamento, em fatias de hipocampo, a captacao de L-[3H]-
glutamato mostrou significincia através do teste estatistico ANOVA tanto na captacgao
total (P=0,002) como na captagdo independente de Na* (P=0,000), bem como na
captacdo dependente de Na* (P=0,000). Foi observada uma diminuicado significativa na
captacdo total, um aumento significativo na captacdo independente de Na*, e uma

diminuicdo na captacdo dependente de Na* (Figura 20).
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Figura 19: Captacéo de glutamato total, independente de Na* e dependente de Na* em fatias de
hipcampo, aos 15 dias. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo de 3

experimentos realizados em triplicata. Nao houve diferenca estatistica.
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Figura 20. Captacio de glutamato otal, independente de Na* e dependente de Na* em fatias de
hipcampo, aos 30 dias. Os dados estdo representados como media + desvio padrdo de 3

experimentos realizados em triplicata. Nao houve diferenca estatistica
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Aos 45 dias nado se obteve nenhuma diferenca significancia: captagdo total (P=
1,00) captagdo independente de Na* (P= 0,571), e captagdo dependente de Na* (P=

0,896), aos 45 dias (Figura 21).

Aos 60 dias, novamente as fatias de hipocampo apresentaram: captacao total (P =
0,901), captagdo independente de Na* (P= 0,725), e captacdo independente de Na* (P=

0,999) (Figura22).

Todos os resultados foram analisados através do programa SPSS 14, pela
comparacdo entre os grupos: one-way ANOVA seguidos do teste Post Hoc, para Tukey
HSD, sendo que a varidvel principal foi o total de captacdo em relacdo aos grupos. A
captacdo de glutamato estd expressa em nmol/mg proteina/min. Os dados
representam média + desvio padrdo de quatro experimentos independentes e de suas

respectivas triplicatas.
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Captacéo de Glutamato
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Figura 21. Captacdo de glutamato total, independente de Na* e dependente de Na* em fatias de
hipocampo, aos 45 dias. Os dados estéo representados como média e seus respectivos desvios

padrdo. Nao houve diferenca estatistica.
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Figura 22. Captacdo de glutamato total, independente de Na" e dependente de Na* em fatias de
hipocampo, aos 60 dias. Os dados estdo representados como média e seus respectivos desvios

padrdo. N&o houve diferenca estatistica.

4.3.2  Estudos da neurotransmissio glutamatérgica através da captacdio de L-

[3H]-glutamato em fatias de cortex cerebral

Aos 15 dias, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os ratos controle e tratados com Face® quanto a captagdo L-[3H]-glutamato em
fatias de cortex; captacdo total (P =0,879), captacao independente de Na* (P =0,985) e

dependente de Na* (P =0,999) (Figura 23).
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Figura 23: Captacéo de glutamato total, independente de Na* e dependente de Na* em fatias de
cortex, aos 15 dias. Os dados estdo representados como meédia + desvio padrdo de 3

experimentos realizados em triplicata. Nao houve diferenca estatistica.

Aos 30 dias, a captagdo total apresentou (P = 0,998), captacdo independente de

Na* (P = 0,154) e captacdo dependente de Na* (P =0, 280) (Figura 24).

Aos 45 dias, a captacdo L-[3H]-glutamato mostrou: captagdo total (P=0,598),
captacdo independente de Na* (P=0,996) e captacdo dependente de Na* (P=0,706).

(Figura 25).

A anadlise estatistica para 60 dias mostrou: captagdo total: P=0,242, captacdo

independente de Na* (P = 0,177), e a captacao dependente de Na* (P = 1,00). (Figura 26).
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Figura 24. Captacdo de glutamato total, independente de Na* e dependente de Na* em fatias de
cortex, aos 30 dias. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo de 3

experimentos realizados em triplicata. Nao houve diferenca estatistica.
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Figura 25. Captacéo de glutamato total, independente de Na* e dependente de Na* em fatias de
cortex, aos 45 dias. Os dados estdo representados como media + desvio padrdo de 3

experimentos realizados em triplicata. Nao houve diferenca estatistica.



Resultados 108

CORTEX
60 DIAS

L 1 SALINA
== FACE

0.2+

0.14

Il

TOTAL Na indep Na dep

Captacédo de Glutamato
nmol/mg prot/min

Figura 26. Captacdo de glutamato total, independente de Na" e dependente de Na* em fatias de
cortex, aos 60 dias. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo de 3

experimentos realizados em triplicata.

44 Determinacao da Concentracio de Amonia em Homogenatos

de Hipocampo, Cortex e Cerebelo

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
estruturas de hipocampo, cortex e cerebelo, quando determinados os niveis de amonia

no cérebro dos ratos controle e tratados com Face®.

441 Homogenato de hipocampo

O resultado do homogenato de hipocampo (congelado) de cérebro de rato

Wistar, tratados durante 15, 30, 45 e 60 dias, nao mostrou aumento significante. Aos 15

dias (P =0,998), 30 dias (P =0,999), 45 dias (P =1,00) e 60 dias (P =0,800) (Figura 27).
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Figura 27. Determinacdo de amdnia em homogenato de hipocampo aos 15, 30, 45, e 60 dias.

4.4.2 Homogenato de cortex cerebral

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre a estrutura
do cortex, através do homogenato congelado de cérebro de rato tipo Wistar aos 15 dias

(P =0,895); 30 dias (P = 0,856); e 45 dias (P = 1,00) e 60 dias (P = 0,123).

Como mostram os dados estatisticos, através de analise utilizadno SPSS 14.0, nao
houve significancia nas alteragdes (Figura 28).

4.4.3 Homogenato de cerebelo

Em homogenato de cerebelo congelado de cérebro de rato, ndo se evidenciou

nenhuma significancia nas diferencas obtidas. Os valores de P foram assim distribuidos:
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15 dias (P =1,00); 30 dias (P = 0,834); 45 dias (P =1,00) e 60 dias (P = 0,496), em relagao ao

controle (Figura 29).
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Figura 28. Determinacdo de amdnia em homogenato de cortex aos 15, 30, 45, e 60 dias.
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Figura 29. Determinagédo de amonia em homogeinato de cerebelo aos 15, 30, 45, e 60 dias.
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4.5 Analise de Viabilidade Celular (MTT) em Fatias de

Hipocampo

O método de MTT foi utilizado para determinar a viabilidade celular. As fatias
de hipocampo dos ratos tratados com solucdo salina e fatias de hipocampo dos ratos
tratados com Face® durante 60 dias foram avaliadas. Das médias executadas entre a
triplicata das fatias de hipocampo de ratos tratados com solucdo salina, observou-se o
valor 1,728 de absorbancia, sendo este valor tomado como referéncia (100%). O mesmo
foi executado para as fatias tratadas com Face®, resultando sua média final em 1,834 de
absorbancia. Estes resultados ndo mostraram nenhuma alteracio mensurdvel em

relagdo a viabilidade em tecido hipocampal.
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Figura 30. Através do Método MTT, foi determinada a viabilidade celular. As fatias de

hipocampo tratadas com salina e Face® durante 60 dias foram analisadas.
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4.6 Evolucao do Peso dos Animais ao Longo dos Experimentos

O peso dos animais utilizados foi monitorado durante 60 dias de experimento
através de balanga analitica. Foram realizadas quatro medidas por rato: nos dias 9, 21,
40 e 60 apds a administracdo dos tratamentos. A Figura 31 apresenta as médias da
evolucao de peso em funcdo do tempo de administracao de solucao salina e de Face®.
Observa-se para ambos os casos um comportamento similar de aumento de peso ao
longo dos 60 dias de administracdo de salina e Face®. Observa-se também que os ratos
tratados com Face® apresentaram um ganho de peso, com comportamento analogo aos
ratos tratados com solucdo salina (Figura 31). A média de aumento de peso para os
casos estudados foi de 497% para os ratos tratados com solugao salina e 485% para os
ratos tratados com Face®, respectivamente. Dentro do desvio da média obtido, pode-se

afirmar que nos dois casos o aumento de peso foi semelhante.
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Figura 31. Evolucao do peso dos ratos em fungdo do tempo.



5. DISCUSSAO

5.1 Efeito do Pool de Aminoacidos Face®

Os resultados desta dissertagdo evidenciaram a eficdcia do pool de aminodacidos
Face®, através de estudo clinico, duplo-cego, randomizado em 43 pacientes com a SXF
(14 placebo e 29 Face®). Através das tabelas de fenétipos, Tabela 5, Tabela 6 e Tabela 7,

podemos comparar uma evolucao favoravel quando do tratamento com Face® .

Sabe-se que os resultantes clinicos da SXF sao devidos a reducdo e/ou auséncia
da proteina FMRP. Este fator é o principal elemento que pode levar a uma
desorganizacdo no circuito neuronal envolvendo problemas com as disfungdes

cognitivas, emocionais, e comportamentais, além de resultar em algumas caracteristicas

autisticas (REISS, 2003).

Através do estudo clinico realizado neste trabalho, foi demonstrado pela
primeira vez o efeito do uso especifico do conjunto de aminoacidos Face® em pacientes
com a SXF. O Face® promoveu beneficios marcantes do ponto de vista clinico em
pacientes com a SXF nos 3 diferentes grupos estudados. A intervengdo com o Face®,
comparada com outros tratamentos especificos para a SXF (HAGERMAN 1999a e
CALVANI 2001), produziu melhorias clinicas importantes em um grande ntmero de

individuos produzindo um ganho observavel nas suas habilidades intelectuais,
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emocionais, comportamentais, e de aprendizagem, o que lhes permite melhor interacdo

social, familiar e escolar.

Em relacdo ao tempo de administracdo do tratamento com Face®, nossos
participantes evoluiram favoravelmente depois de aproximadamente dois meses de
tratamento. E digno de nota que o tratamento com esse produto beneficiou néo sé6 os
individuos portadores, como também suas familias, através de uma melhor superacao
em relagdo aos problemas causados pela sindrome, principalmente no que diz respeito
ao seu convivio social (escola, relacdes familiares, e interacdo com novas pessoas ou
grupos). A melhoria dos sintomas clinicos dos participantes afetados e zona gray em
seus ambientes social e familiar foram perceptiveis, conforme confirmado pelos
professores e outros profissionais que os acompanhavam durante o tratamento (Tabela

7).

A preservacao da memoria recente, a compreensao, a concentragao, o déficit de
memoria e a melhora na escrita foram fatos importantes, possibilitando aos
participantes melhores resultados no aprendizado. Suspeita-se que as propriedades
bioquimicas e fisiolégicas do Face® poderiam estar ajudando a atividade cerebral
através da interacdo a nivel de sinais glutamatérgicos, a exemplo de outros trabalhos
que vém sendo realizados com outros aminoédcidos. Um exemplo é o estudo com L-
carnitina (LAC), que tem demonstrado melhoras na hiperatividade, aprendizagem e
memoria, e em fungdes sensitivas motoras (CALVANI et al., 2001; TORRIOLI 1999). Os
pacientes com Mal de Alzheimer, em tratamento com este aminoacido, mostraram
beneficios no sentido de diminuir a progressdao da enfermidade e, mais especificamente,

sobre o componente de atengdo e da funcao cognitiva (THAL et al., 1996; SANO 1992).
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5.2 Estudos Clinicos - Testes Psicométricos

Este é um estudo piloto que avaliou 10 individuos com SXF antes e apds
tratamento com Face® através de trés instrumentos: Escala de Tragos Autistas (Teste
ATA), Escala de Comportamento Adaptativo Vineland, e o Mini-Exame do Estado
Mental (MMSE). O estudo mostrou que todos os sujeitos que participaram desta

avaliagdo evoluiram favoravelmente apo6s trés frascos de Face® (Tabela 8).

Frente as alteragdes cognitivas que causam problemas intelectuais, variando
desde lentidao na aprendizagem até retardo mental mais severo, foi necessadrio montar
um protocolo que as englobasse. O modelo de avaliacdo necessaria para comparagao
com base quantitativa e qualitativa entre o periodo pré e pds-tratamento foi baseado em
revisdo da literatura, que sugere uma bateria composta de: (1) Avaliacdo cognitiva e (2)

Avaliagao comportamental.

Atualmente ndo existe tratamento curativo para a SXF e sim um manejo
terapéutico dos individuos clinicamente afetados. Os manejos consistem nos
tratamentos: farmacolégico, principalmente nos problemas comportamentais que
afetam a interacdo social, e intervencdo educativa individualizada, dirigida para

melhorar a capacidade de aprendizagem (REISS e DANT, 2003).

Quando foram aplicados os testes psicométricos, ndo foi utilizado um grupo
controle (grupo sem tratamento). Devido a este desenho, somente se pode avaliar a
varidncia individual dos 10 afetados, mas ndo se pode estimar os efeitos do

desenvolvimento do grupo ndo tratado. Nesta situacdo em particular, ndo
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consideramos nosso estudo comprometido, j& que o tratamento e as aplicacdes dos
testes foram realizados em um pequeno espaco de tempo (aproximadamente 3 meses), e

individuos com a SXF ndo tratados ndo apresentariam melhoras espontaneamente.

Tratando-se de individuos autistas, a literatura reporta poucos resultados
descrevendo melhoras terapéuticas alcancadas. Quando da andlise de aplicacdao do teste
ATA na populacdo estudada, observaram-se melhorias inequivocas nos seguintes
sinais: interacdo social, melhoria da atencdo, controle esfincteriano e atencao ao perigo.
Além desses sinais, observou-se maior responsabilidade dos individuos, que passaram

também a ter mais iniciativa (Tabela 8).

A multiplicidade dos testes aqui utiizada visou dar consisténcia aos trabalhos e

resultados obtidos por outros autores em relacdo a SXF (REISS e DANT, 2003).

5.3 Sistema Glutamatérgico

Os resultados clinicos deste estudo e dados reportados na literatura com animais
onde foi suprimida a expressdo da proteina FMRP (MACBRIDE, 2005) levaram a uma
hipétese sugerindo que este pool de aminoacidos atue como um candidato em potencial
nas modificacdes do sistema glutamatérgico, devido a alteracdo ocorrida na atividade

dos seus transportadores.

Na indisponibilidade de camundongos que ndo expressam a proteina FMRP
(fmr1), e nem de Droséfila dmfrl, utilizou-se ratos normais tratados com Face®, visando

determinar o perfil da sinalizacdo glutamatérgica.

5.3.1  Captacgdo de L-[3H]-glutamato no hipocampo

Em relacdo ao estudo de captacao de L-[3H]-glutamato, os resultados mostraram

alteracdo significativa na captacdo de L-[3H]-glutamato por fatias de hipocampo de
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ratos com 30 dias de tratamento, em relagdo aos ratos controle: diminui¢do da captacdo

total de L-[3H]-glutamato.

Em relagdo a diminui¢do da captacdo total L-[3H]-glutamato no experimento em
fatias de hipocampo, aos 30 dias, h& indicios de que esta alteragdo na redugdo da
atividade dos transportadores poderia aumentar a concentracdo de glutamato

extracelular, alterando a atividade glutamatérgica nos animais tratados com Face®.

Os transportadores de alta afinidade (dependentes de sdédio) presentes nos
astrocitos sao apontados como os responsaveis pela retirada do glutamato do espago
extracelular (TAKAHASHI et al.,, 1997). Sua degradacdo na fenda sindptica ndo é
eficiente, como ocorre para outros neurotransmissores. A falha do transportador de
glutamato dependente de s6dio induz a elevacdo dos niveis de glutamato extracelular,
aumentando a estimulacdo dos receptores de glutamato, e levando a excitotoxicidade,

fator este comum a varios distarbios neurolégicos (OBRENOVITCH e URENJAK, 1997).

Em concordédncia com a literatura, o aumento de glutamato na fenda sinaptica,
por um determinado periodo poderia ser de importidncia para os pacientes com
alteracdoes em determinadas vias metabdlicas, atuando como um sinalizador celular,

como é o caso da SXF.

Muitos sdo os trabalhos mostrando através de modelos animais (sem a FMRP)
tanto in vitro como in vivo, que ao induzir o aumento do sinal glutamatérgico, em
hipocampo, e ndo em cortex, existird uma sinalizagdo excitatéria nos receptores
metabotrépicos mGluR, sinalizando a via da proteina FMRP no dendrito, traduzindo
ou inibindo proteinas ligantes. Este estimulo podera aumentar o sinal sindptico, a LTD
(hipocampo), o aprendizado e, finalmente, a memoria em individuos afetados pela SXF

(WEILER et al., 1997).

Esses estudos reforgaram a discussdo sobre se a proteina FMRP é ou nao
sintetizada em resposta a ativacdo do mGluR pelo glutamato (WEILER et al., 1997).
Como a proteina FMRP desempenha um papel importante tanto na expressao como na
inibicdo de outras proteinas nos dendritos, estas ativacdes serao responsaveis pela

formagao e pela maturagao das sinapses. Além disso, a proteina FMRP, em resposta a
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liberacdo de neurotransmissores, controla a localizacdo e/ou a traducdo dos mRNAs

associados em locais pos-sinapticos (FENG, 2002).

Estudos neuroanatdmicos demonstraram que pacientes com SXF apresentam
dendritos com morfologia e nimero de espinhas anormais (IRWIN et al., 2001). A partir
destes achados estdao sendo propostas teorias que defendem que a proteina FMRP é
produzida in vivo nas sinapses em reposta aos receptores de glutamato metabotrépicos,

possivelmente dando suporte ao processo de plasticidade sinaptica (IRWIN, 2000).

5.3.2 Aumento da captacdo de L-[3H]-glutamato independente de Na* no
hipocampo

Em relacdo ao aumento da captacdo de L-[3H]-glutamato independente de Na*
verificado no presente trabalho, houve um aumento significante (p<0,01) aos 30 dias em
fatias de hipocampo. Os dados mostram que houve aumento da captacdao independente
de Na* devido a ingestdao do pool de aminoacidos Face®. Esses resultados corroboram
trabalhos da literatura que mostram que através do aumento da captacdo independente
de Na*, o transportador dependente de Na* sera inibido, aumentando assim a
quantidade de glutamato na fenda sinaptica (BUTTERWORTH, 2001; BUTTERWORTH,
2002). Portanto, esta é outra possibilidade que explicaria o aumento do glutamato no

espacgo extracelular.

O aumento da captagdo independente de Na* também nos conduz aos

mecanismos de atuagdo do sistema X . Este é o sistema considerado como o mais

abundante transportador celular de nutrientes nos mamiferos. O sistema X, sempre
estara alterado quando existir aumento na dieta protéica. BURDO (2006) mostrou que
este sistema estd presente principalmente nas areas de contorno ou limitrofes do
cérebro, e também nas regides periféricas das células endoteliais, ependimais, plexo
coréide, leptomeninges, rim e duodeno, mostrando assim sua facilidade de introduzir
solutos para dentro da BBB. O sistema X_, antiporter, importa cistina para dentro do
neurdnio e células glias, e exporta glutamato a medida que o sistema independente de

Na™* é estimulado.

Outrossim, é importante lembrar que a entrada de cistina a nivel neural e glial

para o interior da célula é benéfica, pois mantera ou aumentard as concentragdes de
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GSH (glutationa) no cérebro (HOSOYA et al., 2002). Este aumento de GSH ir4 resultar
na maioria das vezes em diferentes mecanismos de agdo, promovendo uma redugdo no
dano celular, seja atuando como antioxidante, seja minimizando a a¢do dos produtos

decorrentes da fase isquémica.

5.3.3 Atuacgdio da captacio de L-[3H]-glutamato dependente e independente de
Na* no cortex cerebral

Em fatias de cortex ndo se observou diferenca estatistica significante. No entanto,
houve indicios de que o Face® atuou de forma contraria a do hipocampo: com
tendéncia a uma redugdo da captacdo independente de Na* nas fatias de cértex em

relacdo ao controle.

LI et al. (2002) demonstraram a diminuicdo do receptor de glutamato da familia
AMPA, especificamente o GluR-1, nas sinapses corticais, mas ndo no hipocampo ou
cerebelo de camundongo modelo para X Fragil. Demonstraram também uma
diminuicdo da potencializacdo de longa duracdo (LTP) no cértex, mas nao no

hipocampo. De acordo com seus estudos, o AMPA é reduzido a nivel cortical na SXF.

5.3.4  Efeito do Face® no hipocampo

Em relagdo aos achados obtidos nos individuos estudados neste projeto, foi
possivel constatar que 76% dos portadores da SXF foram beneficiados com a
intervencao do pool de aminoacidos Face® quando apés 60 dias de tratamento. A
analise da ativagdo dos transportadores de glutamato no tecido hipocampal de ratos foi
significante. Estes achados, a luz da observacao clinica, estdo relacionados as atividades
nos processos cognitivos, bem como no aprendizado e memoria. Outros ganhos nao
menos importantes dizem respeito as reagdes emocionais (p<0,001)l e comportamentais

(p<0,001).

O sistema glutamatérgico estd envolvido em diversos processos no sistema
nervoso, incluindo cognicdo, memoria e aprendizado (OTTERSEN e STORM-
MATHISEN, 1984); participam do processo de plasticidade neural, epilepsia, na

excitotoxicidade neural, estimula indugado de sinapses e sua eliminagdo, e muitas outras
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funcdes. Sabe-se que o hipocampo é uma estrutura chave no cérebro, e especificamente
na Sindrome do X fragil. REISS e DANT (2003) estudaram a relacdo gene-cérebro e suas
relagcdes comportamentais através de neuroimagem: Imagem de Ressondncia Magnética
(MRI). Mostraram também que o hipocampo dos pacientes com a SXF era aumentado
em relacdo ao seu volume (KATES et al., 1997; REISS et al., 1994) quando comparado
com grupo controle. As alteracdes encontradas na SXF em relacdo ao hipocampo estdo
associadas as falhas dos epis6dios de memoria e falhas nas associagdes e na
consolidacdo da linguagem e visdao. Observam-se também alteracdes no que tange ao

seu comportamento espago-temporal (REISS e DANT, 2003).

Sinais e sintomas avaliados em nossos experimentos, tais como memdria,
cognicao, aspectos emocionais e comportamentais, foram visivelmente incrementados

nestes pacientes.

5.3.5  Efeito da aménia nas estruturas hipocampo, cértex cerebral e cerebelo

Os estudos aqui realizados nao evidenciarem aumento significativo da amoénia
nas estruturas de hipocampo, cerebelo e cértex. Além disso, os dados ndo mostraram
toxicidade no hipocampo, no cértex e nem no cerebelo, apés administracdo do pool de

aminoéacidos.

Os resultados nao evidenciarem aumento significativo da amonia nas estruturas

de hipocampo, cerebelo e cortex.

A quantidade ingerida de aminoacidos nos experimentos com ratos, nao pode
ser considerada uma grande dose. Desde os 21 dias quando se iniciou o tratamento com
os aminoacidos até os 60 dias as doses mantiveram-se iguais durante o periodo de
desenvolvimento do animal. Nao houve diferencas significantes em relacdo ao peso dos

ratos.

Este tratamento ndo causou morte celular, mostrando que o aminoacido Face®
nao causou danos deletérios as células estudadas. Interessantemente, este fato pode ser
mostrado através dos experimentos MTT aos 60 dias (Ver Figura 32), que mostraram

um pequeno aumento (6,1%) da viabilidade celular nas fatias de hipocampo.
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Como salientado anteriormente, nao foi objetivo deste projeto avaliar o
mecanismo de acdo do Face®, mas sim sua atuacdo em nivel terapéutico. Em resposta
aos nossos objetivos, através do estudo clinico e estudo psicométrico em pacientes com
a SXF, e estudo experimental com ratos Wistars, pode-se sugerir que o Face® atuou
como um sinalizador cerebral, através da modulacdo do sistema glutamatérgico,

sobretudo sobre a atividade dos transportadores glutamatérgicos.

Trabalhos futuros trabalhos poderdo investigar melhor a expressdao dos
transportadores e também a fungdo e expressao dos receptores, e aprofundar os estudos

clinicos.



6. CONCLUSOES

Estudo Pré-Clinico:

1 - O Face® atuou como um possivel modulador do sistema
glutamatérgico, gracas a alteracio na ativacdo dos transportadores de
glutamato dependentes de Na*, bem como dos independentes de Na*, no

hipocampo de ratos tratados por 30 dias .

2 - Nao se evidenciou toxicidade do Face® nas estruturas cerebrais,
hipocampo, cerebelo ou cértex dos animais estudados analisada pelos métodos

de reducdo do MTT e dosagem dos niveis de amonia.
Estudo Clinico:

Ap6s 60 dias da utilizagdo do pool de aminoacidos Face® em individuos

com a SXF é possivel concluir que:

1 - Na amostra de individuos tratados é possivel afirmar que houve
ganhos na memorizag¢do, na cogni¢do, no aprendizado, no comportamento e no

aspecto emocional principalmente nos afetados e zona gray.

2 - Em se tratando de autismo, obteve-se resposta positiva no aspecto

social e comportamental. Este é um fato incomum nos relatos pesquisados.

3 - E importante aprofundar o estudo da composicdo quimica, e
mecanismos de acdo farmacocinéticos e farmacodindmicos do produto Face®,

tendo em vista os bons resultados obtidos.

4 - De forma analoga, e conhecendo mecanismos de outras doengas, por
similaridade, novos estudos devem ser implementados para analises de
beneficios do emprego do Face®, tais como o Mal de Alzheimer, doenca de
Parkinson, doencas causadas por estresse oxidativo, e doengas com alteragao de

atividade glutamatérgica.
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Anexos

ANEXO 1 - Tabela de Fenétipos para SXF
(Questionario)

FICHA PARA AVALIACAO DE PACIENTES ANTES E APOS FACE

Data:

Nome: Idade:

Repeticdes de CGG:

Fase Inicial - FASE1( ) FASE 2 — Apds a ingestéo de 2 frascos ()
FASE 1 FASE 2
Data: Data:

SIM/NAO
MELHOROU
1. FISICO 1.a. testa proeminente

1.b. prognatismo

1.c. palato alto

1.d. estrabismo

1.e. convulsdo

1.f. orelhas grandes

1.g. orelhas em abano

1.h. pés chatos

1.i. menopausa precoce

1.j. macroorquidismo

1.1.falta de controle do
esfincter

1.m. escoliose

1.n. dor no peito

1.0. acne

1.p. tremor

1.g. presséo alta

1.r. cardiaco

2. RETARDO MENTAL

2.a. leve

2.b. moderado

2.C. grave

2.4d.Ql

3. FALA

3.a. ndo fala

3.b. ndo termina frase

3.c. come palavras

3.d. troca palavras

4. AUTISMO

4.a. autismo like

4.b. autismo verdadeiro

5. APRENDIZADO

5.a. dificuldade em
matematica
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5.b. dificuldade na
compreensao

5.C. concentragao

5.d. déficit de memoria

5.e. escreve com
dificuldade

5.f. ndo escreve

5.g. vontade de estudar

6. COMPORTAMENTAL

6.a. agressividade

6.b. repetitivo

6.c. imitativo

6.d. hiperativo

6.e. maneirismos de mao

6.f. falta de contato no
olhar

6.9. isolamento social

6.h. impulsivo

6.i. instabilidade do
humor

6.J. tiques nervosos

6.k. auto agressao

6.l. agitado

6.m. dependente

6.n. sem iniciativa

6.0. fixacdo

6.p. irritado

6.9. cisma

6.r. mudanca de rotina

6.S. nervoso ou
temperamental

6.t.devagar

7. EMOCIONAL

7.a. timidez

7.b. depressao

7.C. stress

7.d. ndo resolve
problemas

7.e. ansioso

7.f. triste

7.9. angustia

7.h. autoestima baixa

7.1. fantasia

7.J. medo

7.k. pavor noturno

7.1. panico

8. MOTOR

8.a. ndo caminha

8.b. caminha com
dificuldade
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE)

Meu nome € Ingrid Tremel Barbato e estou desenvolvendo a pesquisa
“Verificacdo da Eficacia do aminoacido Face” como suplemento alimentar
em pacientes portadores da Sindrome do X Fragil.

O Face® é uma mistura de aminoacidos, produzido pelo Laboratério
LBE, em Sdo José-SC, de natureza organica, utilizado em outras
patologias.

O objetivo desta pesquisa é avaliar se a substéncia trard ou néo
algum beneficio (melhora da fala, aprendizado, comportamento) para 0s
portadores da sindrome do X-fragil. A pesquisa sera realizada de forma
que vocé, seu filho (a) e esta pesquisadora, ndo saberdo se estdo tomando
ou ndo a substancia (estudo duplo-cego). A pesquisa sera realizada através
de um questiondrio com sintomas comuns da Sindrome, com respostas
Sim e N&o. Durante 60 dias vocé ou seu filho(a) deverdo tomar 2 vezes ao
dia 15 gotas do frasco que irdo receber( 2 frascos). Ao final deste periodo
0s participantes deverdo voltar para responder um novo questionario e
sabermos quem realmente estava tomando o Face. N&o se espera qualquer
risco ou desconforto no uso da mistura dos aminoacidos. Esta pesquisa
possui interesse cientifico, portanto a qualquer momento o senhor (a) ou
seu filho(a) poderdo desistir inclusive sem nenhum motivo.

Por ser voluntario(a) e sem interesse financeiro, o senhor(a) € ou seu
filho(a) ndo terdo direito a nenhuma remuneracao.

As informacg6es fornecidas serdo privadas e sigilosas, e serdo utilizadas
cientificamente.

Eu: , representante
legal de aceito  participar
como voluntério(a) nesta pesquisa, , e fui suficientemente esclarecido(a)
sobre a pesquisa “Verificacdo da eficacia do aminoacido Face em
portadores da Sindrome do X fragil”.

Pesquisadora principal:
Pesquisador responsavel

Florianopolis, de 2004.

Assinatura: RG:
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ANEXO 3 - Escala de Comportamento

Adaptativo Vineland (Vineland Adaptive

Behavior Scales)

FrcCL -USP. 4 1
Dop. Psicol. Educacional

ESCALA DE MATURIDADE SOCIAL DE VIMELAND .

Tradugao revista por Lourencdo van Kolck, do original de Doll, E.A ., Vineland Maturity
Scala Educ. test Bureau, Mineapalis, U.S. A, 1947.

Legenda:

¢ Comunicagao AG: Auto-governo

L' locomogao AGE: Auto-auxilio geral

O Ocupacéo AC: Auto-auxilio para comer
S Socializagao AV: Auto-auxilic para vestir

NIVEIS DE IDADE -
0-1

C... 1. Resmunga, ri
Vocaliza inarticuladamente (além de chorar). Balbucia espontaneamente ou arrulha com
animacg&o evidente ou satisfagéo. Ri espontaneamente estimulado.

Age...2. Equilibra a cabega
Conserva a cabe;ca erguida voluntariamente (sem auxilio) com tronco ereto por periodo
indefinido (cerca de um minuto).

Age...3. Agarra objetos ao seu alcance.
Escolhe ou toma objetos dentro do alcance do seu brago.

S... 4. Procura por pessoas familiares.
Pede para ser pego ou mostra desejo de ser carregado pela mae, pai, ou outra pessoa da
familia; ou de outro modo mostra claramente reconhecimento.

Age...5. Vira sobre si (rola).
Deitado de brugos, vira sobre si de costas ou vice-versa, sem auxilio.

Age...6. procura alcancar objetos préximos.
Esforga-se por obter cbjetos proximos, mas além do alcance. -

0 ..7. Distrai-se sozinho (a)

Brinca com chocalhos ou outros objetos simples, ou distrai-se ‘com outras ‘atividades’

simples, por ¥ de hora ou mais, sem necessidade de atengao.

Age...B.Senta-se sem apoio.

Senta-se direto sobre superficie dura, plana, sem apoio, por periodo indefinido (cerca de
um minuic). O equilibrio pode ser inseguro, mas o corpo néo cai da postura espinal reta.

Age...9. Ergue-se sozinho (a).

‘DOLL, E. A , Vineland Social Maturity Scale. Manual of birections. Educ. Test Bureau, Minn., U,S.A .pags.
12-48 &7 Consult Psych.,1840,4,123-122.

e el ¢ 2oty Ml
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Chega a uma posigéo ereta segurando em algum objeto (nfo em umé@pessoa), erguendo-
se sozinho.

C...10. “Fala”, imita sons.
Tagarela ou usa conversa inarticulada, que revela aparente tentativa d imitar ou expressar
palavras, como algo mais do que.o prazer de vocalizagao.

AC..11. Bebe em xicara ou copo.com auxilio.
Usa xicara ou copo para beber, auxiliado por alguém para segurar ou ajudar a segurar a
xicara ou o copo, e bebe sem derramar muito.

L...12. Move-se pelo assoalho (engatinha)
Movimenta-se pelo chéo por rastejo ou engatinhando, mas pode ser observado enquanto
faz isso.

Age. 13. Agarra com polegar e o dedo.
Opbe o polegar e o dedo, agarrando algo, ao contrario do agarrar com o punho ou a palma
faz isso.

S... 14. Solicita atengdo pessoal.

Demonstra desejo de ser abordado cu de ser posto em relagéo com outra pessoa de
qualquer modo, tal como atraindo atengdo para si ou para suas proprias atividades, além
de mero manuseio ou cuidado das necessidades fisicas.

Age. 15. Fica de pé sozinho*(a).

Fica em pé sem auxilio numa superficie dura lisa, ndo segurando em objetos ou pessoa,
por periodo indefinido (cerca de um minuto). Equilibric pode ser inseguro e pode
apresentar-se movimentos dos pés, mas a postura total & mantida ereta.

AC. 16. Nio baba.
Tem o controle da saliva, de modo que n&o requer comumente que enxugue a boca ou o
queixo, exceto quando come.

C...17. Obedece instrugdes simples.

Vem quando chamado; anda pequenas distancias até pontos determinados, conforme
ordens; aponta para objetos especiais em figuras quando solicitado; faz pantominas de
nené, a pedido em geral, coopera a pedidos verbais em atividades muito simples.

-
L... 18. Anda pelo aposento sem auxilio.
Anda pelo quarto, ndo meramente como um ato mecénico, mas como evidencia de

responsabilidade pessoal crescente. Pode exigir observagio ou cuidados ocasionais

O ...19. Rabisca com lapis preto ou de cor.
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Distrai-se com crayon ou lapis durante curtos periodos, risca para dffia e para baixo. De
lado a lado, ou com movimentos circulares sem quebrar a ponta ou rasgar o papel. Faz
isso espontaneamente ou a pedido como meio de se ocupar.

AC... 20. Mastiga os alimentos.
Mastiga os alimentos sélidos ou semi-sélidos antes de engolir

AV. 21. Tira as meias.
Remove meias soquete, meias compridas ou sapatos sem auxilio, se desapertado, como
um ato de se despir e ndo meramente com um significado de brinquedo.

O ...22. Muda objetos de lugar.
Deseja de um recipiente para outro sem derramar, remover, transfere, muda de lugar
objetos de uma maneira um pouco intencional; arranja objetos em um padrao ou ordem.

Age. 23. Transpdes obstaculos simples.

Abre portas fechadas, sobe cadeiras, usa banco para alcangar algo, usa bastdo como
instrumento, remove simples impedimentos; usa cesto ou receptaculos para carregar
coisas.

0 ...24, Vai buscar ou carregar objetos familiares.

Desempenha recados a pedido, tais como: levar determinados objetos ou traze-los de ou
para lugares proximos, ou levar e trazer mensagens simples de ou para pessoas
préximas.

AC. 25. Bebe em uma xicara ou em copo sem auxilio,
Usa xicara ou copo, sem auxilio para beber segurando na asa ou mantendo o copo com
uma ou com as duas maos, sem graves derramamentos,

Age. 26. Abandona o carrinho de bebé.
N&o anda mais em carrinho de bebé. Caminha ou usa carrinho de andar quando sai.

$ ...27. brinca com outras criangas.

Brinca independentemente, sem criar antagonismo em companhia de outros
aproximadamente de mesma idade ou nivel social. A atividade & mais individual do que
cooperativa, mas ele se adapta com as outras criangas.

AC. 28. Come com colher.

Usa colher & mesa ou na cadeira alta para comer na tlge!a xicara ou prato, e faz isto sem
ajuda e sem derramar muito. @

L ...29. Anda nela casa ou quintal (ou jardim).
Anda pela casa ou quintal somente com supervisdo ocasional relacionadas ou lugares ou
agbes e a causa poucos problemas ao faze-lo.

AC. 30. Distingue substancias alimentares.
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Evita comer lixo, e facimente distingue entre substancias comgns adequadas ou

inadequadas para comer, sem necessidade de seleciona-las. Pode morder objetas duros
mag nAan reqyer vigilancia nesta eantirdn

C...31. Usa nome de objetos familiares.

Usa nomes de varios objetos familiares (ndo incluindo pessoas) para fins particulares; néo
s6 diz o0 nome desse objetos quando apresentados, mas os pede ou se refere a eles pelo
seu nome espontaneamente. Nomes podem ser substituidos por corruptelas de palavras
corretas, mas devem ser mais do que sons meramente reconheciveis.

L ...32. Sobe escadas sem auxilio.
Sobe escadas sem ajuda, anda mais do que rasteja, pode se apoiar no corrimao ou muro
(ndo em pessoas) e pode subir colocando os dois pés em cada degrau.

AC . 33. Desembrulha balas,

Recebendo balas ou alimentos embrulhados, remove o involucro em sugestéo ou ajuda
antes da comer

C...34. Fala em frases curtas.

Usa pequenas sentencas ou frases ou combinacdes. suieito-obieto. com vocabularin da 25
palavras ou Mais. A linguagem & praticamente util dentro destes limites, e ndo mero
papaqaiamentn

Age, 35. Pede para ir ao banheiro.
Por atos ou palavras expressas a alguém o desejo de ir ao banheiro e raramente tem
durante o dia acidentes” . Pode ser auxiliado no banheiro

0 ...36. Inicia-se seus préprios jogos infantis.

Ocupa-se com brincadeiras ou atividades semelhantes, de propria iniciativa ou por simples
sugestdes, tais como desenhar ou pintar com lapis ou crayon, construir com blocos, vestir
bonecas, olhar livros ou desenhos. Pode faze-lo com outros mas néo exige supervis&o.

AV. 37. Tira o casaco ou a roupa.
Tira o proprio casaco, foupa ou sobretudo sem auxlho quando o mesmo esta
desabotoado.

AC. 38. Come com garfo.
Usa garfc sem derramar muito, para comer alimento sélido que néo requer que se corte.

AC. 39. Bebe agua sem auxilio.

Quando deseja beber & capaz de faze-lo em circunstdncias comuns em ambientes
familiares, sem auxilio obtendo xicaras ou copo se acessivel, abrindo e fechando a
tomeira sem graves riscos ou desordens.

T g
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AV. 40. Enxuga as préprias m&os.

Enxuga as préprias maos aceitavelmente sem auxilio. As maos poffem ser lavadas para
ele.

Age. 41. Evita perigos simples.

Abriga-se da chuva, literal ou figuradamente falando. Mostra algumas precaugbes, a
respeito de estranhos é cuidadosc evitando cair de escadas ou lugares aitos; evita perigos
de objetos tais como fésforos, utensilios afiados, vidros, néo saia a rua é precavido com
animais.

AV. 42, Pdes o casaco ou a roupa sem auxilio.

Veste sem ajuda, o proprio casaco, roupa ou sobretudo, mas que ndo precisem ser
abotoados.

s
0 ...43. Usa tesoura para cortar.
Usa tesoura sem ponta ao cortar papel ou pano. Assim, o faz seguramente e sem perigo,
sem fazer estragos, mas pode ser supervisionado.

C ...44. Conta suas experiéncias.
Da simples relatérios de experiéncias ou conta histdrias (espontaneamente) com
sequéncia, conteudo coerente e detalhes relevantes. A forma do vocabulario e da
linguagem ndo sé&o tao importantes.

mn-v

L...45. Desce escada com um pé em cada degrau.
Desce escada um passo por andar sem ajuda.

$ ...46, brinca cooperativamente ao nivel de jardim de infancia.
Participa de atividades coordenadas de grupo, tais como brincar de roda, brinquedos de
imaginagao de grupo, chas ou atividades onde € exigida mutua ou reciproca.

AV..47. Abotoa casaco ou vestido.
Veste seu proprio casaco, roupa ou sobretudo e abotoa os mesmos sem ajuda.

O ...48. Ajuda em pequenos trabalhos caseiros.
Ajuda em pequenas coisas pela casa, tais como: Ieva recados guardar ccnsas por & tirar a
mesa dar comida acs animais, tirar o po.

§ ...45. Representa para os outros.

Faz certas proezas de imaginagio ou para entretenimento dos outros tais como: recitar,
cantar, dangar de uma maneira suficientemente meritéria para ser mais do que anenas
engragadinho.

AV. 50. Léva as mdos sozinho.
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Lava as préprias maos aceitavelmente, sem auxilio e enxuga as @esmas sem sujar a

toalha.

V-V

Age 51. Cuida-se no banheiro

Vai ao banheiro so, sem ajuda. Tira e pSe as proprias roupas (pode requerer ajuda para
abotoar os botdes das costas) e desempenha cutras operagdes necessarias. Ndo ha
acidentes durante o dia.

AV, §2. Lava o rosto sozinho.
Lava seu proprio rosto (exceto orelhas) aceitavelmente e enxuga sem auxilio.

L ..53. Anda pela vizinhanga sozinho.

Anda pela vizinhanga imediata sem supervisdo. Pode receber restrigbes quando a areas
ou limites, e pode ser requerido um conhecimento dos lugares frequentados ou atividades
mas no fundo, esta sozinho é livre dentro destes limites.

AV. 54. Veste-se mas Ndo amarra.

Veste-se sozinho exceto os corddes, fitas ou lagos. Abotoa de forma comum. As roupas
sdo separadas ou designadas. Recebe ajuda para vestir cachecol, capa ou galochas
quando vai sair e roupas especialmente dificeis tais como sobretudo ou macacéo.

0 ...55. desenha com lapis ou crayon,
Desenha com lapis ou crayon e produz formas simples mas reconheciveis, tais como
homem, casa, arvores, animal, paisagem. Utiliza coloragdes detalhadas ou diferenciais.

$ ..56. Brinca com jogos competitivos. _
Toma parte em jogo competitivo ativo em pequenocs grupos de 3 ou 4 da mesma idade.
Ex.: pegador, esconde-esconde, pi&o, pular, corda estatua.

V-vi
0 ...57. Usa patins, carrinhos.
Toma conta de si mesmo, sem supervisdo, fora do préprio quintal quando usa patins,
trend, carrinho, velocipede, patinete e brinquedos semelhantes que envolvam algum
perigo.

C ...58. escreve (letra de forma) palavras simples. )

Escreve legivelmente seu primeiro nome ou algumas palavras famxhares de trés ou guatro
letras, sem copiar. Assim o faz de prépria iniciativa ou por ditado. Ndo é essencial
escrever certo.

5 ...58. brinca com jogos de mesa simples.
Joga com os outros, jogos de mesa que requerem rodizio, observando regras, levando em
conta as metas e o faz sem discussdo (domind, xadrez, etc.).

e —— .




Anexos 150

FFCL -USP. 7
Dep. Psicol. Educacional

AG ...60. Confiam-lhe dinheiro. &

E responsavel por pequenas quantidades de dinheiro quando mandado & fazer
pagamentos ou compras especificadas, E cuidadosos com a mesma e a usa como
solicitado. Habilidade para fazer trocos ndo é necessaria.

L ...61. Vai a escola sozinho,
Sai para a escola ou outro lugar familiar fora da vizinhanga imediata sozinho. Pode ir em
companhia de amigos, mas ninguém ¢ diretamente responsavel por ele.

VI-VII
AC ...62. Usa faca para espalhar.
Usa faca de mesa em circunstancias comuns para passar manteiga ou geleia no p&o.

C ...63. Usa lapis para escrever.

Escreve (ndo letra de forma) legivelmente com lapis uma dizia ou mais de palavras
simples, com grafia correta. Assim o faz de propria iniciativa ou por ditado, mas ndo
copiando.

AV ...64. Toma banho com auxilio.
Toma banho supervisionado. Pode ser ajudado ao preparar o banho, ac lavar e secar o
cabelo e nos retoques.

AV ...65. vai para a cama sozinho.

Desempenha as operagbes para deormir sem ajuda, vai para o quarto sozinho: despe-se |
vai ao banheiro, apaga a luz, etc., de acordo com a rotina familiar. Pode ser acompanhado
ou pajeado por questdes de sentimentalismo mas realmente n&o necessita nenhuma
ajuda ou companhia.

ViIi-Vill

AGE. .66. Vé as horas de 15 em 15 minutos.

L& os reldgios comuns com aproximagao ao quarte de hora mais proximo e realmente usa
relégio com finalidade praticas.

AC.. 67. Usa faca para cortar.
Usa faca para cortar carne. Pode ser auxiliado ocasionalmente éom carne dura ou dificil,
tal como carne com ossos, ou de galinha.

S ...68. Ndo acredita em papai-noel.

Rejeita o conceito antropomérfico, mas pode reter o conceito emocional ou simbdlico:
também rejeita outros conceitos animicos como fadas, coelhos da pascoa e personificagéo
de objetos ou acontecimentos.

$ ...69. Participa de jogos pré-adolescentes.
DO \inaland ©oaielis
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MENINOS: participa de jogo cooperativo em grupo gue nao requg uma habilidade
definida e tem apenas regras brandas, tais como futebol. bola ao cesto ou basebol
desorganizado; brinquedos em fila, tais como: seguir o chefe, gate e rato e faz excursdes
ou passeios de bicicleta ou a pé.

MENINAS: Participa de representagdes draméticas simbolizando situagdes domesticas ou
sociais, tais como: brincar de casinha, escola, médico, enfermeira, loja.

OBS: nota a diferenga de sexo em brinquedo nesse estagic e a mudanga no brinquedo
das meninas para um tipo mais sedentério. Entretanto dar crédito ao item sem considerar
o sexo se esta diferenciagdo nao foi ainda bem estabelecida

AV ...70. penteia-se e escova os cabelos.
Escova 0 cabelo aceitavelmente sem ajuda ou corrego quando se veste, sai ou recebe
conhecidos.

VIll-IX

0 ...71. Usa ferramentas ou utensilios.
Faz algum uso pratico de instrumentos ou utensilios simples tais como martelo, serra,
chave de fenda, utensilios domésticos ou de costura, ferramentas para jardim.

0 ...72. Faz trabalhos caseiros de rotina.

Ajuda efetivamente em trabalhos simples em casa que s&0 de rotina e pelos quais assume
alguma responsabilidade contifua, tais como: tirar 0 p6, arrumar, limpar, lavar pratos, por
ou tirar a mesa, fazer a cama.

C ...73. Lé por sua propria iniciativa.

Faz uso independente e eficiente do material simples de leitura (mais ou menos no quarto
ano). tais como trechos comicos, titulos de filme, historias simples, notas, instrucoes
simples, novos itens elementares, para o proprio entretenimento ou informag&o.

AV ..74. Toma banho sozinho.
Toma banho aceitavelmente sem ajuda, despe-se, prepara-se para a banheira ou

chuveiro. Lava-se e enxuga-se sem necessidade de retoque, nao incluindo lavar e
enxugar o cabelo.

IX-X

AC. 75. Cuida-se a mesa,

Cuida de suas proprias necessidades & mesa, serve-se de acordo com suas

necessidades, em geral sabe lidar com coisas como: batalas assadas, carnes dificeis,
ovos cozidos, etc.

AG ..76. Faz pequenas compras.

Compra artigos uteis escolhendo ou selecionando e & responsavel pela seguranga dos

artigos do dinheirc e do troco correto. O faz independentemente ou pode seguir ordens
explicitas
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L ...77. Anda livremente pela cidade.
Anda pela cidade sozinho ou com amigos, fora da vizinhanga imediata indo a pontos

especificos. Pode ser restringido a areas ou limites, porém estes sdo mais remotos do que
a vizinhanga proxima.

X-XI

C ...78. Escreve ocasionalmente cartas curtas.

De vez em quando escreve cartas resumidas a amigos ou parentes por iniciativa propria
ou se€guinde algumas sugestdes e o faz sem ajuda, com excegdo quanto a grafia de
palavras ndo comuns e do fornecimento de enderegcos desconhecidos. Subscrita
envelopes e providencia o seu envio.

C ...79. Faz chamadas telefonicas.

Usa telefones locais para fins praticos, isto é procura os numeros, faz ligagbes e mantém
de modo eficiente conversagbes Uteis, ndc incluindo chamadas interurbanas, nem
telefones automaticos ou de discos, com excegdo de onde esse tipo for de uso comum.

C...80. Faz pequenos trabalhos remunerados.

Efetua trabalhcs ocasionais ou intermitentes, de propria iniciativa, em casa ou vizinhanga,
pelos quais sé&o —lhe pagas pequenas somas ou as quais merecem pagamento tais como:
trabalhos avulsos. cuidar da casa, ajudar a cuidar de criangas, costurar, vender revistas,
carregar jornais. '

O ...81. Responde a anuncios; faz compras pelo correio.
Responde a revistas, radio ou outra propaganda enviando cupons. pedindo amostras,
solicitando literatura, fazendo compras por catalogos.

X1-X1l

O ...82. Realiza trabalhos criativos simples.

Faz coisas uteis. consertos simples ou trabalho produtivo; cozinha, assa, ou costura um
pouco de jardinagem; cuida de animais, escreve pequenas histdrias ou poemas, faz
desenhos ou pinturas simples.

AG..B3. E deixado & sos para cuidar de si ou de outros.

E as vezes deixado sozinho, ou sua propria responsabilidade, por uma hora ou mais em
casa ou no trabaino e é bem sucedido, tratando d suas necessidades imediatas ou das
pessoas deixadas a seu cuidado.

C...B4.Gosta de livros, jornais e revistas. :
Lé para informagdes préticas ou para seu agrado pessoal, histérias ou noticias nos jornais,
revistas de historias, livros de biblioteca, historias de aventuras ou romances.
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Xi-Xv

§...85 Entregua-se a jogos dificeis.

Participa de jogos relativamente complexos e especializados e de esportes como jogos de
cartas. beisebol, bola ao cesto; ténis, natagdo Compreende as regras e 0s processos de
contagem.

AV..86.Cuida-se completamente quanto a roupa.

Requer raramente auxilio quanto aos cuidados pessoais, incluindo lavagem e secagem de
cabelos, cuidados das unhas, barbear-se (se tiver barba), escolha certa de roupa de
acordo com a ocasido e o tempo. Amarra gravata, fitas e lagos.

AG. ..87. compra os proprios acessorios de vestuario.

Escolhe e compra com cuidado de ver a utilidade, o prego € o tamanho, pequenos artigos
de roupas pessoal, tais como fitas, gravatas, roupas de baixo, sapatos, elc., n&o incluindo
ternos, vestidos, paletds, chapéus. Autoridade e dinheiro ou crédito pode ser fornecido por
pessoas mais velhas

S ..88. Participa em atividades de grupos de adolescentes.

E membro ativo de um grupo comunitario, time esportivo, clube, organizagdo social ou
literaria. Planeja e participa de dangas, festas, excursdes, espories ao ar livre. elc., em
grupos representando um conjunto social de idades e interesses similares, sem lideranga
de adulto.

O ..89. Realiza afazeres rotineiros de sua responsabilidade.

E responsavel para desenhar trabalhos periédicos e variaveis, tais como as tarefas
familiares: servir & mesa ajudar nos trabalhos caseiros, cuidar do jardim, limpar o carro,
lavar janelas

XV-XVIil

C...90. Comunica-se por carta.
Escreve cartas comerciais ou sociais que $do mais que superficiais e que exigem

comunicagéo de informagdes sérias, troca de noticias importantes, dando ou conhecendo
instrugdes.

C ..91. Acompanha acontecimentos correntes. o p _
Discute noticias gerais, esportes, acontecimentos Sensacionais e segue tais coisas com
alguma continuidade.

L ..92. Vai sozinho a lugares préximos (fora dos limites da cidade).

Sai dos limites da cidade natal e € pessoalmente responsavel pelos proprics preparativos
ao fazé-lo. E livre, ndo meramente seguido diregbes explicitas ou indo de um ponto
conhecido a outro e voltando. A distancia percorrida ndo precisa ser grande, mas as areas
séo relativamente nig familiares
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XX-XXV L

AG. 102. Emprega previdentemente o dinheiro. _

Vive dentro de um rendimento, quita suas obrigagbes financeiras prontamente, evita
desperdicio e exiravagancias, dentro de um nive! de vida prudentemente relacionados
com rendimentos, receitas e obrigagdes. Os gastos sdo para projetos sérios mais do que
para causas frivolas.

S...103. Assume responsabilidade além do que lhe é necessario.
Contribui para o sustento de outros; € um bom vizinho, participa da responsabilidade de
outros.

S...104. Contribui para o bem estar social.

Participa do trabalho social local, ou atividades de natureza altruistica e assim faz a
iniciativa prépria; da ajuda pessoal ou financeira para grupos sociais como igreja, escola e
organizagbes de caridade. E membro ativo de clubes ou grupos sociais semi-profissionais
como Associagdes de pai e Mestres, corporagao religiosa, organizagdo ocupacional ou
politica.

AG. 105. E previdente quanto ao futuro.

Mantém independéncia econdmica (tolerancia devendo ser feita e emergéncias foro do
proprio controle). Prevé futuras necessidades ou vantagens, pondo de lado parte
significante do rendimento ou recursos em economias, seguro, investimento, etc. Compra
a crédito a propria casa, mobilia para a casa, faz previsao para o ensino superior dos
filhos e outros gastos em investimentos que tenham valor moeda corrente ou que
antecipa. o futuro bem estar, em oposigdo as necessidades imediatas de prazer. Adia
satisfacbes imediatas. por beneficios remotos. O padrdo de vida permite um superavit
para emergéncias.

XXV ou mais

O ...106. realiza trabalho especializado.

Esta empregado como diarista em ocupagbes habilidosas (tecnicos ou escritdrio) ou de
supervisdo, tais como escriturario, artesdo. Enfermeira, sitiante, pequeno comerciante,
capataz. empregado doméstico. Ou continua os estudos no nivel superior.

0 ...107. Emprega-se a recreagdes benéficas.
Faz uso aproveitavel do tempo vago ou melhora o bem estar mental e fisico com leituras,
jogos e esportes, hoobies, jardinagem, musica, arte, teatro. (Recreagbes meramente

passivas, distragbes de baixo nivel mental ou ocupagbes para matar o tempo ndo devem
cer creditadas).

S ...108. Sistematiza o proprio trabalho.

Trabalha com iniciativa propria com o sistema capaz de promover um uso mais eficiente
de habilidades e oportunidades. Faz seu programa de trabalho de maneira que possa ter
despesas imprevistas, e 0 segue tendo em vista aumentar a quantidade, qualidade e a

variedade de trabalho. Usa novos engenhos e métodos para aumentar a eficacia do
trabalho.
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S ..109. Inspira confianca. )
E apoio em tempos de afligdo ou necessidade, ajuda em tempo de emergéncia., €

consultado em assuntos que requerem lideranga ou bom julgamento. Ocupa posicao de
confianga na sociedade. ‘

S ...110. promove o progresso civico.

Toma parte ativa no melhoramento de movimentos civicos, comerciais, sociais, industriais,
educacionais além da rotina ocupacional imediata. E membro proeminenie de grupo
operacional, profissional, fraternal, civico, religioso ou outro que contribua para © bem
estar publico.

O ...111. Supervisiona atividades profissionais.
Dirige negécio proprio acima do nivel dos pequenos mercados, ou mantém posigéo de
pequena capacidade executiva mais alta do que de capataz em trabalho de rotina

AG.. 112. Faz compras para outros.

Faz ou aprova grandes compras, fora das proprias necessidades ou das necessidades
domeésticas dos dependentes como agente para outros, envolvendo responsabilidade e
escolha critica, com arbitrio maduro, quanto a convivéncia e custo.

O ..113. Dirige ou oriente trabalhos de outros.

Mantém posigdo executiva superior ou de supervis@o técnica ou emprega varios
trabalhadores por sua propria conta. Planeja e organiza o trabalho dos outros de modo
mais amplo. o

O ..114. realiza trabalho técnico ou profissional.
Produz trabalho altamente habilidoso ou executivos acima do nivel de diaristas ou
consegue carreira profissional, literéria ou artistica de alto merito.

S .115. Compartilha de responsabilidades na vida da comunidade.

Participa da diregio geral de grandes empreendimentos. Ex.. membro do conselho de
diretores de importantes organizagbdes de negdcios, sociais, educacionais, institucionais ou
civicos. Ocupa posi¢do importante de confianga publica,

0O . 116. Cria as proprias oportunidades.

Domina o ambiente e executa seus proprios planos, designa a maneira de fazer certas
coisas, contribui com idéias, sai da rotina aceita; tem sucesso ao desenvolver novos
descobrimentos, operagdes melhoradas, diregio mais eficiente. Sustenta as atividades
criativas ou de organizagdes durante um periodo apreciavel de anos.

S ..117. Contribui para o bem estar geral.
Obteve amplo reconhecimento como alguém que promove progresso publico em campos
filantrépicos, religiosos , educacicnais, culturais, cientificos, industriais e patribticos.
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E 3
Escala de Maturidade Social de Vineland
Pontos:
Idade Social (IS):
Quociente Social (QS):
1 40 79
Z 41 80
3 42 81
4 43 82
5 44 83
6 45 84
7 46 85
8 47 86
9 48 87
10 49 88
11 50 89
12 51 90
13 52 91
14 53 92
15 54 93
16 55 94
17 56 95
18 57 96
19 58 97
20 59 98
21 60 99
22 61 100
23 62 101
24 63 102
25 64 103
26 65 104
27 66 105
28 67 106
29 68 107
30 69 108
31 70 109
32 71 110
33 72 111
34 73 112
35 74 113
36 75 114
37 76 115
38 77 116
39 78 117
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ANEXO 4 - Escala de Tracos Autisticos (ATA)

PROTOCOLO DE AVALIACAO X-FRAGIL
NOME:

NOME DOS PAIS:
ESCOLARIDADE:

DATA DE NASCIMENTO:
DATA DA AVALIACAO:

Escala de Avaliacdo de Tracos Autisticos (ATA)

Scale of autistic traits

[ dificuldade na interagdo social

II manipula¢io do ambiente

111 utiliza¢8io das pessoas a seu redor

IV resisténcia 4 mudanga

V busca de uma ordem rigida

VI falta de contato visual/olhar defendido

VII mimica inexpressiva

VIII distirbios de sono

IX alteragdo na alimentago

X dificuldade controle esfincteres

XI exploragio do objetos (apalpar/chupar)

XII uso inapropriado dos objetos

[ XIII falta de atengdo

X1V auséncia de interesse pela aprendizagem

XV falta de iniciativa

XVI alteracéio de linguagem e comunicagao :

XVII ndo manifesta habilidades e conhecimentos

| XVIII reagdes inapropriadas ante a frustragio

 XIX ndo assume responsabilidades g
XX hiper./hipoatividade

XXI movim. estereotipados e repetitivos [

| XXII ignora o perigo '

XXIII aparecimento antes dos 36 meses

Obs:
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ANEXO 5 — Mini-Exame do Estado Mental (Mini-Mental
State Examination (MMSE)

*

MINIEXAME DO ESTADO MENTAL’

Paciente:

Avaliador: Data da Avaliacdo: /

ORIENTAGAO TEMPORAL (5 pontos)

* Dia da semana (1 ponto)
* Dia do més (1 ponto)
* Més (1 ponto)
= Ano (1 ponto)
= Hora aproximada (1 ponto)

ORIENTAGAO ESPACIAL (5 pontos)

* Local genérico (residéncia, hospital, clinica) (1 ponto)
* Local especifico (andar ou setor) (1 ponto)
* Bairro ou rua préxima (1 ponto)
* Cidade (1 ponto)

* Estado (1 ponto)

MEMORIA DE FIXACAO (3 pontos)
* Repetir: Vaso, carro, tijolo.
1 ponto para cada palavra repetida na primeira tentativa
Repita até as trés palavras serem repetidas (maximo de 5 tentativas

ATENCAO E CALCULO (5 pontos)
* Subtracdo: 100-7 sucessivamente, por 5 vezes
(1 ponto para cada calculo correto)

MEMORIA DE EVOCACAO (3 pontos) : -
* Lembrar as 3 palavras repetidas anteriormente (em MEMORIA DE FIXACAO
(1 ponto por palavra certa)

LINGUAGEM (8 pontos)

* Nomear objetos: um relégio e uma caneta (2 pontos)

* Repetir: “nem aqui, nem ali, nem 13" (1 ponto}

* Seguir comando verbal: "pegue este papel com a mao direita,
dobre ac meio e cologue no chao (3 pontos)

= Ler e sequir comando escrito (FRASE}: "feche os olhos” (1 ponto}

« Escrever uma frase (1 ponto)

PRAXIA CONSTRUTIVA (1 ponto)
» Copiar um desenho (1 ponto) i ]

ESCORE: | __ /30 |

0 |

[]

0 I I

* Normas sugeridas para o uso do mini-exame do estado mental
| s T {(MEEM) no Brasil. Brucki SMD, Niitrini R e col. In press




