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RESUMO

O acido etilmalénico (EMA) se acumula em tecidos e fluidos biolégicos de
pacientes afetados pela deficiéncia da desidrogenase de acil-coenzima A de cadeia
curta (SCADD) e pela encefalopatia etiimalénica (EE). Ambas as doencas
caracterizam-se por sintomas neurolégicos e musculares. O presente trabalho
investigou os efeitos da administracdo aguda de EMA sobre parametros de estresse
oxidativo em cOrtex cerebral e musculo esquelético de ratos de 30 dias de vida. Os
animais receberam trés inje¢bes subcutaneas de EMA (6 pmol/g; 90 minutos de
intervalo entre as injecdes) e foram eutanasiados 1 hora apds a ultima injecdo. Os
animais do grupo controle receberam solucdo salina nos mesmos volumes. A
administracdo de EMA aumentou significativamente os niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico e o conteddo de grupamentos carbonila em cortex
cerebral e mauasculo esquelético, quando comparados ao grupo controle. A
administracdo aguda de EMA também aumentou significativamente a oxidacdo de
2, 7’-diclorofluoresceina reduzida e a geracdo de anion superéxido. Por outro lado, a
atividade da enzima glutationa peroxidase em cOrtex cerebral foi inibida pela
administracdo de EMA, em comparacao ao grupo controle. Adicionalmente, os niveis
de glutationa reduzidas encontraram-se diminuidos no musculo esquelético dos
animais que receberam a administracdo aguda de EMA. Os resultados do presente
estudo mostram que a administracdo aguda de EMA induz estresse oxidativo em
cortex cerebral e musculo esquelético de ratos jovens, sugerindo que o dano
oxidativo possa estar envolvido na fisiopatologia dos danos neurolégicos e
musculares encontradas em pacientes afetados por SCADD e EE.

Palavras-chave: &cido etilmaldnico; deficiéncia de SCAD; encefalopatia etilmalénica;
estresse oxidativo.



ABSTRACT

Ethylmalonic acid (EMA) accumulates in tissues and biological fluids of
patients affected by short-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (SCADD) and
ethylmalonic encephalopathy, illnesses characterized by neurological and muscular
symptoms. Considering that the mechanisms responsible for the brain and skeletal
muscle damage in these diseases are poorly known, in the present work we
investigated the effects of acute EMA administration on oxidative stress parameters
in cerebral cortex and skeletal muscle from 30-day-old rats. Animals received three
subcutaneous injections of EMA (6 umol/g; 90 min interval between injections) and
were killed 1 h after the last injection. Control animals received saline in the same
volumes. EMA administration significantly increased thiobarbituric acid-reactive
substances levels in cerebral cortex and skeletal muscle, indicating an increased lipid
peroxidation. In addition, carbonyl content was increased in EMA-treated animal
skeletal muscle when compared to the saline group. EMA administration also
significantly increased DCFH oxidation and superoxide production (reactive species
markers), and decreased glutathione peroxidase activity in cerebral cortex, while
glutathione levels were decreased in skeletal muscle. The present results show that
acute EMA administration elicits oxidative stress in rat brain and skeletal muscle,
suggesting that oxidative damage may be involved in the pathophysiology of the
brain and muscle symptoms found in patients affected by SCADD and ethylmalonic
encephalopathy.

Keywords: Ethylmalonic acid; SCAD deficiency; ethylmalonic encephalopathy;
oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 Deficiéncia da desidrogenase de acil-coenzima A de cadeia curta
(SCADD)

1.1.1 Beta-oxidagdo de acidos graxos

Os &cidos graxos sustentam o metabolismo energético principalmente durante
o periodo de jejum através do processo chamado beta-oxidacdo. Este processo gera
acetil-coenzina A (acetil-CoA) e libera energia para a sintese de trifosfato de
adenosina (ATP) na matriz mitocondrial para diversos tecidos corporais (Roe e
Ding, 2001). Com excecdo das hemacias (que ndo possuem mitocéndria) e do
tecido cerebral, todos os demais tecidos corporais dependem da beta-oxidacéo para
garantir aporte energético durante o jejum (Nelson e Cox, 2011). A cadeia
carboxilica dos acidos graxos fornece substratos a importantes vias metabdlicas
para transformacdo de energia como ao ciclo de Krebs e a fosforilagcdo oxidativa

(Nelson e Cox, 2011), conforme observamos na Figura 1.

Gorduras

1
Processos de dfgestéiol
v

Acidos graxos

1
Vias de degradacdo

!

Ac etil-Cof

| 'u-\ MNAD* ADP
'c e Fosforllagao
Krehs O)cldatwa
MNADH

Figura 1: Visdo geral da integracdo entre a degradacdo de acidos graxos com o Ciclo de Krebs e a

fosforilacdo oxidativa para a formacéo de ATP (Adaptado de Nelson e Cox, 2011).
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A oxidacdo dos acidos graxos é composta de varias etapas: primeiramente
ocorre a captacao celular de acidos graxos; em seguida, a ativacdo desses mesmos
acidos graxos a eésteres acil-CoA; depois, transesterificacdo a acilcarnitinas;
translocacdo através da membrana mitocondrial; re-esterificacdo a acil-CoA e
entrada na espiral da beta-oxidac&o intramitocondrial (Figura 2), que libera acetil-
CoA e fornece elétrons para flavoproteinas transferidoras de elétrons (ETF) e para o
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD"). Cada etapa da espiral de oxidacdo
€ catalisada por enzimas especificas para o comprimento da cadeia carbbnica do

acido graxo (Smith et al., 2005).

R—CH;CH: s R O e _—» | CHC
'SCoA 'SCoA \ ,/"/ SCoA

Acil-CoA Acil-CoA q Acetil-CoA

(com n carbonos) p
(com n-2 carbonos)

FAD x\
N HS0
FADH
H 0.
| A
R— - R—C -
S S(
Trans-A2-enoll-CoA B-Cetoacil-CoA
A A
H,0 — \(\ |
N OH L—> NADH + H'
~> R—C~—C} —T
SC \
NAD'

L-Hidroxiacil-CoA

Figura 2: llustracdo das 4 etapas da beta-oxidagéo dos acidos graxos. A acil-CoA formada apés cada
volta tem dois carbonos a menos e reinicia o ciclo. Os produtos finais da via séo acetil-CoA, FADH, e

NADH. (Fonte: Smith et al., 2005)

1.1.2 Defeitos da beta-oxidag&o de acidos graxos
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Defeitos detectados na beta-oxidagdo foram descritos inicialmente na década
de 1970, quando pacientes apresentaram fraqueza muscular ou rabdomiolise apés o
exercicio fisico e apontou-se que esses sintomas estavam relacionados a deficiéncia
de carnitina (Kolvraa et al., 1982). Em 1980, foi descrita a deficiéncia da
desidrogenase de acil-CoA de cadeia média (MCADD) e, desde entdo, pelo menos
23 diferentes doencas afetando essa rota metabdlica foram descritas, incluindo
defeitos no transporte de carnitina na membrana plasmatica, nas enzimas carnitina
palmitoiltransferase | e Il, carnitina/acilcarnitina translocase, nas desidrogenases de
acil-CoA de cadeia muito longa (VLCAD), média (MCAD) e curta (SCAD), 2,4-
dienoil-CoA redutase e nas desidrogenases de 3-hidroxi-acil-CoA de cadeia longa
(LCHAD) e curta (SCHAD), bem como na proteina trifuncional mitocondrial (Rinaldo

et al., 2001; Roe e Ding, 2001).

1.1.3 Deficiéncia da desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta

A deficiéncia da desidrogenase de acil-CoA de cadeia curta (SCADD; OMIM #
201470) é um erro inato do metabolismo (EIM) de heranca autossémica recessiva,
cujo defeito esta localizado nos ultimos ciclos da beta-oxidagdo mitocondrial de
acidos graxos, sendo a SCAD (EC 1.3.99.2) especifica para acidos graxos de cadeia
curta (4 a 6 carbonos) (Bhala et al., 1995). A deficiéncia neste passo leva ao
acumulo dos acidos graxos de cadeia curta etilmalénico (EMA) e metilsuccinico
(MSA) nos tecidos e liquidos biolégicos dos pacientes afetados por SCADD. Tais
acidos organicos sdo originados pela da carboxilagio do butiril-CoA

inadequadamente acumulado, conforme demonstrado na figura 3 (Roe e Ding,
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2001). Além desses metabdlitos, butirilcarnitina e butirilglicina também se acumulam

nos tecidos e liquidos bioldgicos dos pacientes (Tein et al., 1999; Roe e Ding, 2001).

/ Triacilgliceréis endégenos ou da dieta
Acil-CoA
*+——__ Acidos graxos livres

Beta-oxidagao l

Propionil-CoA Metilmalonil-CoA
carboxilase isomerase

Butirilcarnitina ~ <4— n-Butiril-CoA — Ciimalonil-CoA —————— Metilsucinil-CoA

Acil CoA hidrolase
SCAD

Acetil CoA Acido etilmalénico Acido metilsucinico

Figura 3: Formacao dos metabdlitos na SCADD a partir de triacilglicerois (adaptado de Swell, 1993).

A SCAD pertence a familia das desigrogenages de acil-CoA (ACADSs), que
possuem papel importante na beta-oxidagdo, pois estas enzimas catalisam a
transferéncia dos elétrons dos ésteres de acil-CoA para as coenzimas NAD" e FAD
ao longo da espiral (Hoppel et al., 1979; Nagao et al., 1992). Em humanos,
encontramos as ACADs de cadeia muito longa, longa, média e curta (VLCAD,
LCAD, MCAD e SCAD, respectivamente), cujos substratos variam conforme o
namero de carbonos da cadeia (18, 12, 8 e 4 carbonos, respectivamente) (Bhala et
al., 1995; Roe e Ding, 2001; Jethva et al., 2008).

A SCADD foi reportada pela primeira vez em 1987 (Amendt et al., 1987) e
parece estar associada a um amplo espectro de sinais e sintomas, conforme estudo

de coorte publicado por Corydon (2001), dos quais podemos citar atraso no
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desenvolvimento, hipotonia, epilepsia e hipoglicemia ndo-cetética. Em alguns casos
isolados, pacientes apresentaram vomitos, disfuncdo hepatica e atrofia Optica
bilateral.

Com relacdo ao bindmio genoétipo e fendtipo, na SCADD, ocorre uma alta
probabilidade de polimorfismos e de mutacbes genéticas. Van Maldegem e
colaboradores (2010) relatam que ja foram publicadas mais de 70 mutacdes e/ou
polimorfismo das ACADs, sendo muitos individuos assintomaticos. O fenétipo esta
relacionado a mutacdo genética envolvida, que pode se apresentar desde uma
deficiéncia na biogénese da enzima até sua completa inativacdo (Pedersen et al.,
2003). Os sinais clinicos, na maioria dos pacientes, aparecem por volta dos 5 anos
de idade (Pedersen et al., 2008; Waisbren et al., 2008).

A frequéncia da SCADD é desconhecida e pode ser subestimada, visto a
grande variedade de sintomas e a dificuldade de confirmacdo do diagndstico
precoce. Porém, resultados de triagens neonatais sugerem que seja de 1:33.000,
usando como ponto de corte 1,0 uM de butirilcarnitina no sangue, ou 1:340.000 sem
avaliacdo de ponto de corte (Waisbren et al., 2008). Jethva e colaboradores (2008)
postularam que, na Holanda, a prevaléncia parece estar estimada em 1:50.000,
utilizando critérios bioquimicos e moleculares, isto é, a presenca de butirilcarnitina e

EMA nos fluidos corporais.

1.1.4 Achados bioquimicos e laboratoriais da SCADD

Bioquimicamente, todos os pacientes afetados demonstraram elevada

excrecdo de EMA e, em menores concentracbes, de MSA em seus tecidos e

liquidos bioldgicos (Roe e Ding, 2001; Jethva et al., 2008). Desta maneira, postula-
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se que as acidemias etilmalénica (EA) e metilsuccinica sejam a marca bioquimica do
fendtipo da SCADD (Gregersen et al., 1998).

E possivel observar que a concentracdo de acilcarnitinas e acilglicinas, como
butirilcarnitina e isovalerilglicina, respectivamente, também esta aumentada tanto no
plasma como na urina destes pacientes, pois sdo 0s subprodutos advindos da
carboxilacdo do butiril-CoA (Bhala et al., 1995; Dawson et al., 1995; Tein et al.,
1999).

As anadlises bioquimicas sdo muito particulares na SCADD, pois muitos
pacientes ndo apresentam a forma classica que caracteriza as doencas relacionadas
a beta-oxidacdo, como hipoglicemia hipocetética e rabdomiolise recorrente. Isso
sugere que a via de oxidacéo dos acidos graxos de cadeia longa e média sustentam
a demanda de energia, até esta via ser interrompida pelo defeito enzimético
(Birkebaek et al., 2002). Alguns pacientes podem sofrer de acidose lactica (Garcia-
Silva, 1994; Ozand et al., 1994) e alteracdes mitocondriais, podendo ter o paciente

um falso diagndstico de acidose lactica primaria.

1.1.5 Diagnéstico e tratamento

A analise da urina por cromatografia gasosa e espectrometria de massa dos
niveis de EMA e MSA ¢é utilizada como diagnostico da SCADD. Este diagnéstico
deve ser confirmado pela analise de acido desoxirribonucleico (ADN), mostrando a
mutacao génica e/ou variantes para a SCADD ou a sua atividade. Aproximadamente
6% da populacdo parecem apresentar essa mutacdo génica, podendo ou nao

desenvolver as manifestacdes clinicas (Van Maldegem et al., 2010).
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Quanto a seu tratamento, ainda ndo had um consenso formado entre a
comunidade cientifica. No entanto, o seu manejo deve ser similar aos demais
distarbios relacionados a beta-oxidacdo dos acidos graxos, com o foco voltado a
evitar episoédios de jejum. O individuo ndo deve permanecer mais de 4 a 6 horas
sem alimentacéo, além de ter uma dieta com restricdo de lipideos. Em muitos casos,
criancas pequenas devem ser alimentadas durante a noite. Durante crises agudas,
normalmente desencadeadas por jejum, exercicios fisicos ou infeccdes, deve ser

1

administrado fluido com alto teor de dextrose (8-10mg . kg™*. min™) por via

intravenosa, para reverter o estado catabdlico (Jethva et al., 2008).

1.1.6 Fisiopatologia da SCADD

Os mecanismos fisiopatolégicos envolvendo a SCADD ainda ndo estdo
definidos. Conforme estudo publicado por Pedersen e colaboradores (2008) com
114 pacientes afetados, foi observado que 69% deles apresentavam como principal
sintoma o atraso no desenvolvimento. Pacientes afetados pela SCADD também
apresentavam acidose metabdlica aguda, vomitos, doencas musculares
progressivas, microcefalia, atraso no desenvolvimento e deficiéncia intelectual
(Bhala et al., 1995). Os sinais e sintomas estdo associados a um grande espectro de
dano tecidual, os mais comuns apresentados pelos pacientes afetados envolvem
musculo esquelético, musculo cardiaco e sistema nervoso central e parecem estar
relacionados ao acumulo de acidos orgéanicos de cadeia curta e sua toxidade aos
tecidos (Bhala et al., 1995; Dawson et al., 1995; Pedersen et al., 2008; Tein et al.,
2008). A SCADD se diferencia dos demais disturbios da beta-oxidacdo pela

auséncia aparente de hipoglicemia e por ser mais agressiva ao sistema nervoso
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central (SNC). E possivel que a cetogénese e a gliconeogénese estejam
estimuladas pela oxidac&do dos acidos graxos de cadeia longa e média (Bhala et al.,

1995; Tein et al., 1999).

1.2 Encefalopatia Etilmalénica

1.2.1 Defini¢do, Sinais e Sintomas

A excrecdo aumentada de EMA ndo é uma exclusividade da SCADD. Burlina
(1994) descreveu pacientes que apresentavam acidemia/aciduria etilmalénica (AE)
acompanhada de aumento de acilglicinas e acilcarnitinas de cadeia curta e
ramificada, porém com atividade normal da SCAD e demais enzimas da beta-
oxidacdo. A esse distarbio chamou-se de sindrome da encefalopatia etilmal6nica
(EE; OMIM # 602473) (Ozand et al., 1994; Roe e Ding, 2001). Contudo, a AE é
também observada em outras disfunces organicas, como aciduria glutéarica tipo 2
(OMIM # 231680). A EE € um EIM causado por uma mutacdo no gene ETHEL e,
apesar de rara, geralmente tem consequéncias devastadoras aos pacientes
acometidos (Tiranti et al., 2004). Esta mutacdo genética resulta em um defeito no
catabolismo intramitocondrial do sulfeto, que envolve a enzima sulfeto dioxigenase
(EC 1.13.11.18), provocando um acumulo deste em niveis toxicos (Tiranti et al.,

2006).

EE é caracterizada clinicamente por regressao psicomotora e hipotonia
generalizada, depois evoluindo para tetraparesia espastica, distonia, e,

eventualmente, falha neuroldgica global, devido a acentuada neurodegeneracdo
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(Burlina et al, 1991). O curso é inexoravelmente progressiva e geralmente leva a
morte dentro da primeira década de vida (Garcia-Silva et al, 1997).

A EE é tipicamente acompanhada por diarreia crbnica, lesdes generalizadas de
pequenos vasos (petéquias), particularmente durante infeccbes intercorrentes e
acrocianose ortostatica (Tiranti et al., 2006). A incidéncia desta doenca é ainda
desconhecida. No entanto, 50 casos ja foram confirmados em todo o mundo. Até
agora, a maioria dos individuos afetados tém sido de origem arabe ou mediterranea
(Mineri et al., 2008). O curso desta doenca € progressivo, podendo levar o individuo
a morte na primeira década de vida (Garcia-Silva et al., 1997; Wash et al., 2010).

Segundo Tiranti e colaboradores (2009), o gas H2S (sulfeto de hidrogénio), o
qual € acumulado na EE, inibe a acdo da enzima SCAD. Com isso, apesar de
nenhum problema genético ser atribuido a essa enzima, seus substratos séo
também acumulados e dirigidos a uma via metabdlica alternativa, semelhante

SCADD.

1.2.2 Diagnéstico e tratamento

E possivel diagnosticar de forma prévia a EE verificando-se o actumulo
patolégico de EMA na urina dos pacientes. Os resultados dos testes de urina e de
sangue obtidos nos pacientes com EE podem ser semelhantes aos observado na
SCADD, em que a concentracdo urinaria de EMA pode estar elevada com ou sem
elevacdo de butirilcarnitina no soro. Por isso, € comum incluir a SCADD como

alternativa de diagnéstico até que o teste diferencial da EE (gendétipo) seja realizado

(Merineo et al., 2006; Gregersen et al., 2008).
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Pacientes com a expressdo mais suave da doenca foram tratados com
suplemento de L-carnitina, riboflavina, coenzima Q10, assim como vitaminas, 0s
quais parecendo contribuir para a melhora do paciente (Pigeon et al., 2009).
Segundo Walsh e colaboradores (2010), o aconselhamento genético de casais que
podem ser portadores da mutacdo genética deve ser considerado por se tratar de

um distarbio com consequéncias letais.

1.3 EMA nafisiopatologia da SCADD e da EE

Como ja foi demonstrado, o aumento da concentracdo de EMA ocorre tanto na
EE como na SCADD. Roe e Ding (2001) descreveram que esse aumento durante
episodios de catabolismo intenso, como na febre e em infec¢Bes, pode atuar
sinergicamente com outros fatores, promovendo dano a estruturas nervosas do SNC
dos pacientes acometidos, causando edema cerebral e até mesmo o coma.
Estudos demonstraram que o EMA in vitro inibe a atividade da enzima
creatina cinase (CK) mitocondrial, uma importante enzima que atua na homeostasia
energética, em coértex cerebral e hipocampo de ratos. Tal efeito foi prevenido pela
adicdo de substancias antioxidantes ao meio de incubacdo, sugerindo que esta
inibicdo se deva a uma acado pré-oxidante do EMA (Schuck et al., 2002; Leipnitz et
al., 2003). Barschak e colaboradores (2006) também observaram que o EMA in vitro
inibiu a atividade de complexos da cadeia transportadora de elétrons, bem como a
atividade da CK em fibroblastos de humanos.
Schuck e colaboradores (2009) demonstraram que o EMA induz déficit de
aprendizado e memodria, visto que ratos que receberam administracdo cronica de

EMA no inicio da vida demonstraram um desempenho inferior do que o0s animais
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controle no labirinto aquatico de Morris. Recentemente, foi demonstrado que a
administracdo de EMA induziu um aumento significativo da atividade da enzima
Na®,K*-ATPase (NAK), porém diminuiu sua expresséo génica através da diminuic&o
dos niveis de acido ribonucleico mensageiro (ARNm) desta enzima (Schuck et al.,
2013). Os dados sugerem que as alteracbes da NAK podem estar envolvidas na
fisiopatologia do dano cerebral encontrado em pacientes com acumulo de EMA nos
fluidos corporais, como no caso da SCADD e da EE. Porém, sdo necessarios mais
estudos para o total entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos envolvendo as

duas doencas.

1.4 O estresse oxidativo e EMA

1.4.1 Espécies Reativas de Oxigénio e de Nitrogénio

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) sdo compostos
guimicamente muito instaveis e que, por sua instabilidade, ligam-se a moléculas
organicas como lipideos, proteinas e ADN. As ERO mais relevantes sao o0 anion
superéxido (O27) , radical hidroxila (OH) , peréxido de hidrogénio (H.O,) , anion
hipoclorito (OCI) e o oxigénio “singlet” (*0,). O 6xido nitrico (NO’) e o peroxinitrito
(ONOOQ) séo as principais ERN (Halliwell e Guttieridge, 1999; Rimbach et al., 1999).

E na cadeia respiratéria mitocondrial onde se concentra a maior producdo de
ERO. Cerca de 5% do oxigénio consumido ndo sdo completamente reduzidos a
agua, formando o anion superoxido (Nohl et al., 1986). No entanto, através da
enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), este anion é

transformado em peréxido de hidrogénio, como representado pela figura 4.
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2 H‘ + 2 {}1--_’402 + HjD]
(7>

Figura 4 — Reacéo catalisada pela enzima SOD (Adaptado de Halliwel e Gutteridge, 2001).

Por sua vez, o peroxido de hidrogénio pode se transformar em radical hidroxila,
considerado o mais instavel de todas as ERO, pela reacdo de Fenton (Halliwell,
2003). Por isso, as enzimas que decompdem o peroxido de hidrogénio, como a
catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e a glutationa peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) sdo de
extrema importancia. A seguir, as reagfes que participam da decomposicdo do

perdxido de hidrogénio, com a participacdo da SOD e da CAT:

2 H;Oz—}z H30+ 01
TN

H,O; + 2 GSH — GSSG + 2 H,0
0>

<>

Figura 5 — Reacbes catalisadas pelas enzimas CAT e GPx. (Adaptado de Halliwell e Gutteridge,
2001).

Como observado na figura 5, a glutationa reduzida (GSH) é substrato da enzima

GPx. GSH é um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina e, entre outras
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funcdes antioxidantes, previne a oxidacdo dos grupos sulfidrilicos (-SH) das
proteinas (Halliwell e Gutteridge, 2007).

E importante ressaltar que o metabolismo celular forma ERO fisiologicamente.
Porém, as defesas antioxidantes enzimaticas (GPx, CAT, SOD, glutationa redutase)
e ndo enzimaticas (GSH, acido ascorbico, alfa-tocoferol, entre outras), atuam contra
a acao toxica dessas espécies e sdo responsaveis pelo equilibrio entre a producéo e
a eliminacdo das mesmas (Halliwell et al., 2000). Em certas condi¢des, pode ocorrer
um aumento da producdo de ERO suficiente para ultrapassar a capacidade
antioxidante ou agir de forma a diminuir as defesas antioxidantes do organismo; a
esse fendbmeno chamamos de estresse oxidativo (EO) (Bondy e Le Bel, 1993;
Cadenas e Davies, 2000). As membranas celulares e de organelas séao
particularmente sensiveis ao dano oxidativo devido a presenca de acidos graxos
poli-insaturados em suas membranas fosfolipidicas (Weiss et al., 1986).

Esse mecanismo pode aparecer tanto em condi¢cBes fisioldgicas, como nha
fagocitose, quanto em condicbes patologicas, como nhas doencas
neurodegenerativas e na aterosclerose (Halliwell e Gutteridge, 1999). Em condi¢cbes
patolégicas, o EO pode contribuir para a perda da funcdo celular, devido a
alteracdes provocadas no metabolismo da célula. Segundo Halliwell (2003), as
principais alteracdes negativas relacionadas a esse mecanismo Sdo a
neurotoxicidade e a morte celular (Halliwell e Gutteridge, 2003).

Para o cérebro, o EO é ainda mais devastador devido a uma série de fatores.
Entre eles estd o fato de que o consumo de oxigénio pelo tecido é muito grande
(cerca de 20% do O, do organismo), possibilitando uma chance maior de ocasionar

dano oxidativo (Halliwell et al., 1996). O elevado indice de lipideos de membranas

dos axdnios, que sdo ricos em acidos graxos poli-insaturados, sao alvos faceis das
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ERO, estimulando a lipoperoxidacdo (LPO). Além disso, o cérebro possui baixos
niveis de defesas antioxidantes, principalmente da enzima CAT (Halliwell et al.,
1999).

Nas proteinas, as ERO’s promovem a oxidacdo de grupamentos sulfidrila e
metionila, podendo levar a desnaturacéo proteica. Sua oxidacdo € acompanhada por
um aumento nos niveis de grupamentos carbonila, os quais sdo utilizados como
marcadores de dano proteico (Cheeseman e Slater, 1993). Esse mecanismo leva a
perda de aminoacidos que podem causar alteracbes estruturais ou enzimaticas

(Tavazzi et al., 2000).

1.4.2 O estresse oxidativo e SCADD

O EO é considerado um importante mecanismo fisiopatoldgico de disturbios
neurodegenerativos (Halliwell e Gutteridge, 2000). Estudos ja realizados sugerem
um papel importante do EO em modelos experimentais quimicos de EIM, como
hiperprolinemia tipo Il (Delwing et al., 2003), hiperargininemia (Wyse et al., 2001),
fenilcetonuria (Kienzle-Hagen et al., 2002) e acidemias organicas (Wajner et al.,
2004). Em uma revisao de literatura, Wajner e colaboradores (2004) mostraram que,
nos ultimos anos, varios estudos in vivo e in vitro indicaram o envolvimento de EO
em um grande niumero de acidemias organicas. Nas mitocondriopatias, as quais sédo
clinicamente caracterizadas por encefalomiopatia (semelhante a SCADD),
demonstrou-se que estas perturbacoes, particularmente devido a defeitos na cadeia
respiratoria, sdo frequentemente associadas ao aumento de ERO (Schapira et al.,
2002). Estas ER podem inativar varias atividades enzimaticas com papel essencial

para 0 metabolismo energético, conduzindo a um bloqueio adicional da respiragédo
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celular e, consequentemente, a uma maior formacdo de ERO de forma ciclica
(Heales et al., 1996).

No caso especifico da SCADD, sabe-se que o acumulo de EMA ‘in vitro”
provoca uma inducdo de EO em cértex cerebral de ratos, aumentando a producéo
de espécies reativas e diminuindo as defesas antioxidantes do tecido, levando ao
dano oxidativo de lipideos e proteinas (Schuck et al., 2010).

Especula-se que o EO seja um importante mecanismo fisiopatolégico que
leve aos danos cerebrais e musculares observados em pacientes afetados por
SCADD. Sabe-se que em pacientes afetados pela SCADD, ha um aumento no dano
oxidativo a proteinas e lipideos e na producdo de espécies reativas, como
observado por Zolkipli e colaboradores (2011), mas ainda é desconhecido o agente
indutor deste processo. Considerando-se esses fatores e que o EMA é um grande
candidato a agente toxico, torna-se necessaria a investigacdo dos mecanismos que

levam a inducdo de EO, na tentativa de desvendar os mecanismos fisiopatolégicos

da doenca.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administracdo aguda de EMA sobre parametros de estresse

oxidativo em coértex cerebral e musculo esquelético de ratos jovens.

2.2 Objetivos Especificos

Reproduzir um modelo animal de deficiéncia de SCADD e EE induzido
quimicamente através da administracdo aguda de EMA em ratos jovens;
Avaliar os efeitos da administracdo aguda de EMA sobre parametros de
estresse oxidativo (niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
conteudo de carbonilas e sulfidrilas, concentracfes de glutationa reduzida,
oxidacdo de 2,7-diclorofluoresceina, niveis de anions superoxido e atividade
das enzimas catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase) em
cortex cerebral de ratos jovens;

Avaliar os efeitos da administracdo aguda de EMA sobre parametros de
estresse oxidativo (niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
contetudo de carbonilas e sulfidrilas, concentracdes de glutationa reduzida,
oxidacdo de 2,7-diclorofluoresceina, niveis de anions superoxido e atividade
das enzimas catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase) em

musculo esquelético de ratos jovens.
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3. MATERIAL E METODOS
2.3 Animais

Foram utilizados 24 animais da espécie Rattus norvegicus, da linhagem
Wistar, machos de 30 dias de vida (100-120g). Os ratos foram mantidos em ciclos de
claro-escuro de +12 horas a uma temperatura de 24+1°C. Os animais tiveram livre
acesso a agua e ao alimento. A utlizacdo dos animais seguiu um protocolo
experimental aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (protocolo n® 92/2012) e seguiu 0s
Principios de Cuidados de Animais de Laboratério (Principles of Laboratory Animal
Care, Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América, NIH, publicacao

namero 85-23, revisada em 1996).

2.4 Modelo animal de AE induzido quimicamente

O modelo animal de AE induzido quimicamente utilizado no presente estudo
foi realizado de acordo com Ferreira et al. (2006). Os animais foram divididos em
dois grupos (controle e EMA) com 12 animais em cada grupo, para que se tivesse
tecido suficiente para a realizacdo de todas as técnicas bioquimicas. Os animais
receberam trés administracbes subcutadneas de EMA (6 umol/g de peso corporal;
intervalos de 90 minutos entre cada administracao; grupo EMA) ou de solucao salina
0,9 % (grupo controle), como demonstrado na Figura 6. Os animais nédo foram
anestesiados para a realizacdo das administracdes, visto que a adicdo de outros
farmacos invalidaria os experimentos, pois ndo conseguiriamos isolar o efeito do
EMA e, sim, efeitos sinérgicos. De acordo com este modelo quimico de AE, as

concentracdes atingidas no plasma sao de aproximadamente 3 mM, enquanto que
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as concentracfes cerebrais atingem aproximadamente 0,5 mM (Ferreira et al.,

2006).

3.3 Preparo da amostra

Apos uma hora da dltima administracdo de EMA ou solugéo salina, os animais
foram eutanasiados por decapitacdo com guilhotina, sem anestesia, e o coértex
cerebral e o musculo séleo isolados. A seguir, os tecidos foram homogeneizados em
tampdes especificos para cada técnica. O homogeneizado obtido foi levado a
centrifugacéo a 800 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi congelado

a — 80° C e homogeneizados no dia para as diferentes analises bioquimicas.

EMA:

eumol
umol/g Eutanasia sem

anestesia : > Cortex

. (guilhotinagem) .
. Musculo

CONTROLE:
sol.salina (0,9%)

Homogeinizador

eumol/g

eumol/g

l

Centrifuga (800xg/10min a
4°C)

CONTROLE:
sol.salina (0,9%)

CONTROLE:
sol.zalina (0,9%)

ANALISES — Sobrenadante

Figura 6: Esquema do modelo animal de AE (Desenvolvido por Milanez e Schuck, 2013).

2.5 Analises Bioquimicas
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3.4.1 Medida dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

A medida de niveis de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBA-RS)
foi realizada de acordo com o método de Esterbauer e Cheeseman (1990). Acido
tricloroacético (TCA) 10 % com sulfato de sodio foi adicionado ao sobrenadante na
proporcdo 1:1 (v/v). ApGs centrifugacdo, o sobrenadante foi tratado com acido
tiobarbittrico 0,67 % na proporcdo de 1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho
fervente durante 25 min e, apds, resfriada em agua a temperatura ambiente. A
absorvancia obtida através da coloracdo rosea resultante foi medida em
espectrofotometro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita uma curva de calibracao
com 1,1,3,3— tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram tratados da mesma
forma que as amostras. Os resultados foram expressos como nmol de TBA-RS . mg

de proteina™.

3.4.2 Medida da oxidac¢éo de 2,7-diclorofluoresceina

A producédo de espécies reativas foi determinada de acordo com o método de
LeBel e colaboradores (1992), utilizando-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina
(DCF-DA). As aliquotas provenientes da incubac&o, adicionou-se o DCF-DA, o qual
€ permeavel a membrana celular, e essas aliquotas foram incubadas durante 30 min
a 37 °C. No meio intracelular, esterases clivam o grupamento acetato do DCF-DA,
gerando a forma reduzida de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH). As espécies reativas
presentes no meio oxidam o DCFH, produzindo o produto fluorescente, a forma
oxidada da 2,7-diclorofluoresceina (DCF). A fluorescéncia foi medida usando
comprimentos de onda de 480 (excitacdo) e 535 nm (emisséo). A curva de
calibracéo foi realizada com DCF padrédo (0-10 uM) e a concentracdo das espécies

reativas foi expressa como pmol de DCF formado . mg de proteina™.
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3.4.3 Medida da producéo de anions superoéxido

A producdo de anions superoxido foi determinada em particulas
submitocondriais através de um método espectrofotométrico, que se baseia na
oxidacdo da epinefrina a um adenocromo pelos anions superéxido a 37°C (Boveris
et al., 1984). O meio foi constituido de tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,4, manitol 0,23
M, sacarose 0,07 M, catalase 0,1 mM e epinefrina 1 mM. SOD purificada em
concentracfes finais de 0,1 a 0,3 mM foi utilizada como controle positivo para a

técnica. A producdo de superoxido foi expressa em nmol/(min . mg de proteina)™.

3.4.4 Medida de sulfidrilas totais

Este parametro foi realizado de acordo com o método de Aksenov e
Markesbery (2001). A oxidacdo dos tiois livres da amostra leva a formacdo de
pontes dissulfeto; o acido ditionitrobenzéico (DTNB), reagente de cor, € reduzido
pelos tidis ndo oxidados, gerando um derivado amarelo (TNB), lido
espectofotometricamente a 412 nm. Com isso, 0 método determina os tidis totais da
amostra. Os resultados foram expressos em nmol de TNB formado . mg de proteina’
1.
3.4.5 Medida do contetudo de grupos carbonila

A medida de formacéo de carbonilas foi realizada espectrofotometricamente
de acordo com Reznick e Packer (1994). Uma aliquota de sobrenadante foi tratada
com uma solucao de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH; 1:2 v/v) 10 mM preparada em
HCI 2,5 N e deixada por 1 hora no escuro a temperatura ambiente. As amostras
foram entdo precipitadas com TCA 20 % e centrifugadas durante 5 min a 9.000 x g.

Apés a centrifugacdo, o sedimento obtido foi lavado 2 vezes com uma mistura de
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etanol:acetato de etila (1:1v/v) e ressuspenso em guanidina 6 M. A diferenca entre
as amostras tratadas com DNFH e as tratadas com HCI (branco) foi utilizada para
calcular o conteudo de -carbonilas da amostra a 365 nm. Os resultados
foramcalculados como nmol de carbonilas . mg de proteina®, utilizando-se o

coeficiente de extingdo de 22.000 x 10° mM para hidrazonas alifaticas.

3.4.6 Determinacao das concentracoes de GSH

As concentracfes de GSH foram determinadas através do método descrito
por Browne e Armstrong (1998). As amostras foram diluidas em 10 volumes de
tampéo fosfato de sédio pH 8,0 contendo EDTA 5 mM. Adicionou-se a uma aliquota
dessa preparacdo o o-ftaldialdeido (1 mg/mL dissolvido em metanol) e a mistura foi
incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente e posteriormente lida em
espectrofluorimetro a 350 nm (excitacdo) e 420 nm (emissado). As concentracdes de
GSH foram calculadas a partir de uma curva padrdo de GSH (0,01 — 1 mM) como

nmol de GSH . mg de proteina™.

3.4.7 Medida das atividades das enzimas antioxidantes

GPx: A atividade da enzima GPx foi determinada pelo método de Wendel
(1981), usando hidroperéxido de tert-butila como substrato. Em cubeta de quartzo,
foram adicionados tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA 1
mM, azida sédica 40 mM, GSH 100 mM, glutationa redutase purificada 10 U/mL,
NADPH 10 mM e amostra (0,1 — 0,3 ug de proteina). Esta mistura foi incubada a 25
°C durante 1 minuto, a fim de estabilizar o meio, e ap6s foi adicionado hidroperéxido
de tert-butila 10 mM para iniciar a reacdo. Os brancos foram preparados

substituindo-se a amostra por tampéo fosfato. A queda da absorvancia a 340 nm foi
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acompanhada e a atividade da GPx foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo do NADPH a 340 nm de 6,2 mM™* cm™. A atividade da GPx foi calculada

como nmol . min™. mg de proteina™.

CAT: Foi determinada a atividade desta enzima através do método de Aebi
(1984). Ao sobrenadante foi adicionado Triton X-100 0,1 % seguido de agitacdo e
esta mistura foi conservada em gelo durante 15 minutos. A uma aliquota de tampé&o
fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 foi adicionado H,O, 30% (v/v). Apos a adicao da
amostra, foi realizada a leitura da queda da absorvancia do H,O, em
espectrofotometro a 240 nm, a temperatura ambiente (22 °C * 2). Para o calculo da
CAT, utilizou-se o coeficiente de extin¢gdo do H,O, de 43.6 mM™*cm™. Os resultados
da atividade da CAT foram expressos em nmol de H,O, consumido . min™*. mg de

proteina™.

SOD: A atividade da enzima SOD foi medida mediante a formacéo do
vermelho de formazan através da reacao do anion superéxido (produzido no meio a
partir de um sistema xantina-xantina oxidase) e do cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazolio, gerando um complexo rosa que € lido a 505 nm (Boveris
et al., 1984). A inibicdo de formacdo do cromogeno foi proporcional a atividade da
SOD. Os resultados da atividade da SOD foram expressos em nmol . min™. mg de

proteina™.

3.4.8 Dosagem de proteinas
Foi efetuada através do método de Lowry e colaboradores (1951), usando-se

a albumina sérica bovina como padrao.
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3.5 Anaélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se teste t de Student para
amostras independentes. As andlises estatisticas foram feitas pelo software
Statistical Package for the Social Science (SPSS) versdo 16.0. Foram consideradas

diferencas significativas quando o valor de p < 0,05.

3.6 Biosseguranca
O manuseio de reagentes e os cuidados para a protecdo do pesquisador
seguiram as normas de biosseguranca estabelecidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz

(http://www.fiocruz.br/biosseguranca/bis/bismanua.htm).

3.7 Destino dos animais pds-experimentacao

O descarte dos residuos biolégicos deu-se pelo acondicionamento em saco
branco que foi encaminhado e armazenado em freezer nas dependéncias da
Universidade. Posteriormente, foram coletados e transportados por uma empresa
terceirizada. Os residuos foram tratados fisicamente e encaminhados para
disposicéao final em aterro sanitario. Todos os procedimentos estiveram de acordo

com a RDC 306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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4. RESULTADOS

Inicialmente, foi avaliado o efeito da administracdo aguda de EMA sobre os
niveis de TBA-RS em musculo esquelético e cortex cerebral de ratos jovens. A
Figura 7 mostra que a administracdo aguda de EMA aumentou significativamente as
concentracbes de TBA-RS em ambos tecidos (p<0,001), indicando que houve um

aumento da peroxidacao lipidica nas amostras.
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Figura 7: Efeitos da administracdo aguda de acido etilmalénico (EMA) sobre os niveis de
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS) em cértex cerebral e musculo esquelético
de ratos jovens. Os valores representam a média + erro padrdo da média (n=6) e estédo
expressos em nmol . mg proteina™. ***p< 0,001 em compara¢do ao grupo controle (Teste t

de Student para amostras independentes).
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Nosso proximo passo foi avaliar parametros de dano oxidativo proteico. Na
Figura 8A, pode-se observar um aumento significativo do conteddo de grupamentos
carbonila em musculo esquelético de ratos que receberam administracdo aguda de
EMA (p>0,001), quando comparado ao grupo controle, o que nao foi observado em
cortex cerebral. Entretanto, o conteudo de sulfidrila ndo se apresentou diferente em

nenhum dos tecidos avaliados.
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Figura 8: Efeitos da administracdo aguda de acido etilmalénico (EMA) sobre os contetidos
de grupamentos carbonila (A) e sulfidrila (B) em cértex cerebral e masculo esquelético de
ratos jovens. Os valores representam a meédia + erro padrdo da média (n=6) e estdo
expressos em nmol . mg proteina™. ***p< 0,001 em compara¢do ao grupo controle (Teste t

de Student para amostras independentes).

A seguir, foram avaliados os efeitos do EMA sobre a oxidagdo de DCFH e

sobre a producado de superoxido, a fim de verificar se este acido induz um aumento
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na geracdo de ER. Como podemos observar na Figura 9, houve um aumento
significativo na oxidagédo de DCFH (Figura 9A) (p<0,05), bem como na producgéo de
anions superoéxido (Figura 9B) (p<0,05) em coértex cerebral, sem apresentar
nenhuma alteracdo em musculo esquelético. Tais resultados sugerem que a
administracdo de EMA induz um aumento na formacdo de ERO em cértex cerebral

de ratos jovens.
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Figura 9: Efeitos da administracdo aguda de acido etilmalénico (EMA) sobre a oxidacao de
2',7,-diclorofluoresceina reduzida (A) e producao de anion superoxido (B) em cértex cerebral
e musculo esquelético de ratos jovens. Os valores representam a média (n=6) + erro padréo
da média e estdo expressos em nmol . mg proteina’(DCFH) e nM .min™. mg proteina™
(superoxido). *p< 0,05 em comparacao ao grupo controle (Teste t de Student para amostras

independentes).
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Figura 10: Efeitos da administracdo aguda de acido etilmalénico (EMA) sobre as atividades
das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx) (A),catalase (B) e superdxido
dismutase (C) e sobre as concentragfes de glutationa reduzida (GSH) (D)em cértex cerebral
e musculo esquelético de ratos jovens. Os valores representam a média (n=6) * erro padrao
da média e estdo expressos em nmol . min™. mg proteina*(atividades enzimaticas) e nmol.
mg proteina™ (GSH). **p< 0,01, ***p< 0,001 em comparaGdo ao grupo controle (Teste t de

Student para amostras independentes).

Finalmente, foi avaliado o efeito do EMA sobre as atividades das enzimas
antioxidantes GPx, CAT e SOD e sobre as concentragbes de GSH, o principal
antioxidante ndo enzimético dos tecidos. Pode-se observar que a administracao
aguda de EMA ocasionou uma inibicdo da atividade da enzima GPx (Figure 10A)
(p<0,001) em cortex cerebral e uma diminuicdo das concentracbes de GSH no

musculo esquelético (Figure 10D) (p> 0,01). Entretanto, as atividades das enzimas
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CAT (Figura 10B) e SOD (Figura 10C) ndo foram alteradas nos animais que

receberam EMA, quando comparados ao grupo controle.
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5. DISCUSSAO

EE € uma doenca metabdlica devastadora, levando os pacientes acometidos
por esta doenca a apresentarem sintomas neuromusculares crénicos e progressivos
e podendo levar estes pacientes a morte ainda na primeira década de vida. Por
outro lado, apenas uma parcela dos pacientes acometidos por SCADD sofre crises
metabdlicas agudas, durante as quais manifestam sinais e sintomas
neuromusculares. A SCADD também pode ser fatal, mas apenas durante tais crises
(Tiranti et al., 2009).

Na EE, o gene afetado (ETHE 1) codifica a enzima sulfurtransferase, que
participa da via do metabolismo dos sulfetos, levando ao acumulo de sulfeto e
tiossulfato. Este defeito resulta no acumulo de tiossulfato e de sulfeto,
acompanhados de um acumulo persistente de EMA (Tiranti et al., 2009). Evidéncias
obtidas de artigos da literatura internacional com camundongos nocaute para este
gene, bem como com experimentos in vitro, indicam que o sulfeto € um potente
inibidor do complexo IV da cadeia respiratoria mitocondrial (citocromo ¢ oxidase) no
musculo e cérebro dos animais. Além disso, esta substancia foi também considerada
responsavel pelos sintomas vasculares e intestinais na EE (Tiranti et al., 2009).
Diferentemente da EE, na SCADD nao ha acumulo de tiossulfato ou sulfeto, e a AE
€ transitéria, ao invés de cronica, levando a uma sintomatologia de aparecimento
subito (agudo) (Roe e Ding, 2001). Pacientes afetados pela SCADD apresentam
sintomas somente durante estes periodos de crises agudas, que sdo secundarias a
periodos de alta demanda energética, como jejum prolongado, infec¢des virais e
exercicios extenuantes, quando ocorre um aumento da demanda da oxidacdo de

acidos graxos como fonte de energia. Como na SCADD né&o é possivel converter os
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acil-CoA graxos de cadeia curta (como o butiril-CoA) a butirato, os acidos graxos de
cadeia curta sdo convertidos e acumulados como EMA (Roe e Ding, 2001).
Considerando que os sintomas neuromusculares e o acumulo de EMA séao
achados frequentemente observados tanto na EE, quanto na SCADD, podemos
especular que o EMA apresenta toxicidade em preparacfes cerebrais e musculares
(musculo esquelético). Neste sentido, quando incubado com homogeneizados de
cérebro de ratos, o EMA inibe a atividade da enzima CK, provavelmente devido a
acao de espécies reativas, uma vez que esta inibicdo é prevenida pela coincubacéo
com antioxidantes (Schuck et al., 2002; Leipnitz et al., 2003). O EMA também induz
a oxidacéao de lipideos e proteinas em homogeneizados de cortex cerebral de ratos
(Schuck et al., 2010). Em biopsias humanas de musculo esquelético, houve uma
reducdo significativa na atividade da enzima CK e dos complexos I-lll, 1l e llI-lll da
cadeia respiratdria apos incubacdo com EMA (Barschak et al., 2006). O
desenvolvimento de um modelo animal de EA permitiu a caracterizacdo da
toxicidade in vivo promovida pelo EMA (Ferreira et al., 2006). Os principais efeitos
deletérios atribuidos ao EMA incluem deficiéncias de memdria e aprendizado, além
de reducédo da atividade da CK e aumento da LPO em hipocampos de animais que
receberam a administracéo deste acido organico (Schuck et al., 2009).
Recentemente, foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa que a
incubagéo in vitro do EMA com homogeneizados de cortex cerebral ndo alterou a
atividade da enzima NAK, outra enzima que apresenta alta sensibilidade a espécies
reativas de oxigénio, mas a administracdo deste composto resultou em um aumento
significativo da atividade enzimética, com concomitante diminuicdo na expresséo de

ARNmM das subunidades desta enzima (Schuck et al., 2013).
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Dessa forma, no presente trabalho investigamos em maiores detalhes os
efeitos in vivo do EMA na indugdo do estresse oxidativo em musculo esquelético e
cortex cerebral de ratos administrados com este acido graxo de cadeia curta.
Observamos que 0s animais que receberam a administracdo de EMA apresentaram
um marcado aumento nos niveis de TBA-RS em musculo esquelético e cortex
cerebral, indicando que o EMA induz LPO, um efeito que é provavelmente mediado
pela geracdo de ERO. Além disso, um aumento no dano as proteinas foi verificado
no musculo dos animais que receberam EMA, como identificado pelo aumento nos
niveis de grupamentos carbonila neste tecido, contrastando com os resultados
observados em cértex cerebral, onde nenhuma diferenca significativa entre os
grupos foi observada. O contetudo de sulfidrilas, outro importante marcador de dano
oxidativo a proteinas, nao foi afetado pelo tratamento com EMA.

Além disso, observamos que a oxidacdo de DCFH, um marcador ndo seletivo
da producdo de ERO, e a geracdo de anions superoxido encontraram-se
aumentadas no cértex cerebral dos animais que receberam EMA. O efeito da
administracdo aguda de EMA sobre as defesas antioxidantes em cortex cerebral e
musculo esquelético de ratos jovens foi também investigado, através da avaliacéo
das atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx. Somente a atividade da
GPx em cortex cerebral foi inibida pela administracdo do EMA, sem apresentar efeito
sobre esta atividade enzimatica em muasculo esquelético. Além disso, ndo foram
observadas alteragcdes na atividade da CAT ou da SOD nos tecidos estudados.
Finalmente, os niveis de GSH, um composto antioxidante ndo enzimatico que
elimina peroxido e radicais peroxila, encontraram-se diminuidos no musculo

esquelético dos animais que receberam EMA.
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Tomados em seu conjunto, os resultados apresentados no presente estudo
estdo de acordo com achados previamente descritos na literatura, indicando que o
EMA apresenta toxicidade sobre a cadeia respiratoria mitocondrial e enzimas que
apresentam grupamentos tidis criticos no sitio catalitico, que s&o altamente
susceptiveis ao dano oxidativo, como a CK e a NAK. Na mesma linha dos resultados
apresentados aqui, duas publicacdes recentes mostram que fibroblastos de
pacientes com SCADD sdo mais suscetiveis a morte celular por apoptose quando
incubados in vitro na presenca de uma substancia pro-oxidante, do que fibroblastos
de pacientes acometidos por outros defeitos de beta-oxidacdo ou de individuos
normais (Pedersen et al., 2010; Zolkipli et al., 2011). Uma explicacdo para este
achado inclui o desequilibrio redox das células provocado pelo acumulo de EMA nos
pacientes acometidos pela SCADD, em que as defesas antioxidantes das células
epiteliais das bidpsias estdo diminuidas, tornando estas células mais propensas a
sofrer apoptose apos a incubacdo com substancias pro-oxidantes (Zolkipli et al.,
2011).

Sabe-se que uma inibicdo dos complexos da cadeia transportadora de
elétrons provoca um aumento na producdo de ERO e que estas substancias podem
atacar lipideos e proteinas, podendo alterar diversas atividades enzimaticas nas
células do sistema nervoso central. Este € um mecanismo bastante descrito na
literatura e esta envolvido na fisiopatologia de diversas doencas neurodegenerativas
(Bondy e Lebel, 1993; Aksenov e Markesbery, 2001) e erros inatos do metabolismo
(Wyse et al., 2001; Delwing et al., 2003; Vargas et al., 2011; Campos e Monaga,
2012).

Com base nos nossos achados, podemos supor que a drastica variagdo na

apresentacao clinica dos pacientes acometidos pela SCADD possa ser secundéria a
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diferencas nas concentracbes de EMA e sensibilidade tecido-especificas a este
acido graxo, bem como em sua depuracédo, que sao variaveis individuais. Isto pode
dar suporte a hipotese de acumulo de metabdlitos téxicos, em que ao menos alguns
dos sintomas neuromusculares observados na SCADD podem ser atribuidos ao
acumulo de EMA no cérebro e musculo esquelético destes pacientes.

Com relacéo a EE, apesar dos importantes achados demonstrando o acumulo
de sulfeto como a principal toxina envolvida na fisiopatologia desta doenca (Tiranti et
al., 2009), existe uma grande variedade de achados apontando para o EMA como
um metabdlito téxico a ser considerado, incluindo os achados descritos no presente
trabalho. A toxicidade do EMA pode também explicar o porqué dos pacientes com
EE, em que ocorre o acumulo crénico de sulfeto e EMA, apresentarem uma
sintomatologia mais agressiva do que a SCADD. Entretanto, uma interacdo entre
estes compostos ainda deve ser investigada. Finalmente, nossos achados
demonstrando a capacidade do EMA de induzir estresse oxidativo in vivo podem ser
importantes para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a EE e a

SCADD.

CONCLUSAO

No presente trabalho, apresentamos evidéncias experimentais de que o EMA
induz estresse oxidativo em cortex cerebral e masculo esquelético de ratos jovens.
Tal concluséo pode ser obtida a partir do fato de que a administragcao aguda deste
acido organico aumenta o dano oxidativo a proteinas e lipideos, bem como a
producdo de ERO, além de alterar as defesas antioxidantes dos tecidos. Tais
achados podem sugerir que o0 uso de antioxidantes pode ser levado em

consideracao para o tratamento de pacientes de SCADD e EE.
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