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RESUMO

A doenca da urina do xarope do bordo (DXB) é um distlrbio metabdlico
hereditdrio em que ocorre o acumulo dos aminoAcidos de cadeia
ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina, e de seus a-cetodcidos
de cadeia ramificada (CACR) a-cetoisocaproico, a-cetometilvalérico e a-
cetoisovalérico. Pacientes com DXB podem apresentar, entre outros
sintomas, prejuizo neuroldgico. No entanto, a fisiopatologia subjacente a
este dano cerebral permanece pouco esclarecida. Muitas estratégias
terapéuticas, incluindo antioxidantes, sdo estudadas na tentativa de
contribuir para o tratamento destes pacientes. Neste contexto, 0s acidos
graxos (AG) da familia dmega-3, conhecidos por atuarem na estrutura e
manutencdo do sistema nervoso central, estdo sendo amplamente
estudados e recomendados para gestantes. Adicionalmente ao seu papel
estrutural, estes AG sdo utilizados por atuarem como anti-inflamatorios e
antioxidantes. O objetivo do presente estudo foi investigar, mediante dois
protocolos de administragdo, os efeitos do émega-3 sobre 0 dano ao DNA,
através do ensaio cometa, em hipocampo, estriado e cértex cerebral da
prole de ratos com DXB. No primeiro protocolo, investigou-se a
suplementacdo materna com émega-3 (0,8 g/kg peso corporal) durante o
periodo pré-natal e seus efeitos sobre a prole. No segundo protocolo,
investigou-se o tratamento de ratos infantes com émega-3 (0,1 g/kg peso
corporal) no periodo pés-natal. O modelo cronico de DXB aplicado a
prole foi induzido quimicamente pelo pool de AACR (15,8 pL/g peso
corporal). Os resultados mostraram que a suplementacdo materna com
Odmega-3 durante o periodo pré-natal ndo preveniu os danos causados ao
DNA no cérebro da prole com DXB. Por outro lado, quando o 6mega-3
foi utilizado como tratamento pés-natal, esse reverteu os danos ao DNA
nas estruturas cerebrais hipocampo, estriado e cértex dos ratos com DXB.
De acordo com estes resultados, pode-se concluir que os metabdlitos
acumulados na DXB causam dano ao DNA e que o dmega-3 apresentou
efeito protetor quando administrado no periodo p6s-natal. Assim, sugere-
se que 0 dmega-3 possa ser utilizado como um possivel adjuvante ao
tratamento da DXB.

Palavras-chave: 4&cidos graxos Omega-3; aminoécidos de cadeia
ramificada; antioxidante; dano ao DNA; doenga da urina do xarope do
bordo.






ABSTRACT

Maple syrup urine disease (MSUD) is an inherited metabolic disorder in
which there is an accumulation of the branched-chain amino acids
(BCAA) leucine, isoleucine and valine, as well as branched chain o-
ketoacid (BCKD) a-ketoisocaproic, o-ketometilvaléric and a-
ketocetoisovalérico. MSUD patients can present, among other symptoms,
neurological impairment. However, the underlying pathophysiology of
this brain damage remains obscure. Many therapeutic strategies,
including antioxidants, studied in an attempt to contribute to the treatment
of these patients. In this context, fatty acids (FA) of the omega-3 family,
known to act on the structure and maintenance of the central nervous
system are being widely studied and recommended for pregnant. In
addition to their structural role, these FA used because they act as anti-
inflammatories and antioxidants. The aim of this study was to investigate
the effects of omega-3 by means of two administration protocols on DNA
damage in rats with MSUD. The aim of this study was to investigate, by
means of two administration protocols, the effects of omega-3 on DNA
damage by the comet assay in the hippocampus, striatum and cerebral
cortex of rat offspring with MSUD. In the first protocol, we investigated
the maternal supplementation with omega-3 (0.8 g/kg body weight)
during the prenatal period and their effects on the offspring. In the second
protocol, we investigated the treatment of infant rats with omega-3 (0.1
g/kg body weight) on postnatal period. The chronic model MSUD
offspring were applied to chemically induced by the BCAA pool (15.8
uL/g body weight). The results showed that maternal supplementation
with omega-3 during the prenatal period did not prevent the damage to
the DNA in the MSUD offspring's brain. On the other hand, when omega-
3 was used as postnatal treatment, the reversed DNA damage in brain
structures hippocampus, striatum and cortex of MSUD rats. According to
these results, it can be concluded that metabolites accumulated in MSUD
cause DNA damage and that omega-3 showed a protective effect when
administered in the postnatal period. Thus it is suggested that omega-3
can be used as a possible adjuvant to treatment of MSUD.

Keywords: antioxidant; branched-chain amino acids; DNA damage;
maple syrup urine disease; omega-3 fatty acids.
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1 INTRODUCAO
1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

O primeiro relato sobre erros inatos do metabolismo (EIM) foi
feito por Archibald Garrod no inicio do século XX, onde ele descreveu a
alcaptondria, doenga no qual individuos afetados excretam grandes
guantidades de &cido homogentisico na urina. Garrod observou o
surgimento de novos disturbios relacionados a alteragdes genéticas e que
envolviam o acimulo de outras substancias nos fluidos biolégicos dos
pacientes. Ele, entdo, postulou que estas doencas resultam da sintese
gualitativa ou quantitativamente anormal de uma proteina, de carater
enzimatico ou ndo, pertencente ao metabolismo (Scriver et al., 2001).
Com base nestas informacoes, foi proposto que a deficiéncia enzimética
gera um bloqueio metabolico e, como consequéncia deste blogueio,
ocorre 0 acumulo de precursores da reacdo, com a formacdo de rotas
metabdlicas alternativas e deficiéncia de produtos importantes ao
organismo (Bickel, 1987).

Os EIM, guando analisados de forma individual, sdo considerados
raros. Entretanto, quando analisados em conjunto séo frequentes e podem
atingir um em cada mil nascidos vivos. Este grupo de doencas
corresponde a aproximadamente 10 % de todas as doencas genéticas e,
atualmente, ja foram descritos mais de 500 distdrbios, incluindo defeitos
de sintese, degradagdo, transporte e armazenamento de moléculas no
organismo (Jimenez-Sanchez et al.,, 2001). A auséncia ou a grave
deficiéncia de uma atividade enzimatica gera um bloqueio metabdlico,
gue por sua vez resulta no acimulo de substratos e seus derivados. De
acordo com a rota metabdlica afetada, este blogueio pode gerar
manifestacdes clinicas varidveis, geralmente provocando sintomas
graves, e na maioria das vezes afetam o sistema nervoso central (SNC)
(Scriver et al., 2001). Os EIM podem ser divididos em duas principais
categorias. A categoria 1 engloba as doencas que envolvem apenas um
sistema funcional ou que afetam um Unico 6rgdo ou sistema anatémico.
Os pacientes apresentam sintomas uniformes e o diagnéstico geralmente
é facil. Por outro lado, a categoria 2 abrange um grupo de doengas em que
o defeito bioquimico afeta uma via metabdlica comum a diversos 6rgdos
ou restrito a apenas um 6rgdo, porém com manifesta¢cbes humorais e
sistémicas. As doengas da categoria 2 apresentam diversidade clinica e
acarretam grande dificuldade diagnostica (Saudubray e Charpentier,
1995).
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1.2 DOENCA DA URINA DO XAROPE DO BORDO
1.2.1 Histérico

A doenca da urina do xarope do bordo (DXB) foi descrita por
Menkes et al. (1954) apds observarem quatro pacientes com uma doenca
neurolégica degenerativa, caracterizada por edema cerebral, convulsdes,
espasticidade e sofrimento respiratorio. O inicio dos sintomas se deu na
primeira semana de vida e morte até o terceiro més. O nome da doenca
foi proposto porque a urina destes pacientes possuia forte odor de agucar
gueimado. Em 1957, Westall et al. observaram outro paciente e
encontraram concentragBes elevadas dos aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina na urina. Em 1959,
Menkes conseguiu isolar os a-cetoacidos de cadeia ramificada (CACR),
derivados destes AACR, da urina dos pacientes com DXB.
Posteriormente, foi demonstrado por Dancis et al. (1960) que o bloqueio
metabdlico na DXB ocorre na descarboxilacdo dos CACR.

1.2.2 Etiologia

A DXB (OMIM #248600) é um distdrbio metabo6lico de heranca
autossdmica recessiva (Danner e Elsas, 1989; Nobukuni et al., 1991)
causado pela deficiéncia na atividade enzimatica do complexo
desidrogenase dos a-cetodcidos de cadeia ramificada (CDCCR; E.C.
1.2.4.4) e apresenta uma incidéncia mundial de aproximadamente 1 em
cada 185.000 nascidos vivos (Chuang e Shih, 2001). O bloqueio
metabdlico que ocorre nesta doenca leva ao acimulo dos AACR leucina,
isoleucina e valina e dos CACR a-cetoisocaproico (CIC), o-
cetometilvalérico (CMV) e a-cetocetoisovalérico (CIV) (Figura 1). Estas
substancias sdo indiretamente responsaveis pelo odor urinario anormal
apresentado pelos pacientes (Menkes, 1959; Chuang e Shih, 2001).
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Figura 1. Rota catabdlica dos aminoacidos de cadeia ramificada
(AACR) leucina, isoleucina e valina. Na reagdo (1), ocorre transaminagao
reversivel pela enzima aminotransferase dos AACR. Na reagdo (2), ocorre a
descarboxilagdo oxidativa dos a-cetoacidos de cadeia ramificada e esterificagdo
da coenzima A pelo complexo desidrogenase dos a-cetodcidos de cadeia
ramificada. Em destaque, esta demonstrado o bloqueio metabélico que ocorre na
doenca da urina do xarope do bordo (DXB), devido a deficiéncia do complexo
desidrogenase dos o-cetoacidos de cadeia ramificada. Adaptado de Chuang e
Shih, 2001.
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1.2.3 Metabolismo dos aminoéacidos de cadeia ramificada

Os AACR leucina, isoleucina e valina sdo aminoacidos essenciais
constituidos por quatro ou mais 4&tomos de carbono, cuja cadeia carbénica
é ramificada por uma metila na posicéo 3 ou 4. Sdo provenientes da dieta,
e em individuos normais correspondem a aproximadamente 40 % dos
aminoacidos essenciais e 35 % dos aminoécidos considerados
indispensaveis para o tecido muscular (Schadwaldt e Wendel, 1997).
Estes aminoécidos estdo envolvidos na manutencdo da proteina corporal
e no fornecimento de nitrogénio para a sintese de neurotransmissores
(Tom e Nair, 2006), além de servirem como substratos energéticos para o
musculo esquelético, rins, coragdo, tecido adiposo e cérebro
(Schadewaldt e Wendel, 1997).

A via de catabolismo dos AACR inicia com o transporte destes
aminodcidos através do sistema de transporte L localizado na membrana
plasmatica, para dentro da célula. Quando os AACR chegam ao interior
das células, sofrem trés passos iniciais comuns na via metabolica. No
primeiro passo, ocorre uma transaminacao reversivel que é catalisada pela
aminotransferase de cadeia ramificada (E.C. 2.6.1.42). Esta enzima se
apresenta nas isoformas, citosélica e mitocondrial, e produz os CACR,
CIC proveniente da leucina, CMV proveniente da isoleucina e CIV
proveniente da valina. Os CACR séo translocados, por um translocador
especifico, para o interior da mitocondria onde sofrem descarboxilacdo
oxidativa irreversivel, catalisada pelo CDCCR. A reacdo produz os
respectivos acil-CoAs ramificados que sdo metabolizados por vias
especificas. Os produtos finais do metabolismo da leucina, da valina e da
isoleucina séo acetil-CoA e acetoacetato, succinil-CoA e acetil-CoA e
succinil-CoA, respectivamente. Os AACR podem ser tanto cetogénicos
guanto glicogénicos e sdo precursores para a sintese de acidos graxos,
colesterol e como substrato energético via succinil-CoA e acetoacetato
(Chuang e Shih, 2001).

1.2.4 CDCCR

Nas células dos mamiferos 0 CDCCR esté localizado na membrana
interna da mitocondria (Yeaman, 1986; Chuang e Shih, 2001). Este
complexo atua no processo de descarboxilagdo dos CACR provenientes
da transaminacdo dos AACR (leucina, isoleucina e valina) (Parrellaetal.,
1994; Chuang e Shih, 2001). O figado ¢ responsavel por
aproximadamente 15 % da atividade enzimatica deste complexo (Strauss
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et al., 2006). O fluxo dos AACR usados como substrarto energético é
regulado pela atividade do CDCCR, sendo este o passo irreversivel da via
catabdlica. Os trés componentes cataliticos que compdem este complexo
sdo uma o-cetoacido descarboxilase de cadeia ramificada
heterotetramérica (a.2p2), chamada de E1, uma di-hidrolipoil trasacilase
(24 subunidades idénticas), chamada de E2, e uma di-hidrolipoamida
desidrogenase homodimérica, chamada de E3. Este complexo também
apresenta uma enzima cinase e uma fosfatase especificas que regulam sua
atividade através da fosforilacdo/desfosforilacdo de dois residuos de
serina da subunidade Ela (Eisenstein et al., 1991; Peinemann e Danner,
1994). Os produtos obtidos ao final da reacdo da desidrogenase dos
CACR séo um acil-CoA de cadeia ramificada, um CO; e um dinucleotidio
de adenina e nicotinamida na forma reduzida (NADH) (Danner et al.,
1979).

1.2.5 Manifestagdes clinicas

A atividade residual do complexo enzimatico é responsavel pelos
diferentes fenotipos clinicos apresentados pelos pacientes com DXB.
Atualmente, sdo conhecidos cinco fen6tipos clinicos que compreendem
as formas cléssica, intermediaria, intermitente, responsiva a tiamina e
deficiéncia da lipoamida desidrogenase-Es. Destes, a forma classica é a
mais comum e mais grave. Os demais fendtipos clinicos sdo variantes e
as manifestacdes clinicas moderadas (Tabela 1) (Chuang e Shih, 2001;
Serra et al., 2010). A atividade residual do CDCCR na forma classica é
de 0-2 %, e as principais manifestacdes clinicas apresentadas pelos
pacientes incluem cetoacidose, hipoglicemia, recusa alimentar,
opistétono, bem como disfungdo neuroldgica, convulsdes, hipotonia,
irritabilidade, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e deficiéncia
intelectual (Chuang e Shih, 2001; Simon et al., 2006).
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Tabela 1. Classificacdo dos fenétipos clinicos da DXB com base nas
manifestacdes clinicas e na atividade enzimatica do CDCCR.

Fendtipo Manifestaces Atividade
clinico clinicas enzimatica
Classica Letargia, recusa alimentar, alteracdes 0-2 %

neurolégicas progressivas, cetose,
hipoglicemia, convulsdes e coma

Intermediario Atraso no desenvolvimento e/ou 0-30 %
convulsdes e cetoacidose

Intermitente Episodios de ataxia/cetoacidose 5-20 %
precipitado por infecgdes
Responsivo a

tiamina Similar a forma intermediaria 2-40 %
Deficiéncia de | Sem sintomas neonatais, hipotonia, 0-25 %
E3 acidose lactica e atraso no

desenvolvimento neuropsicomotor
Adaptado de Chuang e Shih (2001).
1.2.6 Achados neuropatoldgicos

Grande parte dos pacientes com DXB apresenta encefalopatia com
edema cerebral generalizado. Adicionalmente, hé estudos que mostram
hipodensidade difusa do globo pélido e tdlamo, afetando a substancia
branca e sugerindo hipomielinizacdo (Treacy et al., 1992). A fase aguda
do edema pode levar a atrofia cerebral, sendo o trato piramidal da medula
espinhal, a mielina que circunda o ndcleo dentado, o corpo caloso e o0s
hemisférios cerebrais os mais afetados. Nos ndcleos da base e substancia
negra, também foram observados perda neuronal consideravel (Chuang e
Shih, 2001). Exames radioldgicos apontam sinais aumentados em
neuroimagens (T2) que mostram modificacfes no contelildo aquoso na
substancia branca indicando possivel desmielinizacdo. Das areas
cerebrais observadas, 0 mesencéfalo, o tronco cerebral, o talamo e o globo
palido sdo as mais afetadas (Schonberger et al., 2004), além destas areas
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foram observadas alteracGes nas capsulas internas do limbo posterior e na
corona radiata (Myers et al., 2012).

1.2.7 Fisiopatologia do dano neurolégico

A fisiopatologia dos achados neurolégicos e dos danos cerebrais
apresentados pelos pacientes com DXB ainda é pouco conhecida. No
entanto, o aumento dos niveis plasmaticos de leucina parece estar
associado ao aparecimento de sintomas neuroldgicos. A leucina e o CIC
sdo considerados 0s principais metabdlitos neurotoxicos na DXB
(Snyderman et al., 1964; Chuang e Shih, 2001). Em um estudo com
homogeneizados de cérebro de ratos realizado por Tashian (1961), foi
demonstrado que o CIC, o CIV e a leucina e, em menor grau 0s
hidréxiécidos inibem competitivamente a atividade da enzima glutamato
descarboxilase. Além disso, foi demonstrado em cultura de astrocitos que
0 excesso de CIC reduz pela metade o conteldo de glutamato,
aumentando a velocidade de sua oxidacdo (Yudkoff et al., 1993; Huang
et al., 1996; Zielke et al., 1997). Adicionalmente, estudos apontam para
uma diminuicdo da captacdo de glutamato por vesiculas sinapticas em
cérebro de ratos jovens. Nestes estudos foi demonstrado que os AACR e
0s CACR inibem a captacdo de glutamato em concentracfes similares a
de pacientes em episddio de descompensagdo metabodlica (Reis et al.,
2000; Tavares et al., 2000). Foi também demonstrada uma diminuicédo
acentuada no numero de receptores pds-sindpticos acido gama-
aminobutirico da classe A (GABAA) em um modelo animal de DXB em
bovinos (Dodd et al., 1992).

Dos trés a-cetodcidos envolvidos na DXB, o CIC é o mais toxico
(Gibson e Blass, 1976). Ele inibe o consumo de oxigénio cerebral e
provoca deficiéncia na formacdo de mielina em cerebelo de ratos. A
elevacdo sérica de leucina e de CIC no espaco extracelular interfere na
concentracdo de aminoacidos, como a metionina, valina, isoleucina,
triptofano, tirosina, fenilalanina e glutamima, transportados para 0 SNC
através do transportador dos aminoacidos neutros grandes (sistema L)
(Aradjo et al., 2001). Desta forma, a diminui¢&o na concentragao cerebral
de alguns aminoacidos pode afetar a biossintese de neurotransmissores
cerebrais, como as catecolaminas e a serotonina (Huang et al., 1996;
Zielke et al., 1997). Nesse sentido, achados mostraram que o excesso de
leucina na dieta provoca diminuicdo de serotonina cerebral (Yuwiler e
Geller, 1965).
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Foi relatada a ocorréncia de apoptose em cultura de fibroblastos de
pele de um paciente com DXB, quando exposto a quantidades de AACR
e CACR semelhantes as encontradas em pacientes (Jouvet et al., 2000a;
Jouvet et al., 2000b). Funchal et al. (2004a) demonstraram, em cultura de
astrocitos, que os CACR desencadeiam a morte celular em concentracfes
semelhantes as observadas em pacientes em estado de descompensacéao
metabdlica (Funchal et al., 2002; Pessoa-Pureur et al., 2002; Funchal et
al., 2004b).

Também tem sido postulado que o déficit energético cerebral,
especialmente durante crises de descompensacdo metabdlica, pode
contribuir para a lesdo cerebral. Desta forma, Gibson e Blass (1976)
demonstraram que o.-cetoacidos CIC, CIV e CMV inibem a oxidacdo da
glicose e a sintese de acetilcolina, lipideos, proteinas e acidos nucleicos
em fatias de cérebro de ratos. Também inibem a enzima &cido graxo
sintase, a oxidacdo do piruvato, o transporte mitocondrial de piruvato, a
atividade do complexo piruvato desidrogenase e a atividade da enzima a.-
cetoglutarato desidrogenase em cérebro de ratos. Estudo realizado por
Scaini et al. (2012a) demonstraram que a administragdo aguda e cronica
de AACR aumentou a atividade da acetilcolinesterase em cérebro de
ratos. Além disso, os mesmos autores demonstraram que este aumento foi
prevenido pela coadministracdo dos antioxidantes N-acetilcisteina (NAC)
e desferroxamina (DFX). Também foi descrito que a leucina seria
responsavel pela hipoglicemia apresentada pelos pacientes com DXB,
visto que este aminoacido estimula a secrecdo de insulina pelo pancreas
(Panten et al., 1972).

Alguns estudos realizados in vitro observaram alteragdes na
homeostase mitocondrial causadas pelos AACR e CACR e sugerem que
possa haver relagdo com o dano cerebral observado nos pacientes. Neste
contexto, um estudo realizado por Sgaravatti et al. (2003) demonstra um
efeito inibitorio dos CACR sobre a producdo de CO- e sobre a atividade
do complexo I-11l da cadeia respiratoria em cérebro de ratos. Em outro
estudo, foi demonstrado que os AACR reduzem a atividade da creatina
cinase em homogeneizados de cérebro de ratos (Pilla et al., 2003).
Ribeiro et al. (2008) observaram que os AACR produziram um efeito
inibitorio sobre a producéo de CO; e sobre os complexos II-11, 11l e IV
da cadeia respiratéria mitocondrial. Em outro estudo, também in vitro, foi
demonstrado em preparacdes mitocondriais de cérebro de ratos jovens
que o CIC atua como desacoplador da fosforilacdo oxidativa. Neste
mesmo estudo, também foi observado que tanto o CIC quanto a leucina
atuam como inibidores metabolicos (Amaral et al., 2010).
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Muitos trabalhos apontam o envolvimento do estresse oxidativo na
fisiopatologia da DXB. Experimentos com animais demonstraram que 0s
AACR e 0s CACR acumulados na DXB estimulam a peroxidacdo lipidica
em cérebro de ratos jovens (Fontella et al., 2002). Barschak et al. (2006)
demonstraram que pacientes com DXB apresentam niveis aumentados de
marcadores de peroxidacdo lipidica no plasma. Além disso, foi observado
que principalmente a leucina e CIC reduzem a capacidade de modulacédo
cerebral ao dano causado pelos radicais livres e que a peroxidacao lipidica
estimulada pela leucina pode ser atenuada por antioxidantes como o &cido
ascarbico (vitaminas C) e tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida
(GSH) e superoxido dismutase (SOD) (Bridi et al., 2003; Bridi et al.,
2005a; Bridi et al., 2005b). Mescka et al. (2011) observaram que animais
submetidos a um modelo de DXB induzido quimicamente apresentaram
aumento nos niveis de peroxidagdo lipidica, dano a proteinas e
diminuicdo da atividade das enzimas catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), também foi demonstrado que estas alteracbes foram
evitadas pela administracdo de L-carnitina. Ainda utilizando este mesmo
modelo animal de DXB, Scaini et al. (2012b) relataram dano ao DNA em
hipocampo e estriado e que a administragdo dos antioxidantes NAC e
DFX preveniram este dano. Outros achados mostraram, através de
estudos in vitro e in vivo em plasma de pacientes com DXB, a presenca
de dano ao DNA e que o tratamento com L-carnitina impediu este dano
(Mescka et al., 2014; Mescka et al., 2015a).

Estudos recentes mostram o envolvimento de processos
inflamat6rios na DXB. Um estudo realizado por Simone et al. (2013)
observou em células de microglia que os AACR modulam as
propriedades imunoldgicas por alterarem a capacidade imunoldgica da
resposta pré-inflamatoria. Scaini et al. (2014) observaram gque 0 aumento
de AACR associado ao processo inflamatério pode contribuir para
ruptura da barreira hematoencefalica (BHE), principlamente por
aumentar as metaloproteinases de matriz (MMP), MMP-2 e MMP-9.
Recentemente, foi demonstrado um aumento dos niveis das citocinas pro-
inflamatdrias interleucinas (IL) IL-1, IL-6 e interferon gama (IFN-y) em
plasma de pacientes com DXB, tratados com dieta de restri¢cdo proteica,
e que o tratamento com L-carnitina reduziu os niveis plasmaticos destas
citocinas (Mescka et al., 2015b).
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1.2.8 Diagnostico

O diagnostico da DXB consiste basicamente em exames
laboratoriais. A doenca é caracterizada pela identificacdo de altas
concentragGes de leucina, isoleucina e valina e seus respectivos a-
cetoacidos em plasma e urina dos pacientes por cromatografia de
aminoacidos e &cidos organicos. Nos pacientes sem tratamento, a leucina
é o principal metabdlito acumulado, atingindo niveis plasmaticos de até 5
mM, enquanto a isoleucina e a valina atingem 1 mM (Zielke et al., 1996).
O diagnostico confirmatorio para DXB pode ser feito através da
mensuragéo da atividade do CDCCR em cultura de leucocitos periféricos
dos pacientes (Peinemann e Danner, 1994).

A DXB pode ser identificada pela triagem neonatal em que se
impregna uma gota de sangue em papel filtro para realizacéo de analise
semiquantitativa por cromatografia de aminoacidos (Brasil, 2002). No
Brasil, o teste do pezinho fornecido pelo Sistema Unico de Saude (SUS)
ndo contempla a triagem para DXB, sendo necessario realize-lo em
laboratérios privados (Souza et al., 2002).

1.2.9 Tratamento

O tratamento para DXB pode ser dividido em duas fases: fase
aguda e fase de manutencéo (Serra et al., 2010). Na fase aguda ocorre a
descompensacdo metabdlica decorrente de estresse fisioldgico
precipitado por infeccdo, exercicios fisicos, febre, jejum prolongado ou
por qualquer outra situacdo que estimule o catabolismo, além de ocorrer
pela ingestdo excessiva de proteinas da dieta (Chuang e Shih, 2001;
Morton et al., 2002; Ramén e Jauregui, 2005). O tratamento nesta fase
consiste na reducdo imediata das concentragdes dos AACR, aporte
nutricional adequado e indugdo do anabolismo para evitar o catabolismo.
Em casos mais graves, outras estratégias podem ser utilizadas, como a
hemodialise, a dialise peritoneal e a hemofiltracdo para eliminar os
compostos acumulados (Calvo et al., 2000; Ramén e Jauregui. 2005).

Na fase de manutencao, o tratamento para DXB consiste em uma
dieta com restricdo de AACR, suplementacdo de férmula semissintética
composta por aminoacidos essenciais (exceto os AACR), vitaminas e
minerais (Jouvet et al., 2001). O objetivo do tratamento é manter 0s niveis
plasmaticos de leucina proximos aos valores de referéncia (entre 77 e 153
pumol/L) (Lepage et al., 1997) ou entre os limites aceitaveis (entre 100 e
300 pumol/L) para evitar a ocorréncia de danos (Morton et al., 2002). Com
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a reducdo do acumulo de metabdlitos toxicos, principalmente da leucina
e do CIC, também ocorre a reducdo de seus efeitos prejudiciais ao SNC
(Strauss et al., 2010).

Em casos mais graves, outra estratégia a ser utilizada é o
transplante hepético, cujo objetivo é restaurar parte da funcéo enzimatica
nos pacientes com DXB, visto que o figado é o local com maior
deficiéncia na atividade do complexo enzimatico (Strauss et al., 2006).

1.3 ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA)

O DNA é uma biomolécula formada por bases nitrogenadas, uma
pentose do tipo desoxirribose e grupos fosfato. Esta molécula é vulneravel
ao ataque de outras moléculas quimicas, o que pode resultar em alterac6es
nas suas propriedades de codificacéo (Rao, 2007). Danos no DNA celular
sdo considerados grandes ameagas para a estabilidade do genoma e
podem levar a perda ou amplificacdo da atividade cromossémica com
consequente alteragdo na expressdo génica (Kawanishi et al., 2001; Lee
et al., 2003). Dentre os principais danos estdo a formacdo de adutos ou
ligacdes cruzadas de DNA e suas proteinas e alteracBes nas bases
nitrogenadas que levam a alteracBes nas hélices do DNA (Lee et al.,
2003). Estes danos podem ocorrer atraves de dois mecanismos principais:
o primeiro deles ocorre de forma espontanea por moléculas endogenas a
célula, e o segundo ocorre por outras fontes, como xenobiéticos e
radiacdo (Rao, 2007).

Um teste com boa aplicacéo para avaliar genotoxicidade é o ensaio
cometa. Este método detecta danos ao DNA causados por agentes
alquilantes, intercalantes e oxidantes (Silva et al., 2003). Ndo detecta
mutacBes, mas consegue detectar lesdes gendmicas que, apds serem
processadas, podem acarretar em mutag6es. Outra aplicacéo para o0 ensaio
cometa é em pesquisas sobre reparo do DNA, uma vez que ele possibilita
a compreensdo de dados cinéticos e sobre o tipo de lesdo a ser reparada
(Gontijo, 2003).

As espécies reativas sdo produzidas in vivo por todos os tecidos e
sua producdo em excesso pode danificar o DNA (Halliwell, 2001). O
aumento na producgdo de espécies reativas e/ou a diminuicao das defesas
antioxidantes leva ao estresse oxidativo e este, por sua vez, desencadeia
dano oxidativo em biomoléculas (lipideos, proteinas e DNA) e até mesmo
morte celular (Halliwell, 2001; Halliwell e Guteridge, 2007). Quando este
dano oxidativo ocorre em sequéncias especificas de DNA pode resultar
em carcinogénese ou no envelhecimento tecidual (Kawanishi et al., 2001;
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Nakanishi et al., 2009). Alteracdes na expressdo génica podem favorecer
a patogenia de doencas degenerativas relacionadas ao envelhecimento
(Lee et al., 2004) e a compreensdo dos efeitos do estresse oxidativo na
integridade do DNA é fundamental para o entendimento de varias
doencas (Sitta et al., 2009). Adicionalmente, processos inflamatorios
cronicos também podem causar danos ao DNA por liberarem espécies
reativas que causam instabilidade genémica, induzindo a metilacao do
DNA e cancer (Niwa et al., 2010; Ohnishi et al., 2013; Kidane et al.,
2014).

Em modelos animais de diferentes EIM, foi demonstrado que 0s
metabdlitos tdxicos acumulados nestas doencas induziram o aumento da
producdo de espécies reativas e a diminuicdo das defesas antioxidantes
(Colome et al., 2000; Wajner et al., 2004; Sitta et al., 2011). Neste
contexto, estudos em modelos animais e em plasma de pacientes com
DXB demonstraram que 0s AACR e 0s CACR acumulados na DXB sdo
capazes de causar dano ao DNA celular e que este foi revertido pela
administragdo de antioxidantes, indicando que o dano pode ser oxidativo
(Scaini et al., 2012b; Mescka et al., 2014; Mescka et al., 2015a).

1.4 ACIDOS GRAX0S OMEGA-3

Os acidos graxos (AG) poli-insaturados compreendem duas
grandes familias, a 6mega-6 (n-6) e a 6mega-3 (n-3). Estes AG podem ser
fornecidos pela dieta ou sintetizados a partir de AG essenciais por meio
de reagdes de dessaturacdo e elongacdo. Enzimas dessaturases, ao oxidar
dois carbonos da cadeia do AG, formam duplas ligacdes, enquanto as
elongases aumentam o tamanho da cadeia carbonica pela adi¢do de dois
atomos de carbono (Figura 2) (Rosell et al., 2005; Martin et al., 2006;
Poniedziatek-Czajkowska et al., 2014). Desta forma, o acido linoleico
(LA; 18:2n-6), pertencente a familia dmega-6, é precursor do acido
araquiddnico (AA; 20:4n-6) e o &cido a-linolénico (ALA; 18:3n-3) que
pertence a familia 6mega-3, é precursor dos acidos eicosapentaenoico
(EPA; 20:5n-3) e docosahexandico (DHA; 22:6n-3) (Poniedziatek-
Czajkowska et al., 2014). Os AG dmega-3 e 6mega-6 competem pelas
mesmas enzimas envolvidas nas reacdes de dessaturagdo e elongacéo,
porém as enzimas apresentam maior afinidade pelos AG 6mega-3
(Calder, 1997; Teitelbaum e Walker, 2001). A razdo émega-6/06mega-3
(n-6/n-3) deve ser equilibrada, pois os AG 6mega-3, principalmente o
EPA, sdo produtores de eicosanoides com caracteristicas anti-
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inflamatdrias, enquanto o Omega-6 AA possui caracteristicas
inflamatorias, quando em excesso (Perini et al., 2010).

As principais fontes alimentares de AG émega-3 séo 0s peixes de
agua fria, mas também estdo presentes em vegetais como linhaga, canola
e soja (Rosell et al., 2005). E importante ressaltar que gestantes
necessitam de maior ingestdo de 6mega-3 durante a gestacao e lactacao,
por isso é recomendada suplementacao de 300 mg/dia de DHA no periodo
da gestacdo e cerca de 200 mg/dia de DHA durante a lactacdo
(Simopoulos et al., 1999). A suplementacio materna tornou-se necessaria
devido aos diversos efeitos benéficos atribuidos ao 6mega-3 e
principalmente por estes serem transferidos via placenta e serem
incorporados as células do feto durante a gestacdo (Innis, 2003; Fleith e
Candinin, 2005). Um aporte adequado de émega-3 durante os periodos
gestacional e pds-natal pode melhorar o desenvolvimento visual e do SNC
do recém-nascido (Silva et al., 2007).

Os AG 6mega-6 e dmega-3 sdo0 necessarios para o crescimento e 0
desenvolvimento normal do organismo (Innis 1991; Sellmayer e
Koletzko, 1999) e atravessam eficientemente a BHE (Guest et al., 2013).
O DHA e 0 AA séo acrescidos ao cérebro durante o desenvolvimento,
atuam como moduladores na funcdo da membrana e participam dos
processos de neurogénese e neurotransmissdo. Estes AG séo
fundamentais para manutencéo da estrutura e fungdo do SNC e da retina
(Neuringe et al., 1988; Innis, 2008; Hadders-Algra, 2010). Além disso, 0
DHA melhora a fluidez, flexibilidade e permeabilidade das membranas
celulares (Wu et al., 2008).

A disponibilidade destes AG pode ser afetada por deficiéncias
nutricionais (deficiénca de proteinas, carnitina e tocoferol) ou por excesso
na producdo de espécies reativas envolvidas em algumas doencas
cronicas (Decsi et al., 1998; Infante e Huszagh, 2000). Uma das principais
aplicacdes do EPA e do DHA é na prevencéo de doencas cardiovasculares
(Holub, 2003; Poudyal et al., 2011), embora 0 mecanismo exato ainda ndo
seja conhecido. Sabe-se que estes AG causam supressdo da resposta
inflamatdria e também exercem possivel papel antioxidante (Huxley e
Neil, 2003; Duda et al., 2007; Nodari et al., 2011).

Muitos EIM apresentam risco aumentado para deficiéncia de AG
O0mega-3 (Giovannini et al., 1995), visto que os pacientes sdo tratados com
dietas de restricdo proteica. As principais fontes alimentares de AG
também sdo ricas em proteinas e eliminadas da dieta, por isso estes
pacientes possuem concentra¢@es diminuidas de DHA (Vlaardingerbroek
et al., 2006; Schuchardt et al., 2010). Além do seu papel estrutural e anti-
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inflamatdrio, AG 6mega-3 apresentam efeitos antiagregante plaquetario,
anti-hipertensivo e anti-hiperlipidémico. Estes efeitos benéficos podem
ser mediados por mecanismos diferentes, entre eles alteragdes na funcéo
e composicdo da membrana celular, na expressdo génica ou por atuarem
como precursores de eicosanoides (Schuchardt et al., 2010).

l l

Acido linoleico (18:2n-6) Acido alfa-linoleico (18:3n-3)
A6-dessaturase l
Acido gama-linoleico (18:30-6) Acido estearidénico (18:4n-3)
Elongase l
Acido dihomo-gama-linoleico (20:3n-6) Acido eicosatetraenoico (20:4n-3)
l A5-dessaturase
Acido araquidénico (20:4n-6) | Acido eicosapentacnoico (20:5n-3) |
l Elongase
Acido docosatetraenoico (22:4n-6) Acido docosapentaenoico (22:5n-3)
l Elongase l
Acido tetracosatetraenoico (24:40-6) Acido tetracosapentaenoico (24:3n-3)
l A6-dessaturase l
Acido tetracosapentaenoico (24:5n-6) Acido tetracosahexaenoico (24:6n-3)

l p-oxidacio l

Acido docosapentaenoico (22:5n-6)

| Acido docosahexaencico (22:6n-3) |

Figura 2. Metabolismo dos acidos graxos (AG) das familias n-6 e n-
3. Destaque para os acidos eicosapentanoico (EPA) e docosahexanoico (DHA)
sintetizados a partir do precurssor acido alfa-linolénico (ALA) da familia n-3.
Adaptado de Perini et al., 2010.

1.5 JUSTIFICATIVA

Pacientes com DXB apresentam, entre outros sintomas, importante
prejuizo neuroldgico e cognitivo. Embora muitos estudos apontem o
envolvimento de diferentes mecanismos na tentativa de explicar a
fisiopatologia do dano neurolégico ela ainda permanece pouco
esclarecida. Evidéncias indicam que os metabdlitos acumulados na DXB
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causam lesdes ao DNA celular, e este dano pode ser um dos fatores que
levam ao surgimento dos sintomas neuroldgicos. Pacientes com EIM
apresentam diminuicdo dos niveis de AG dmega-3, que desempenham
importante papel na manutencdo da estrutura e funcéo do SNC, além de
possuirem efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes. Levando-se em
consideragdo a importancia destes AG e o possivel envolvimento do dano
ao DNA com os danos neurolégicos na DXB, torna-se de extrema
importancia estudar os efeitos da suplementacdo com émega-3 durante o
periodo gestacional (pré-natal) e durante o pds-natal sobre os danos ao
DNA em ratos submetidos ao modelo de DXB induzido quimicamente.
Assim, buscando uma melhor compreensdo sobre a fisiopatologia do
dano neuroldgico e contribuir com uma possivel terapia adjuvante para o
tratamento dos pacientes acometidos por esta doenga.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da administracéo de
AG 0mega-3 em tratamentos pré e pds-natal sobre o dano ao DNA em
cérebro da prole de ratos apds a indugcdo do modelo animal de DXB.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar o efeito da suplementacdo materna com AG 6mega-3
no periodo pré-natal sobre dano ao DNA em coértex cerebral, estriado e
hipocampo da prole de ratos submetida a um modelo experimental de
DXB.

b) Verificar o efeito do tratamento pds-natal com AG dmega-3
sobre o dano ao DNA em c6rtex cerebral, estriado e hipocampo da prole
de ratos submetida a um modelo experimental de DXB.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados na Universidade do Extremo
Sul Catarinense. Todos os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com as recomendagdes internacionais para o cuidado e uso de
animais de laboratdrio, além das diretrizes para 0 uso de animais do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense sob protocolo n°
029-2014-02 (ANEXO A).

Foram utilizados 30 ratos machos e fémeas infantes (7 dias de
idade) e 6 fémeas adultas (60 dias de idade) da linhagem Wistar, obtidos
do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais
foram acondicionados em grupos de 5 animais por caixa, com ciclo claro-
escuro de 12 horas (07:00 as 19:00) e comida e agua ad libitum. O
ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1° C. Os filhotes foram
mantidos com as mées até o desmame (21 dias).

3.2 PREPARO DAS SOLUCOES
3.2.1 Pool de aminoéacidos de cadeia ramificada

Uma solugdo de aminodcidos de cadeia ramificada, contendo
leucina (190 mmol/L), isoleucina (59 mmol/L) e valina (69 mmol/L) foi
preparada em solucédo salina (0,85 %). Os animais foram submetidos a
administragdo crénica do pool de AACR (15,8 pL/g de peso corporal) ou
salina (grupo controle), por 21 dias, duas vezes ao dia com intervalos de
12 h, por via subcuténea (Bridi et al., 2006).

3.2.2 Acidos graxos 6mega-3

Foram utilizadas cépsulas comerciais de 6mega-3 (Vitamed,
Caxias do Sul, Brasil). Cada capsula continha 125 mg de DHA e 188 mg
de EPA dissolvidos em 1 mL de 6leo de peixe, conforme descrito no
rétulo pelo fabricante.
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3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Neste estudo, foram utilizados dois protocolos de tratamento. No
primeiro protocolo (pré-natal), as méaes foram suplementadas (tratadas)
com dmega-3 durante o periodo gestacional e os filhos foram submetidos
ao modelo de DXB induzido quimicamente. Por outro lado, no segundo
protocolo (p6s-natal), as mées ndo foram tratadas durante o periodo
gestacional e os filhos foram submetidos ao modelo de DXB induzido
guimicamente e tratados com émega-3.

3.3.1 Tratamento pré-natal

O periodo de acasalamento foi de aproximadamente 3 dias. Apds,
0s machos foram retirados das caixas, permanecendo somente as fémeas.
As ratas gestantes foram suplementadas com AG 6mega-3 ou agua
(controle), uma vez por dia, durante o periodo gestacional (+ 21 dias). A
dose de dmega-3 administrada foi de 0,8 g/kg de peso corporal (Ozyurt et
al., 2007), administrada por via orogéstrica. Apds o nascimento dos
filhotes, as ratas ndo foram mais suplementadas. Ratos infantes (7 dias de
idade) receberam duas administracdes diarias de um pool de AACR (15,8
uL/g de peso corporal) com intervalo de 12 horas entre as administracoes,
por via subcutanea no periodo de 21 dias (crénico) (Bridi et al., 2006). Os
animais foram tratados até o 28° dia de vida. Doze horas ap6s a Ultima
administracdo do pool de AACR, os animais sofreram eutanasia por
decapitacdo com guilhotina e sem anestesia e as estruturas cerebrais
hipocampo, estriado e cértex foram removidas e homogeneizadas em
tampdo PBS para realizacdo do ensaio cometa (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de suplementacao materna com 6mega-3 em ratas
gestantes e indugdo do modelo da doenca da urina do xarope do
bordo (DXB) na prole. Ratas gestantes (n=3 animais por grupo) receberam
O0mega-3 ou agua por gavagem durante o periodo gestacional (1). Em (2)
administracdo subcutanea do pool de aminoéacidos de cadeia ramificada (AACR)
(7° ao 28° dia de vida) para inducéo de DXB na prole cujas maes foram tratadas
com dmega-3 durante o periodo gestacional (n= 6 animais por grupo).

3.3.2 Tratamento pds-natal

Ratas gravidas ndo receberam nenhum tipo de tratamento durante
o0 periodo gestacional. Ap6s o0 nascimento da prole, os animais foram
divididos em trés grupos: 1) controle (salina), 2) DXB e 3) DXB + 6mega-
3. Ratos infantes (7 dias de idade) receberam duas administracGes diarias
de um pool de AACR (15,8 uL/g de peso corporal), com intervalo de 12
horas entre as administracdes, por via subcutanea no periodo de 21 dias
(crénico) (Bridi et al., 2006) e foram tratados com émega-3 (100 mg/kg
de peso corporal) por via orogéstrica, uma vez por dia, por 21 dias (El-
Ansary et al., 2011). Os animais do grupo controle receberam o mesmo
protocolo de tratamento, porém foram administradas solucdo salina por
via subcutanea e agua por via orogastrica.

Os animais foram tratados até o 28° dia de vida e doze horas apds
a Ultima administracdo do pool de AACR os animais sofreram eutanasia
por decapitacdo com guilhotina e sem anestesia e as estruturas cerebrais
hipocampo, estriado e cortex foram removidas e homogeneizadas em
tampdo PBS para realizagdo do ensaio cometa (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de inducdo do modelo da doenga da urina do
xarope do bordo (DXB) em ratos infantes e tratamento pés-natal com
Omega-3. A figura mostra a administragio do pool de aminoacidos de cadeia
ramificada (AACR) para inducéo de DXB ou salina (controle) por 21 dias (7° ao
28° dia) em ratos Wistar e tratamento com 6mega-3 ou agua por via orogastrica
também por 21 dias (n= 6 animais por grupo).

3.4 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa alcalino foi realizado como descrito por Singh et
al. (1988) com as modifica¢des sugeridas por Tice et al. (2000). Amostras
de 5 uL de homogeneizado de hipocampo, estriado ou cortex cerebral, em
tampdo PBS foram embebidos em 95 ul de agarose Low Melting Point
0,75 % e adicionado a uma lamina de microscdpio (duas Iaminas por
amostra) que foi pré-revestida com 300 pL de agarose normal (1,5 %).
Quando a agarose estava solidificada, as laminas foram colocadas em
tampdo de lise [25 M de NaCl, 100 mM de 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 10 mM Tris, pH 10,0-10,5] com
adicdo a fresco de solucdo contendo 1 % (v/v) de Triton X-100 e 10%
(v/v) de dimetilsulféxido (DMSO) a 4 °C por um periodo minimo de 1
hora e maximo de 2 semanas. Ap0s o tratamento com tampéao de lise para
permitir o desenovelamento do DNA, as laminas foram incubadas em
eletroforese alcalina (300 mM de NaOH e 1 mM EDTA, pH>13) por 20
minutos. O DNA foi, em seguida, submetido a eletroforese durante 20
minutos a 25 V (0,90 V/cm) e 300 mA. Cada passo foi realizado sob luz
amarela indireta. Apds a eletroforese, as ldminas foram lavadas trés vezes
em tampédo de neutralizacdo (0,4 M de Tris, pH 7,5) durante 5 minutos,
enxaguadas trés vezes em agua destilada e colocadas para secar durante a
noite & temperatura ambiente. As ldminas foram coradas com 50 plL de
brometo de etidio (20 ug/mL), e as imagens de 100 células de cada animal
selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das duas laminas
duplicadas) foram analisadas cegamente utilizando um microscopio de
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fluorescéncia, equipado com um filtro de excitagdo de BP546/12 nm e um
filtro barreira de 590 nm.

A extensdo do dano ao DNA foi avaliada utilizando o método de
classificacdo visual de Collins (2004). As células foram avaliadas
visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o
tamanho e forma da cauda (ndo danificadas de 0 a um dano maximo = 4),
e um valor (indice de danos) foi atribuido a cada cometa de acordo com
sua classe (Figura 5). Assim, o indice de dano variou de 0 (completamente
intacta: 100 células x 0) para 400 (com dano maximo: 100 células x 4).
O célculo da frequéncia de danos (%) para cada amostra foi feito com
base no nimero de células com cauda versus o nimero de células sem
cauda, sendo expresso em porcentagem de danos das células (0-100 %).
Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de
eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. De
acordo com Collins (2004) e Tice et al. (2000), o dano celular causado
por apoptose e/ou necrose pode nédo ser evidenciado pela técnica do teste
cometa. Desta forma, as células que ndo apresentaram o formato
requerido para classificagdo do ensaio cometa foram excluidas das
laminas analisadas para evitar possiveis erros de interpretacéo.

p 3

Figura 5. Classificacdo das células pelo ensaio cometa. As células sem
danos sao classificadas como 0 (sem cauda cometa) e as com dano maximo ao
DNA (méximo comprimento da cauda cometa) séo classificadas como 4
Adaptado de Heuser et al., 2007.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados s@o apresentados como média + desvio padrdo da
média. Os ensaios foram realizados em duplicata, e foram utilizadas as
médias para as analises estatisticas. O teste t de Student para amostras
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independentes foi utilizado para comparacgdes entre duas médias. Para
comparacdes entre trés médias foi utilizada andlise de varidncia de uma
via (ANOVA) seguida por teste post-hoc de Tukey. As diferencas entre
0s grupos foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05.
Todas as analises foram realizadas em um PC compativel com
computador IBM utilizando o programa estatistico aplicado as ciéncias
sociais (SPSS) verséo 20.0.
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4 RESULTADOS

Inicialmente foram investigados os efeitos do tratamento com
Omega-3 em ratos cujas maes receberam suplementacdo com émega-3
durante o periodo pré-natal e em ratos que receberam tratamento com
Odmega-3 apds o nascimento (pos-natal) sobre o possivel efeito genotdxico
ao DNA causado pelos AACR. Os resultados mostram que a
suplementacdo com 6mega-3 durante a gestacdo (pré-natal) ndo preveniu
0 aumento do ID e da FD ao DNA em hipocampo, estriado e cortex
cerebral da prole de ratos com DXB (Figuras 6A e 6B).

A) 3 Mae controle + prole DXB B) 3 Mae controle + prole DXB
4007 @ Mae omega-3 + prole DXB Qwo- @l Mae 6mega-3 + prole DXB
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Figura 6. Efeito da suplementagdo materna com émega-3 durante o
periodo gestacional (pré-natal) sobre o dano ao DNA em estruturas
cerebrais da prole com doenca da urina do xarope do bordo (DXB).
O gréfico mostra em (A) o indice de danos ao DNA (ID) e em (B) a frequéncia
de danos ao DNA (FD) em hipocampo, estriado e cortex cerebral da prole de ratos
submetida a um modelo experimental de DXB. Os dados foram analisados por
teste t de Student para amostras independentes e sdo expressos como média +
desvio padrdo (n=6). N&o houve diferenca significativa entre os grupos.

Este estudo também mostrou que a administracdo cronica de
AACR (grupo DXB) causou aumento do ID e na FD ao DNA em
hipocampo, estriado e cortex cerebral. Foi verificado também que o grupo
DXB que recebeu tratamento com dmega-3 (DXB + dmega) ap6s o
nascimento apresentou diminuicdo do ID e da FD nas trés estruturas
cerebrais estudadas (Figuras 7A e 7B).
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Figura 7. Efeito do tratamento pés-natal com 6mega-3 sobre o dano
ao DNA em estruturas cerebrais de ratos submetidos a um modelo
experimental da doenca da urina do xarope do bordo (DXB). O gréafico
mostra em (A) o indice de danos ao DNA (ID) e em (B) a frequéncia de danos ao
DNA (FD) em hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos. Os dados foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post
hoc de Tukey e expressos como média + desvio padrdo da média (n=6). *p <0,05
comparado ao grupo controle; # p<0,05 quando comparado ao grupo DXB.
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5 DISCUSSAO

A DXB é uma doenca cujos pacientes podem apresentar, além de
outros sintomas, grave prejuizo ao SNC (Chuang e Shih, 2001). Embora
0s mecanismos subjacentes ao dano cerebral ainda sejam pouco
esclarecidos, a leucina e o CIC sdo apontados como os metabolitos mais
toxicos na DXB e o aumento de suas concentracdes plasmaticas parece
estar associado com o surgimento de sintomas neurolégicos (Snyderman
et al., 1964; Chuang e Shih, 2001).

Neste estudo um grupo de ratas gravidas recebeu administracoes
de AG dmega-3 durante o periodo gestacional e sua prole foi submetida
a um modelo experimental de DXB. Outro grupo de animais infantes
recebeu administracdes de AG 6mega-3 apds 0 nascimento (pds-natal).
Estes dois protocolos de tratamento foram aplicados para avaliar se 0s AG
O0mega-3 minimizarariam ou impediriam as alteracfes causadas pelos
AACR ao DNA em estrututras cerebrais dos filhotes submetidos a um
modelo experimental de DXB. Verificou-se que a suplementacdo materna
com 6mega-3 durante o periodo pré-natal ndo impediu a ocorréncia do
dano ao DNA nas estruturas cerebrais hipocampo, estriado e cértex
cerebral da prole de ratos submetida ao modelo de DXB quimicamente
induzido. Esses resultados divergem dos resultados encontrados por Sable
et al. (2012), em que os autores sugerem que a suplementag¢do materna
com AG 6mega-3 aliada a uma dieta pobre em micronutrientes, como a
cobalamina (vitamina B12) e o acido fdlico, durante a gravidez e
aleitamento protege os niveis das neurotrofinas fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e fator de crescimento do nervo (NGF) na
prole de ratos. Rathod et al. (2014) mostraram que a prole de ratos cujas
maes receberam suplementagdo durante a gestacdo e lactagdo com
vitamina B12 e dmega-3 obtiveram melhora nos niveis de DHA e de
BDNF no cérebro, com melhora no desempenho cognitivo devido a
neuroplasticidade apresentada.

Muitos autores tém destacado a importancia da suplementacéo
com AG 0mega-3, principalmente com DHA, durante o periodo
gestacional, j& que este AG é rapidamente acumulado pelo feto nos trés
Ultimos meses de gestacdo (Clandinin, 1980a). Estudos pds-mortem
mostraram que o feto acumula aproximadamente 70 mg/dia de DHA,
durante o Gltimo trimestre da gravidez (Clandinin, 1980b). A ingestdo
materna de AG O0mega-3, bem como as concentragfes circulantes de
DHA, sdo fatores determinantes para as concentragdes deste AG no
sangue fetal (Innis e Friesen, 2008). Assim, toda a quantidade de AG
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O6mega-3 acumulada pelo feto antes do nascimento é proveniente da
circulagdo materna por meio da transferéncia placentaria. Apds o
nascimento o aporte de AG 6mega-3 se faz através do leite materno, desde
gue a amamentacdo seja exclusiva (Innis, 2003). A suplementacdo com
Omega-3 durante a gravidez e lactacdo também previne parto prematuro,
e traz efeitos benéficos no desenvolvimento visual e cognitivo do feto
(Helland et al., 2003; Helland et al., 2006; Koletzko et al., 2007;
Poniedzialek-Czajkowska, 2014). Também ha evidéncias de que a
suplementacdo com DHA pode reduzir o risco de morte perinatal e
convulsdes em recém-nascidos (Zhou et al., 2012).

Grande parte dos estudos sobre suplementacdo materna com AG
O0mega-3 relatam seus beneficios sobre os filhos, sugerindo um efeito
protetor sobre 0 SNC (Sable et al., 2012; Rathod et al., 2014). Embora os
resultados do presente estudo ndo tenham corroborado essa afirmativa,
vao ao encontro dos resultados obtidos em um estudo que avaliou o
desenvolvimento neurolégico apés a suplementacdo com DHA em
criancas pré-maturas € em neonatos nascidos a termo. Este estudo
demostrou que a suplementacdo extradtero com DHA, em niveis
semelhantes aos acumulados no Utero, foi mais eficaz na melhoria do
desenvolvimento neuroldgico das criangcas pré-maturas quando
comparada as criangas que receberam suplementacdo de DHA intradtero
(maes receberam 800 mg/kg de DHA) a partir do segundo trimestre da
gestacdo (Makrides, 2013).

Em outro estudo foram avaliados os efeitos da suplementacéo
materna com 6mega-3 durante a gestacdo e a lactagdo, sobre o perfil
lipidico das mées e dos filhos, e sobre o desenvolvimento visual e
cognitivo dos filhos. Embora este estudo tenha demonstrado que a
suplementacdo com 6&mega-3 melhorou o teor de AG em ambos,
melhorando assim o perfil lipidico, esta suplementacdo ndo mostrou
efeitos sobre os desenvolvimentos psicomotor e cognitivo dos filhos até
0s 12 meses de idade (Hurtado et al., 2015).

E importante ressaltar que lesbes a0 DNA celular podem ser
causadas por instabilidade gendmica decorrente de processos
inflamatdrios cronicos (Niwa et al., 2010; Ohnishi et al., 2013; Kidane et
al., 2014) e por dietas com desequilibrio em nutrientes (Kvitko et al.,
2012). Neste contexto, a utilizacdo do émega-3 na gestacdo, periodo em
que pode ocorrer deficiéncia de micronutrientes (Sable et al., 2012;
Rathod et al., 2014) mostrou resultados positivos, principalmente no que
diz respeito as neurotrofinas. Considerando-se que a maior parte dos
estudos encontrados na literatura mostram efeitos benéficos da
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suplementacdo materna com émega-3 sobre a prole, sugere-se que 0
modelo proposto no presente estudo ndo obteve resultados benéficos
devido a limitagdes, como o fato de que os filhotes ndo receberam um
aporte adequado de dmega-3 pela lactacdo, pois as ratas foram tratadas
somente durante o periodo gestacional. Adicionalmente, a baixa
disponibilidade de DHA né&o preveniu o dano causado ao DNA celular
pelos AACR acumulados na DXB.

Os AG 6mega-3 EPA e DHA sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento normais (Innis 1991; Sellmayer e Koletzko, 1999), bem
como para manter a estrutura e a fungdo do SNC e da retina (Neuringer et
al., 1988). Est4 bem estabelecido que o DHA e 0 AA sdo acrescidos ao
cérebro durante o desenvolvimento (Hadders-Algra, 2010) e que atuam
como importantes moduladores na fungdo da membrana, na neurogénese
e na neurotransmissdo. Tais efeitos benéficos ocorrem devido a
capacidade que estes AG possuem em atravessar a BHE (Innis, 2007;
Guest et al., 2013).

Em relacdo a administracdo de 6mega-3 no periodo pos-natal, 0s
resultados do presente estudo mostraram que os AACR aumentaram
significativamente a ID e 0 FD ao DNA em hipocampo, estriado e cortex
cerebral da prole de ratos, observado pelo ensaio cometa, sugerindo que
0 acumulo destes metabdlitos na DXB causa dano ao DNA. Scaini et al.
(2012b), utilizando 0 mesmo modelo animal de DXB do presente estudo,
demonstraram que a administracdo aguda de AACR em ratos de 10 dias
de idade causou dano ao DNA em hipocampo. Por outro lado, a
administragdo cronica de AACR em ratos causou dano ao DNA em
hipocampo e estriado, e a administracdo de antioxidantes NAC e DFX
preveniu tais danos. Mescka et al. (2014), em um estudo in vitro
utilizando plasma de pacientes com DXB, mostraram que houve dano ao
DNA em todas as concentracdes de leucina e CIC (100, 250, 500, 1000,
2500 e 3000 uM) testadas. Neste mesmo estudo foi demonstrado que
concentragdes de L-carnitina acima de 90 uM e 120 uM reduziram o dano
ao DNA. Recentemente, 0s mesmos autores mostraram a presenca de
dano ao DNA em amostras de sangue de pacientes com DXB que estao
sob tratamento de restricdo proteica, € que a suplementacao de L-carnitina
nestes pacientes por um periodo de até dois meses reverteu tal dano
(Mescka et al., 2015a).

Corroborando os achados acima descritos, no presente estudo
verificou-se que o tratamento com dmega-3 apds o nascimento em ratos
submetidos a um modelo de DXB induzido quimicamente impediu o dano
causado pelos AACR envolvidos nesta doenca nas trés estruturas
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cerebrais estudadas. Este suposto efeito neuroprotetor pode ser atribuido
ao fato dos AG dmega-3 EPA e DHA possivelmente apresentarem acao
antioxidante (Huxley e Neil, 2003; Wu et al., 2004; Bazan, 2005). Os
antioxidantes sdo substancias que, em baixas concentra¢fes, impedem ou
evitam a oxidacdo de um determinado substrato oxidavel (Halliwell e
Gutteridge, 1995). Neste contexto, El-Ansary et al. (2011) demonstrou
gue ratos jovens submetidos a modelo de toxicidade por acido propidnico
apresentaram mdltiplas alteracbes cerebrais avaliadas pela deplecdo dos
neurotransmissores 4cido gama-aminobutirico (GABA), serotonina
(5HT) e dopamina (DA) e que o tratamento com dmega-3 (100 mg/kg)
re-estabeleceu os niveis destes neurotransmissores.

Recentemente, foi demonstrado, em modelo animal de convulséo
induzido por pentilenotetrazol (PTZ), que as administracdes Unica e
combinada do anticonvulsivante levetiracetam (LEV; 30mg/kg i.p) e
O0mega-3 (200 mg/kg i.p) reduziram o déficit cognitivo causado por
inflamag&o e diminuiu dano oxidativo e dano ao DNA em hipocampo de
ratos jovens. Também foi observado que a combinacdo do dmega-3 com
o LEV foi mais eficaz no controle das crises convulsivas, quando
comparado a administracdo do LEV sozinho (Abdel-Wahab et al., 2015).

O mecanismo pelo qual o 6mega-3 apresenta propriedades
antioxidantes ainda ndo estd bem estabelecido, mas uma possivel
explicacdo para este efeito seria a presenga da neuroprotectina D1, um
mediador end6geno derivado do DHA, sintetizado pelo cérebro e pelas
células epiteliais de pigmento da retina. Ela atua como um mediador de
vias de sinalizagdo responséavel por promover sobrevivéncia celular, por
impedir a ativacdo da via apoptotica sob condicdes de estresse oxidativo,
e diminuir a ativacdo da caspase-3 efetora e a degradagdo do DNA
(Bazan, 2005; Lukiv et al., 2005). Wu et al. (2004) sugerem que a dieta
com 6mega-3 (principalmente o DHA) pode atuar diminuindo a geracao
de espécies reativas, reduzindo o prejuizo cognitivo ap6s a lesdo cerebral
traumatica, ajudando o cérebro a preservar a fluidez e integridade das
membranas celulares e promovendo a plasticidade sinaptica.

As células eucarioticas respondem a danos causados a0 DNA
através de proteinas cinases trandutoras e efetoras, que atuam como
sensores de ponto de verificagdo, gerando sistemas de reparo (Nakanishi
et al., 2009). Porém, o dano oxidativo ao DNA pode ser causado por
exposicdes quimicas ou bioldgicas crénicas, mesmo que em baixas doses,
capazes de gerar aumento nos niveis de espécies reativas e dificultar os
sistemas de reparo do DNA (Powell et al., 2005). Muitos autores relatam
0 envolvimento do estresse oxidativo na DXB, no qual foram observadas
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reducdo na atividade de enzimas antioxidantes e aumento na producéo de
espécies reativas com consequente dano oxidativo em lipideos, proteinas
e DNA (Fontella et al., 2002; Bridi et al., 2003; Bridi et al., 2005;
Barchask et al., 2006; Mescka et al., 2011; Scaini et al., 2012b; Mescka
et al., 2014; Mescka et al., 2015a). Desta forma, pode-se considerar a
hipotese de que a administracdo crénica de AACR no modelo animal
utilizado no presente estudo causou aumento na formagdo de espécies
reativas, que pode ser considerada uma forma de agressdo ao DNA
celular. Também pode-se considerar que o tratamento com émega-3 foi
eficaz devido a sua possivel acdo antioxidante, visto que impediu a
progressdo dos danos causados ao DNA pelos metabdlitos tdxicos da
DXB.

Sabe-se que os AG 6mega-3 DHA e EPA diminuem o dano
oxidativo, mas 0 mecanismo pelo qual este efeito acontece ainda ndo esta
totalmente descrito. Acredita-se que os AG émega-3 possam melhorar a
atividade das enzimas antioxidantes GPx e SOD, além de aumentar o
poder antioxidante de reducéo do ferro e reduzir as concentracdes séricas
de malondialdeido, um produto final da lipoperoxidacdo (Tayyebi-
Khosroshahi et al., 2010). Deficiéncia de AG dmega-3, principalmente
DHA, séo observadas em pacientes com EIM (Giovannini et al, 1995),
assim como o envolvimento do estresse oxidativo nestas doencas
(Colome et al., 2000; Wajner et al., 2004; Sitta et al., 2011) que sdo
apontados como um dos mecanismos envolvidos com o surgimento dos
sintomas neuroldgicos. Se analisados em conjunto, estes achados
reforcam a importancia de novas estratégias terapéuticas para o
tratamento da DXB e da necessidade de mais estudos acerca do papel
antioxidante do 6mega-3.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que a suplementacdo
materna com AG 6mega-3 no periodo pré-natal nao preveniu ou impediu
0 dano ao DNA nas estruturas cerebrais da prole com DXB. Por outro
lado, o tratamento pés-natal com AG émega-3 na prole de ratos com DXB
impediu 0 dano ao DNA nas estruturas cerebrais. Com base nestes
resultados, sugere-se que o dmega-3 apresentou efeito neuroprotetor
devido a sua possivel acdo antioxidante, e por isso acredita-se que ele
possa ser utilizado como uma terapia adjuvante ao tratamento utilizado
na DXB, visto que os pacientes possuem acumulo de metabolitos nos
tecidos e fluidos corporais capazes de oxidar as biomoléculas.
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ANEXO A — Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais

o
J. osc ACEUA

Universidade do Extremo Sul Catarinense

Comissao de Etica no Uso de Animais

Resolugdo i
A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolucdo n.
02/2011/Cémara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 029-2014-02
Professor responsavel: Emilio Luiz Streck

Equipe: Meline Oliveira dos Santos Morais, Milena Carvalho Silva, Lara Mezari
Gomes.

Titulo: “Avaliacdo da suplementacdo materna com acidos graxos 6mega-3
sobre pardmetros de estresse oxidativo e inflamacé&o na prole submetida a um
modelo animal de doenca da urina do xarope do bordo”.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos. Toda e
qualquer alteracdo do Projeto devera ser comunicada a CEUA. Foi autorizada a
utilizacdo do total de 70 Ratos Wistar, com 7 e 60 dias, pesando de 15 a 300 g. Os
membros da CEUA néo participaram de processo de avaliacdo dos projetos em
que constam como pesquisadores. Para demais dlvidas, contatar a CEUA pelo e-
mail cevua@unesc.net. .

The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by the
resolution number 02/2011/Cémara Propex, in accordance with federal law number
11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 029-2014-02

Principal Investigator: Emilio Luiz Streck

Researchers: Meline Oliveira dos Santos Morais, Milena Carvalho Silva, Lara
Mezari Gomes.

Project title: “Evaluation of maternal supplementation with omega-3 fatty acids on
oxidative stress parameters and inflammation in offspring subjected to an animal
model of maple syrup urine disease”.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any
alteration of the original version of this project must be previously submitted to the
Commitee for further analyzes. May you have further questions, please contact us
on www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

Cricitima, 27 de agosto de 2074.
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