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RESUMO

A hiperhomocisteinemia severa ou homocistinuria classica € um erro inato do
metabolismo caracterizado pela deficiéncia na atividade da enzima cistationina-
B-sintetase. Estudos mostram que perturbag¢des bioenergéticas, inflamatdrias e
o estresse oxidativo parecem estar relacionados as alteracbes causadas pela
hiperhomocisteinemia severa. Alteracbes em alguns desses parametros em
enceéfalo, figado e rim de ratos submetidos a esse modelo experimental ja
foram observadas em estudos prévios realizados em nosso laboratério.
Considerando que pacientes com hiperhomocisteinemia severa apresentam
alteragbes musculares, o objetivo principal dessa tese foi padronizar técnicas
para avaliar alguns parametros de metabolismo energético, estresse oxidativo
e inflamagcao em musculo esquelético de ratos jovens. Também avaliamos a
bioenergética e a atividade da enzima Na',K'-ATPase em amigdala desses
animais. A atividade da butirilcolinesterase e parametros inflamatérios também
foram avaliados em soro. O efeito do tratamento com creatina sobre as
possiveis alteracbes nos parametros bioquimicos encontradas nesse modelo
experimental também foi investigado. A hiperhomocisteinemia severa foi
induzida em ratos Wistar através da administragdo subcutidnea de
homocisteina ou salina (controle), do 6° ao 28° onde as doses variam de
acordo com o desenvolvimento dos animais, atingindo 0,03 pmol/g de peso
corporal. Os animais receberam uma injeg¢ao intraperitoneal por dia de creatina
(50 mg/Kg) concomitante com a administragdo de homocisteina ou salina
(controle). Em relacdo aos parametros bioquimicos no musculo esquelético,
mostramos que a homocisteina é capaz de diminuir tanto a viabilidade celular,
como a oxidagdo da glicose, bem como alterar enzimas chave para a
manutencdo da homeostase energética, como piruvato cinase, creatina cinase
e enzimas do ciclo de Krebs e da cadeia transportadora de elétrons. Além
disso, a homocisteina aumentou a producido de espécies reativas e
lipoperoxidacao, alterou as enzimas antioxidantes e o conteudo de glutationa
reduzida, sulfidrilas, carbonilas e nitritos. Em relagdo aos parametros

inflamatodrios foi observado um aumento nos niveis das citocinas TNF-a, IL-1
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and IL-6, proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) em musculo
esquelético e soro de ratos. Os ratos submetidos a hiperhomocisteinemia
severa apresentaram um aumento na atividade da acetilcolinesterase em
musculo esquelético. A enzima butirilcolinesterase nido teve sua atividade
alterada em soro de ratos. Em conjunto, os resultados desse trabalho mostram
gue a homocisteina promove perturbagdes no metabolismo energético, insultos
oxidativos e inflamatérios, além de prejudicar a funcionalidade de enzimas
importantes em musculo esquelético de ratos jovens. Em relagdo a amigdala,
mostramos que a homocisteina € capaz de alterar enzimas essenciais da
cadeia transportadora de elétrons, funcbes mitocondriais importantes como
massa e potencial, diminuir a atividade e o imunocontetdo da Na*,K*-ATPase e
causar apoptose em amigdala de ratos jovens. A creatina foi capaz de prevenir
alteragbes importantes em musculo esquelético, amigdala e soro desses
animais submetidos ao modelo crénico de hiperhomocisteinemia severa, onde
ela contribuiu para a homeostase energética celular e péde atuar como
antioxidante. Sendo usada com cautela, pode se tornar um adjuvante
terapéutico promissor para minimizar sintomas caracteristicos de pacientes

homoocistinuricos.
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ABSTRACT

Severe hyperhomocysteinemia or classical homocystinuria is an inborn error of
metabolism characterized by a deficiency in the activity of cystathionine-p
synthetase enzyme. Studies show that bioenergy disturbances and oxidative
stress appear to be related to changes caused by severe
hyperhomocysteinemia. Changes in some of these parameters in brain, liver
and kidney of rats undergoing this experimental model have been observed in
previous studies performed in our laboratory. Whereas patients with severe
hyperhomocysteinemia have muscle disorders, the main objective of this thesis
was to standardize techniques for assessing some energy metabolism
parameters, oxidative stress and inflammation in skeletal muscle of young rats.
We also evaluate the bioenergetics and enzyme activity of Na*, K* -ATPase in
the amygdala of these animals. The activity of butyrylcholinesterase and
inflammatory parameters were also evaluated in serum. The effect of treatment
with creatine on the possible changes in biochemical parameters found in this
experimental model was also investigated. The severe hyperhomocysteinemia
was induced in rats by subcutaneous administration of homocysteine or saline
(control), 6 to 28" and the doses vary according to the development of
animals, totaling 0.03 pmol/g body weight. The animals received one
intraperitoneal injection of creatine per day (50 mg/kg) with concomitant
administration of homocysteine or saline (control). The biochemical parameters
in the skeletal muscle, show that homocysteine can reduce both cell viability
and glucose oxidation, and change the key enzymes for the maintenance of
energy homeostasis, such as pyruvate kinase and creatine kinase enzymes
cycle Krebs and electron transport chain. In addition, homocysteine increased
ROS generation and lipid peroxidation, altered the antioxidant enzymes and the
reduced glutathione content, sulfhydryl, carbonyl and nitrites. Regarding
inflammatory parameters was observed increased levels of cytokines TNF-q, IL-
18 and IL-6 chemotactic protein-1 monocytes (MCP-1) in skeletal muscle and
serum of rats. The rats with severe hyperhomocysteinemia showed an increase
in acetylcholinesterase activity in skeletal muscle. The enzyme
butyrylcholinesterase had not changed their activity in rat serum. Taken

together, the results of this work show that homocysteine promotes disruption of
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energy metabolism, oxidative and inflammatory insults, and impair the
functionality of important enzymes in skeletal muscle of young rats. Regarding
the amygdala showed that homocysteine can alter essential enzymes of the
carrier electrons chain significant mitochondrial functions as a mass and the
potential, decrease the activity and immunocontent Na*, K* -ATPase and cause
apoptosis in amygdala of young rats. Creatine was able to prevent major
changes in skeletal muscle, amygdala and serum of these animals subjected to
chronic model of severe hyperhomocysteinemia, where she contributed to the
energy cell homeostasis and could act as an antioxidant. Being used with
caution, it can become a promising therapeutic adjuvant to minimize symptoms

characteristic of homocistinurics patients.
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1. Homocisteina

A homocisteina (Hcy) € um aminoacido sulfurado nao-protéico derivado
da desmetilagdo da metionina (Met). A Met, que é obtida da dieta e da
degradacdo de proteinas endogenas, tem um papel fundamental nos
processos de metilagdo molecular. A Met é convertida a S-adenosilmetionina
(SAM) pela enzima metionina adenosiltransferase (MAT, EC 2.5.1.6),
recebendo um grupo adenosil do trifosfato de adenosina (ATP). A SAM é o
principal doador de grupos metil presente no meio biolégico, sendo convertida
a S-adenosil homocisteina (SAH) por diversas metiltransferases, especificas
para cada substrato. A SAH é hidrolisada a Hcy e adenosina pela S-adenosil
homocisteina hidrolase (SAHH, EC 3.3.1.1) (Williams & Schalinske, 2010).

Nesse ponto, o catabolismo da Hcy pode seguir duas vias: (1) a
remetilagdo a Met, onde a Hcy recebe um grupo metil proveniente do N5-
metiltetraidrofolato, em uma reagao catalisada pela metionina sintase (MS, EC
2.1.1.13), ou da betaina, em uma reagéao catalisada pela betaina homocisteina
metiltransferase (BHMT, EC 2.1.1.15), ou (2) a transulfuragdo a cisteina, onde
a Hcy sofre condensagdo com a serina, produzindo cistationina, em uma
reacao catalisada pela enzima cistationina B-sintase (CBS; EC 4.2.1.22), que
utiliza como coenzima o piridoxal fosfato (PLP), e, no passo seguinte, a cisteina
é formada através da reagao de clivagem catalisada pela cistationina y-liase
(CGL, EC, 4.4.1.1) (Figura 1). A rota de remetilacdo € amplamente distribuida
no organismo, enquanto que a via de transulfuragdo da Hcy tem distribuicao
limitada, participando do catabolismo da Hcy principalmente no figado, rins,

intestino delgado, pancreas e cérebro (Brosnan et al., 2004; Finkelstein, 2007).
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Figura 1: Metabolismo da homocisteina. SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosil
homocisteina; CBS: cistationina B-sintase; MS: metionina sintase; BHMT: betaina homocisteina
metiltransferase; MTHFR: metileno tetrahidrofolato redutase; DMG: dimetil glicina; THF:
tetrahidrofolato; 5-10-MTHF: 5,10-metilenotetrahidrofolato; 5-Me-THF: 5-metiltetrahidrofolato
(Adaptado de Lentz, 2005).

2. Hiperhomocisteinemia

A homocistinuria classica (HCU) € um erro inato do metaboliso (EIM) dos
aminoacidos sulfurados, associado a deficiéncia da enzima CBS. Em 1969
essa doenga metabdlica foi reportada pela primeira por McCully. Em individuos
normais, niveis plasmaticos de Hcy variam entre 5 a 15 pmol/L. A elevagéo dos
niveis de Hcy, causada por fatores genéticos e ambientais, gera uma condi¢éo
chamada de hiperhomocisteinemia que pode ser classificada em trés graus
conforme a severidade: leve (16-30 pmol/L), moderada (31-100 pmol/L) e
severa (> 100 pmol/L) (Banecka-Majkutewicz et al., 2012). A
hiperhomocisteinemia severa é rara e pode ser causada por deficiéncia
genética na atividade da enzima CBS caracterizando a HCU, uma desordem
autossdmica recessiva que pode ser gerada por 92 diferentes mutacbes no

gene que codifica a enzima CBS. A HCU classica apresenta uma prevaléncia
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mundial que varia de 1:200.000 a 1:335.000 nascidos vivos e resulta no
acumulo de Hcy e Met nos tecidos e plasma (Mudd et al.,, 2001). Defeitos
genéticos envolvendo as enzimas metileno-Hsfolato redutase (MTHFR) e
metionina sintase também podem levar a um acumulo anormal de Hcy nos
fluidos bioldgicos.

Os mecanismos pelos quais a Hcy exerce seus efeitos toxicos ndo estédo
completamente elucidados. A hiperhomocisteinemia tem sido evidenciada em
pacientes acometidos por doencas neuromusculares (Huang et al, 2011;
Leishear et al, 2012; Veeranki e Tyagi, 2013), neurodegenerativas (Diaz-
Arrastia, 2000), psiquiatricas (Sachdev, 2004; Bottiglieri, 2005), vasculares
(Faraci & Lentz, 2004), hepaticas (Adinolfi et al., 2005) e pulmonares (Jiang et
al., 2005; Hamelet et al., 2007). Concentragdes plasmaticas elevadas de Hcy
também estdo associadas a defeitos congénitos do tubo neural, como também
a defeitos congénitos do coragéo, abortos e outras complicagbes da gravidez

(Kang, 1996).

3. Toxicidade da homocisteina

A hiperhomocisteinemia € uma condigao sistémica e tem sido atribuida a
patologias de varios orgaos (Veeranki e Tyagi, 2013). As manifestacbes
clinicas incluem além de anormalidades neurolégicas e vasculares, que sao
bem documentadas, alguns sintomas incluindo um grau variavel de disfuncao
motora (Huang et al, 2011; Leishear et al, 2012, Veeranki e Tyagi, 2013).

A neurotoxicidade da Hcy se deve principalmente a sua capacidade de
ser captada através de um transportador especifico de membrana (Grieve et

al., 1992). A auséncia de duas vias importantes de eliminagdo da Hcy também



favorece sua toxicidade cerebral, ja que a enzima BHMT e parte da via de
transulfuragao até cisteina ndo estao presentes no cérebro (Finkelstein, 2007).

A Hcy tem sido associada a morte neuronal via excitotoxicidade, através
da ativagdo de receptores glutamatérgicos metabotrépicos do grupo |
(Zieminska et al., 2003) e ionotrépico N-metil-D-aspartato (NMDA) (Lipton et al.,
1997). Além disso, a Hcy pode sofrer auto-oxidagdo do seu grupo tiol e causar
prejuizo a homeostase redox, danificando células vasculares e neuronais
(Perna et al., 2003; Weiss et al., 2003; Zou & Banerjee, 2005). Foi demonstrado
gque a Hcy aumenta a neurotoxicidade do peptideo beta-amiléide por indugao
de estresse oxidativo (Ho et al., 2001). Além disso, existem dados mostrando
gue a hiperhomocisteinemia severa crdnica diminui a captacdo de glutamato e
a atividade da Na’, K'-ATPase, da catalase e da superdxido dismutase em
hipocampo de ratos (Machado et al., 2011).

Outro mecanismo proposto € que a Hcy causa prejuizo nos processos
de metilagdo celular. O acumulo de Hcy leva a um aumento na SAH, um
potente inibidor de reagdes de metilacdo que sdo extremamente importantes
para diversas fungdes (Troen, 2005).

A inducdo de estresse oxidativo também é utilizada para tentar explicar
os efeitos citotoxicos da Hcy, via aumento na producéo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), que podem atuar sobre lipidios, proteinas e sobre o acido
desoxirribonucleico (DNA), por reducao na producédo de defesas antioxidantes
(Halliwell, 2011). Resultados obtidos em nosso laboratério mostram que a Hcy
promove peroxidacao lipidica e aumenta a produgao de ERO, além de diminuir
as defesas antioxidantes enzimaticas e os niveis de nitritos em coracao de

ratos (Kolling et al., 2011). Além disso, a Hcy induz estresse oxidativo no



hipocampo, cértex parietal e figado de ratos (Streck et al., 2003; Matté et al.,
2009a; Matté et al., 2009b). Em adicao, Ho et al. (2002) demonstraram que a
Hcy promove o acumulo citosdlico de Ca?*, hiperfosforilacdo da proteina Tau,
além de induzir apoptose e estresse oxidativo.

Em relagdo aos danos vasculares, a Hcy reduz a biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO), aumenta a adesao e agregacao de plaquetas estimulando a
formagdo de trombos, além de alterar a morfologia vascular e estimular a
inflamacao (Stanger et al., 2004; Julve et al., 2013). A Hcy também pode
promover um estado pro-inflamatério, verificado através de estudos in vitro que
demonstraram que a Hcy é capaz de induzir um aumento na expressao de
varias citocinas pro-inflamatérias em tecidos e cultura de células (Poddar et al.,
2001).

Alguns estudos mostram fortes evidéncias de envolvimento do estresse
oxidativo e perturbagdes no metabolismo energético, presentes nos efeitos
mediados pela hiperhomocisteinemia severa (Streck et al., 2003; Matte et al.,

2009a; 2009b; Kolling et al., 2010).

4. Modelo experimental de hiperhomocisteinemia severa

A hiperhomocisteinemia severa pode ser induzida pelo uso de animais
nocaute para a enzima CBS (Watanabe et al., 1995), com deficiéncia severa na
atividade da enzima MTHFR (Chen et al., 2001), ou ainda ser induzida
quimicamente em animais (Streck et al., 2002). Em 2002 foi desenvolvido no
nosso grupo de pesquisa o modelo experimental de hiperhomocisteinemia
severa para mimetizar a HCU. Nesse modelo, os animais recebem injegdes

subcutaneas de Hcy do 6° ao 28° dia de vida, periodo caracterizado por um



rapido desenvolvimento cerebral em ratos, sendo que os niveis plasmaticos de
Hcy chegam a 500 pM, semelhante aos pacientes portadores de HCU (Streck
et al., 2002).

Nosso grupo tem mostrado varias alteracdes em ratos utilizando esse
modelo, tais como estresse oxidativo em cérebro, sangue (Matte et al., 2009a),
coragao (Kolling et al., 2011), figado (Matte et al., 2009b) e pulm&o (da Cunha
et al., 2011), bem como alteragbes nas atividades das enzimas da cadeia
transportadora de elétrons (Streck et al., 2003), Na*,K-ATPase (Machado et al.,
2011), acetilcolinesterase (da Cunha et al., 2012), inflamacéao (da Cunha et al.,

2010) e déficit na memoéria (Matte et al., 2007).

5. Metabolismo energético

A glicdlise e a fosforilagdo oxidativa sdo essencialmente importantes
para a producdo de energia para os seres vivos. Dentro das células, a glicose
pode ser metabolizada em diferentes rotas metabdlicas, em condigdes
aerobicas ou anaerodbicas. A glicose entra no ciclo do acido citrico, que ocorre
na matriz mitocondrial, sob a forma de acetil-CoA, que é entdo oxidada
completamente a CO,_ O ciclo de Krebs consiste de uma sequéncia de reacdes
onde, em cada volta do ciclo sdo formadas trés moléculas de NADH, uma de
FADH;, duas de CO; e uma de GTP. O NADH e o FADH, formados sao
carreadores de elétrons para a cadeia respiratéria. A cadeia respiratéria é
formada por uma série de complexos protéicos, onde ocorre a transferéncia de
elétrons concomitantemente com o bombeamento de protons da matriz para o

lado citosolico da membrana mitocondrial interna. O gradiente de prétons é



usado como forga-motriz para impulsionar a sintese de adenosina trifosfato
(ATP) (Pierron et al., 2012). No cérebro, a fosforilagdo oxidativa fornece mais

de 95% do ATP sintetizado (Orth e Schapira, 2001; Raichle, 2006).

No musculo, as mitocbndrias também tém um papel fundamental na
producao de ATP celular e os fatores que comprometem a fungao mitocondrial
elou retardam a biogénese na mitocéndria podem limitar a capacidade do
sistema muscular funcionar de forma adequada (Wredenberg et al., 2002;
Cartoni et al., 2005; Yamada et al., 2012). Mudangas em genes que regulam o
metabolismo aerdbio e anaerdbio tém importancia relevante nas causas da
fadiga muscular (Weston et al., 1985). A identificagdo de fatores que causam a
disfungdo mitocondrial e/ou diminuem a biogénese; e de alteragdes no
metabolismo energético, sdo necessarias para melhorar a capacidade

muscular.

A manutencao do fluxo de energia e de nutrientes para dentro da célula
€ essencial para a homeostasia e o funcionamento celular. Uma das vias de
liberagdo de energia das células é a rota glicolitica. A piruvato cinase (PK) é
uma enzima que esta intimamente associada com a regulacdo dessa via
metabdlica, catalisando a transferéncia de fosfato do fosfoenolpiruvato (PEP)
para o ADP, sintetizando ATP. Essa enzima € regulada alostericamente e
participa com uma maior fungado no controle do fluxo metabdlico da frutose-1,6-
bifosfato a piruvato, o qual esta envolvido em uma variedade de rotas
metabdlicas, indicando que a PK pode ser considerada uma enzima chave nao
somente para a rota glicolitica, mas também para o metabolismo celular

(Mattevi et al, 1996; Lee e Herman, 2011).



As mitocdndrias representam a principal fonte e alvo de ERO (Milner et
al., 2007). A redugao no metabolismo energético pode levar a uma diminuicao
na sintese de ATP, comprometer a sintese de neurotransmissores, captacao
de glutamato pelos astrocitos e neurdnios e induzir apoptose (Heales et al.,
1999). Neste contexto, alteragdes na bioenergética celular podem desencadear
uma série de complicacdes que perturbam o funcionamento normal de varios
tecidos, tais como uma sinalizagdo pré-apoptética (morte celular programada),
dano oxidativo a lipideos, proteinas e DNA, além de prejudicar a reparacdo do
DNA mitocondrial. Tem sido demonstrado que as alteragdes no metabolismo
energético podem estar relacionadas com a patogénese de algumas
complicagbes musculares (Veeranki e Tyagi, 2013; Veeranki et al., 2015) e
neuroldgicas (Chinta e Andersen 2006; Mattson et al., 2008), disturbios
metabdlicos (Bavaresco et al., 2006; Delwing et al., 2003, 2007; Matte et al.,
2007), psiquiatricas (Freitas et al., 2010), bem como, no envelhecimento (Barja,

2004; Linford et al., 2006; Navarro e Boveris, 2007).

Estudos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que a
hiperhomocisteinemia severa diminuiu a producao de CO, e a captagdo de
glicose, bem como inibiu as atividades das enzimas SDH e citocromo ¢ oxidase

em hipocampo de ratos jovens (Streck et al., 2003).

6. Na*,K*-ATPase

A Na’,K'-ATPase, ou bomba de Na®, é uma proteina integral de
membrana, presente em praticamente todas as células, incluindo o cérebro,
musculos esquelético e cardiaco. Ela esta inserida na bicamada lipidica, e é
responsavel pela geracdo do potencial de membrana através da translocacao
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de sodio (Na*) e potassio (K') contra seus gradientes de concentracdo. A
energia necessaria para a troca iénica € derivada da hidrolise de uma molécula
de ATP (Kaplan, 2002). Além disso, essa enzima regula o volume e pH
intracelular, esta envolvida na transducao de sinal para ouabaina e compostos
relacionados, mantém o potencial de membrana em repouso e auxilia no
transporte de moléculas ligadas ao co-transporte de Na*, como aminoécidos,
neurotransmissores e glicose (Jorgensen et al., 2003; Blanco, 2005; Taguchi,
20086).

A Na* K'-ATPase funcional é composta por duas subunidades a e duas
subunidades menores . A subunidade a, responsavel pela atividade catalitica
da enzima, sofre fosforilagdo e transicao conformacional acoplada a hidrdlise
de ATP e transporte dos ions Na* e K. Essa subunidade também contém o
sitio de ligacdo da ouabaina (glicosideo cardiaco e inibidor especifico da
enzima). A subunidade B € uma proteina glicosilada de adesao intercelular
necessaria para direcionar a subunidade a para a membrana plasmatica. Além
disso, estudos mostram a presenga de outra subunidade ainda menor (y) que
regula a atividade da enzima (Geering, 2008).

Nos mamiferos existem genes que codificam quatro isoformas da
subunidade catalitica a (a1, a2, a3 e a4). As isoformas a1, a2, a3 se encontram
em diferentes tipos de células do SNC, entretanto a a4 ndo é expressa no
cérebro. As fungcbes dessas isoformas tém sido investigadas. Uma das fungdes
mais bem relatadas pela a3 Na*,K*-ATPase, é a restauracéo dos gradientes de
Na® e K' , importante para a manutencdo da excitabilidade neuronal e
conducao do potencial de acdo em axbénios mielinizados e para o transporte

secundario de neurotransmissores acoplados ao Na* (Benarroch, 2011).
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A ouabaina em doses menores, quando ligada a Na* K*-ATPase, pode
também modular a proliferagao celular, apoptose, interacao célula-célula e
migragao celular. A enzima dessa forma passa a funcionar como transdutora
de sinal, independente do bombeamento de ions (Aperia, 2007; Desfrere et al.,
2009). .

A Na'K'-ATPase pode ser regulada por diversos fatores como
disponibilidade de substrato, componentes da membrana celular, horménios e
fosforilagdo (Lopina, 2000; Wang & Yu, 2005). Além disso, essa enzima é
sensivel ao ataque de radicais livres (Wang et al., 2003), sendo inibida por
metabdlitos formados durante a lipoperoxidacao e por alteragcbes na membrana
plasmatica (Rauchova et al., 1999; Chakraborty et al., 2003; Wang et al., 2003;
Dencher et al., 2007).

Alteracdes na atividade da Na' K'-ATPase tém sido associadas a
diversas patologias que afetam o SNC, tais como enxaqueca (Suhail, 2010),
doenga de Alzheimer (Vitvitsky et al., 2012), depresséo (Goldstein et al., 2006),
Parkinson e epilepsia (Aperia, 2007, Benarroch, 2011). Além disso, estudos
prévios realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que alguns
aminoacidos como a metionina (Stefanello et al., 2011), prolina (Ferreira et al.,
2011) e a Hcy (Streck et al., 2002; Matté et al., 2006; Machado et al., 2011)
inibem a atividade da Na',K'-ATPase cerebral, provavelmente, através da

inducdo de estresse oxidativo.

7. Creatina Cinase

Outro importante sistema que auxilia na manutencao dos niveis de ATP

€ 0 da creatina cinase, que consiste de um grupo de isoenzimas presentes
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tanto no citosol quanto ligada as membranas mitocondriais, com um papel
central no metabolismo energético, responsavel por ressintetizar e fornecer o
ATP, para tecidos com alta demanda energética, principalmente nos musculos
esquelético e cardiaco e no cérebro. Nesse sistema enzimatico, ocorre a
transferéncia reversivel do grupo N-fosforil da fosfocreatina para o ADP,
regenerando dessa forma o ATP, mantendo assim constantes os niveis de
substratos fosforilados (Schnyder et al., 1991; Wallimann et al., 1992). Algumas
fungdes particularmente importantes como tamponamento energético (através
da regeneragcdao do ATP e da manutencdo de niveis baixos de ADP) e
transferéncia de ATP de sitios de produgao para outros de consumo, tém sido
associadas a esse sistema (Erecinska & Silver, 1994). Sabendo que a energia
¢ fundamental para o desenvolvimento e regulacdao de diversas funcgdes,
qualquer alteragao na atividade da creatina cinase pode ter um papel critico no
desenvolvimento de algumas doencgas relacionadas ao sistema muscular e

SNC (David et al., 1998; Aksenov et al., 2000).

8. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo esta associado a danos musculares (Hammouda et
al, 2012; Swart et al, 2012), doengas neurodegenarativas e complicacdes
vasculares (Hazell, 2007; Zhu, 2007; Shi & Lui, 2007) presentes em pacientes

hiper-nomocisteinémicos.

Os radicais livres sdo produzidos como uma fungdo normal do
metabolismo celular. Fatores externos como o tabagismo, poluentes
ambientais, radiacdo, drogas, pesticidas, solventes industriais e 0z6nio também
ajudam a promover a producao de radicais livres (Carocho & Ferreira, 2013;
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Lobo et al, 2010). O equilibrio entre a produgao e a neutralizacdo de espécies
reativas por antioxidantes € muito delicada, e se ocorrer uma quebra nesse
equilibrio tendendo a uma superprodugao de espécies reativas, as células
comecam a sofrer as consequéncias do insulto oxidativo (Wiernsperger, 2003).
Os principais alvos sao as proteinas, moléculas de DNA e acido ribonucléico

(RNA), acucares e lipideos (Craft et al, 2012; Halliwell, 2011).

As principais espécies reativas podem ser divididas em dois grupos:
ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN). As ERO mais importantes séo o
anion superdéxido (O,"), perdéxido de hidrogénio (H.0.), radical hidroxila (OH®),
anion hipoclorito (OCI') e o oxigénio “singlet” ('O,). ERO sdo geradas nos
sistemas vivos através do metabolismo energético celular. A reducéo
tetravalente completa do oxigénio molecular (O;) na cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial é essencial para a formagdo de ATP. No entanto,
aproximadamente 5% do Oz ndo é completamente reduzido a agua nesse
processo, sendo convertido a O,°, H,O, e OH®. O NO* e peroxinitrito (ONOQ"),
formado a partir da reacdo do NO* com o O,", constituem as principais ERN.
ERO e ERN podem ser benéficas ou deletérias para sistemas vivos. Em baixas
concentragdes atuam, entre outros, na defesa contra agentes infecciosos e nos
processos de sinalizag&o intracelular (Halliwell e Whiteman, 2004; Valko et al.,
2004).

A peroxidagao da bicamada lipidica presente nas membranas celulares
altera a fluidez e prejudica a seletividade para a troca ibnica, além de liberar
produtos como o malondialdeido e o 4-hidroxinonenal que s&o potencialmente
téxicos. As proteinas podem ser oxidadas pelas ERO, o que pode levar a perda

da fungao celular através da alteracdo de enzimas, proteinas transportadoras e
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receptores. As espécies reativas também podem oxidar bases puricas e
pirimidicas levando a mutagcdes no DNA (Valko et al., 2007; Halliwell, 2012).

As espécies reativas diferem em relacdo a reatividade: o O," ndo é
capaz de promover peroxidacdo lipidica. Sua reatividade ¢é devida
principalmente a reagdo com outras espécies reativas como o NO* para formar
ONOO’, geragao de H,O, e formagdo de OH® através da reagdo de Haber—
Weiss. O HyO, por si s6 ndo é um radical livre e também nao promove
peroxidacao lipidica direta (Halliwell e Gutteridge, 2007). No entanto, ele é
capaz de gerar o OH® através das reacgdes de Fenton na presenca de ions Cu*
ou Fe*?. Diferentemente do O," e H,0,, 0 OH® tem uma elevada reatividade,
tornando-se uma espécie reativa muito perigosa com uma meia-vida muito
curta (aproximadamente 10%) (Pastor et al., 2000). Essa ERO pode iniciar o
processo de peroxidagao lipidica e reagir com as outras biomoléculas. O
ONOO' é capaz de depletar antioxidantes e promover dano a lipidios, proteinas
e DNA (Alvarez e Radi, 2003; Halliwell e Whiteman, 2004; Halliwell, 2006).

A oxidacdo da Hcy pode levar a um aumento na producdo espécies
reativas e acredita-se que o estresse oxidativo, entre outros fatores, esteja
relacionado com as disfungdes caracteristicas de pacientes hiper-
homocisteinémicos (Mudd et al., 2001; Vanzin et al.,, 2011). Neste contexto,
estudos realizados no nosso grupo de pesquisa mostraram que a
hiperhomocisteinemia severa aumenta a producdo de espécies reativas
(Kolling et al., 2011) e diminui defesas antioxidantes enzimaticas e n&o-

enzimaticas em cortex parietal e sangue de ratos (Matte et al., 2009a).

9. Defesas Antioxidantes
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A exposicao a espécies reativas levou o organismo ao desenvolvimento
de mecanismos de defesa. Dentre eles, podemos destacar as defesas
antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas. As defesas antioxidantes
enzimaticas incluem a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx). Os antioxidantes n&o-enzimaticos s&o
representados pelo acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E),

glutationa, carotendides, flavondides e outros antioxidantes (Halliwell, 2011).

A SOD é uma metaloenzima que catalisa a reagdo de dismutagao do
anion O,", formando H,O, e O,. Existem trés isoformas dessa enzima: a
cobre/zinco dependente (CuZnSOD), a manganés dependente (Mn/SOD) e a
ferro dependente (Fe/SOD). A CuZn/SOD é encontrada no citosol, lisossomos,
espaco mitocondrial intermembranas e peroxissomos. Existe ainda outro tipo
de CuZn/SOD, chamada de SOD extracelular (EC-SOD), presente em fluidos
extracelulares. A Mn/SOD ¢é encontrada nas mitocéndrias enquanto a Fe/SOD
€ encontrada em bactérias (Yu, 1994).

O H,0; pode ser decomposto pelas enzimas CAT e GPx. A CAT atua na
decomposicao do H,O, a H,O e O, sendo encontrada principalmente nos
peroxissomos da maioria dos tecidos em humanos, estando presente em maior
quantidade no figado. Por outro lado, o cérebro apresenta pequenas
quantidades de CAT (Marklund et al., 1982). A GPx, localizada nas membranas
celulares, decompde o H,O, através do acoplamento de sua reducédo a H,O
com a concomitante oxidacdo da GSH ao dissulfeto de glutationa (GSSG)
(H202 + 2GSH — GSSG + 2 H,0) ( Halliwell e Gutteridge, 2007).

Em condigbes fisiologicas, existe um equilibrio entre a produgédo de

espécies reativas e as defesas antioxidantes. Entretanto, quando esse
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equilibrio € rompido ocorre o estresse oxidativo que pode estar associado a
diversas patologias. Todas as células aerdbias sofrem danos oxidativos, no
entanto, o cérebro dos mamiferos € altamente sensivel. Alguns fatores que
tornam o SNC altamente suscetivel as espécies reativas incluem: alto consumo
de oxigénio; presenga de neurotransmissores que sofrem auto-oxidagdo como
dopamina, serotonina e noradrenalina; alta concentracao de ferro e lipidios de
membrana ricos em acidos graxos insaturados (Halliwell e Whiteman, 2004).

O estresse oxidativo também desempenha um papel relevante em
doencas que afetam o sistema muscular (McLean et al., 2014; Martinez et al.,
2015; Margaritelis et al., 2015), causando alteracbes motoras pertinentes que
provocam sinais e sintomas caracteristicos atribuidos ao aumento na producéo

de espécies reativas.

10. Inflamacgao

A inflamacdo é um mecanismo homeostatico e complexo utilizado para
proteger a integridade do organismo contra agentes nocivos enddgenos ou
exogenos. A resposta inflamatéria envolve células e fatores soluveis e consiste
na sequencial liberacdo de mediadores e o recrutamento de leucécitos da
circulagao, que se tornam ativados no local da inflamagcao e liberam mais
mediadores. Entre esses mediadores se destacam as proteinas de fase aguda
(proteina C reativa, fibrinogénio, alfa-1-glicoproteina acida, alfa-1-antitripsina,
haptoglobina e ceruloplasmina), interleucinas [interleucina 1-f (IL-1B),
interleucina 2 (IL-2), interferon gamma (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a)], quimiocinas (interleucina 8 (IL-8) e proteina quimiotatica de mondcito
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do tipo 1 (MCP-1)] prostaglandinas (PGE,) e NO® (Salerno et al., 2002; Colton,
2009; Zhang, 2008).

A inflamacado estd presente em varias doengas neuromusculares e
neurodegenerativas. Em doengas musculo-esqueléticas degenerativas, como
em distrofias musculares (Brancaccio et al., 2007; Sari et al., 2008) . Na doenca
de Alzheimer e deméncia vascular também tem sido observado um aumento
nos niveis de proteinas inflamatérias em cérebro e plasma de pacientes
(Engelhart et al., 2004).

As citocinas sdo um grupo de proteinas soluveis de baixo peso
molecular, sintetizadas e secretadas por diversos tipos de células mediante
estimulos provenientes de situacdes fisiolégicas ou patolégicas. Elas séao
produzidas principalmente por mondcitos, macréfagos, células endoteliais,
linfécitos e fibroblastos (Hirano, 1992). Além disso, também podem ser
produzidas e secretadas dentro do SNC, pela microglia e pelos astrocitos
(Jones e Thomsen, 2013). Essas proteinas medeiam a sinalizagdo célula-
célula, se ligam a receptores de superficie de alta afinidade, podem ter agéo
local ou sistémica e influenciar a sintese de outras citocinas (Bruunsgraard,
2005).

As citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1B e interleucina 6 (IL-6)
desempenham papel crucial na resposta de fase aguda. O TNF-a, secretado
por macrofagos, linfocitos e mondcitos (Vitale e Ribeiro, 2007), € um potente
ativador de neutrofilos. Além disso, essa citocina estimula as células endoteliais
a expressar moléculas de adesido e promove alteragdes na permeabilidade
vascular (Hehlgans e Pfeffer, 2005). A IL-1B é produzida por macroéfagos,

neutrofilos, células epiteliais e endoteliais em resposta a outras citocinas, como
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o TNF-a, ou produtos bacterianos como o lipopolissacarideo (LPS). Ela atua
sobre o endotélio aumentando a expressdo de moléculas de adesao (Cao et
al., 2005; Kondera-Anasz et al., 2005). A IL-6, produzida em resposta ao TNF-a
e a IL-1B e a algumas células T ativadas, estimula a sintese de proteinas de
fase aguda pelo figado, promove proliferagdo de linfécitos B e secregdo de
anticorpos (Hirota et al., 2005).

A inflamacdo esta presente em doengas musculo-esqueléticas
degenerativas, como em distrofias musculares (Brancaccio et al., 2007; Sari et
al., 2008) e neurodegenerativas, como na Doenca de Alzheimer, onde é
observado um aumento nos niveis de proteinas inflamatérias no cérebro e
plasma de pacientes (Engelhart et al., 2004).

Tem sido demonstrado que a Hcy ativa células endoteliais em cultura, o
que resulta no aumento da expressao de quimiocinas e moléculas de adesao
(Koga, 2002; Silverman et al., 2002). Poddar et al. (2001) demonstraram que
concentragoes de 10 a 50 uyM de Hcy promovem um estado pré-inflamatério
com o aumento da expressdo e secrecdo de IL-8 e proteina quimiotatica de
mondcito do tipo 1 (MCP-1) em cultura de células endoteliais aodrticas

humanas.

11. Colinesterases
O sistema colinérgico & conhecido por modular diversas fungoes
importantes (Sarter e Bruno, 1997; Perry et al., 1999; Li et al., 2003). Estudos
demonstram o papel da acetilcolina (ACh) na interagdo do sistema muscular e
nervoso com o sistema imune inato para controlar a resposta inflamatéria,

ressaltando seu envolvimento através da "via colinérgica anti-inflamatoéria”
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(Wang et al., 2003; Pavlov e Tracey, 2005; Rosas-Ballina e Tracey, 2009)
composta pelo nervo vago, pela ACh e pela subunidade a7 do receptor
nicotinico de ACh. Essa via representa um mecanismo de resposta do SNC a
presenca de estimulos inflamatérios na circulagdo sendo mediada pela acao do
nervo vago (Pavlov & Tracey, 2005; Tracey, 2007). Junto com isso, ambas as
enzimas capazes de hidrolisar ACh, acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e
butirilcolinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8) tém sido consideradas reguladoras da
inflamacao, pois controlam acédo da ACh (Das, 2007).

Citocinas pro-inflamatérias como a IL-1p3 ativam as fibras aferentes do
nervo vago, as quais servem de sensor para a inflamacao (Pavlov & Tracey,
2005; Gwilt et al., 2007). Esta informagao é transmitida ao sistema nervoso
central (SNC), o qual estimula o nervo vago eferente para a producao de ACh,
que induz entdo a inibicdo da sintese e liberacao de citocinas pré-inflamatérias
por macrofagos e outras células produtoras de citocinas (Gwilt et al., 2007;
Parrish et al., 2008). Assim, a via colinérgica anti-inflamatéria representa um
mecanismo fisioldgico pelo qual o sistema muscular e o SNC inter-atuam com o
sistema imune inato para controlar a resposta inflamatéria (Gallowitsch-Puerta
& Pavlov, 2007).

Neurbnios colinérgicos e as suas projecdes sao amplamente
distribuidos, desempenhando um papel essencial na regulacdo de varias
funcgdes vitais. Em particular, a enzima AChE é uma das enzimas chave
desse sistema e é frequentemente usada como um marcador do seu
funcionamento. Ela desempenha um papel central na regulagcdo da

concentragao de ACh, sendo encontrada no organismo nas formas ligada a
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membrana e soluvel, e em maior concentragdo no SNC, membrana de
eritrocitos e jungao neuromuscular (Zimmerman & Soreq, 2006).

A contragdo do musculo esquelético é estimulada pela emissdo do
neurotransmissor ACh pelo neurénio motor, e terminada pela AChE na
jungao neuromuscular (JNM). A interrup¢ao da transmissao do sinal dentro da
JNM resultante de defeitos pré-sinapticos, sinapticos, ou pds-sinapticos pode
provocar sindrome miasténica congénita, doengas neuromusculares
heterogéneas, caracterizadas por fraqueza muscular e fadiga (Rinz et al.,

2014).

12. Creatina

A creatina (acido-metil guanidinoacético) € uma amina de ocorréncia
natural, encontrada primariamente no musculo esquelético e sintetizada
endogenamente pelo figado, rins e pancreas a partir dos aminoacidos glicina e
arginina (Walker et al., 1976). No corpo humano, ela é encontrada nas formas
livre (60 a 70%) e fosforilada (30 a 40%). Cerca de 95% do conteudo total de
creatina é armazenado no musculo esquelético, sendo que o restante situa-se
no coragao, musculos lisos, cérebro e testiculos (Terjung et al., 2000; Wyss &
Schulze, 2002). Essa amina tem um papel muito importante no metabolismo
energético (Wallimann et al., 2011). Sua principal fungdo ocorre quando se
encontra na forma fosforilada, agindo como uma doadora de fosfato para
moléculas de ADP, ressintetizando o ATP principalmente no musculo onde é
degradado em condi¢des de alta demanda energética dentro da célula (Wyss e

Schulze, 2002; Pan e Takahashi, 2007).
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Embora o papel da creatina seja mais bem descrito no sistema muscular
(Andres et al., 2008), ela também tem propriedades protetoras e estudos
mostram que ela pode auxiliar no tratamento de certas doengas
neurodegenerativas (Bender et al., 2006; Chung et al., 2007; Tarnopolsky,
2007; Beal, 2011). Além disso, a creatina apresenta propriedades antioxidantes
per se (Lawler et al., 2002; Sestili et al., 2006).

A creatina em sua sintese requer uma consideravel por¢cado de grupos
metila no figado. Mudd e Poole, (1975) e Mudd et al., (1980), estudando o
balanco de metilacdo com dietas normais e dietas ricas em metionina e colina,
bem como avaliando pacientes sarcosinémicos (pacientes com deficiéncia na
enzima sarcosina desidrogenase), respectivamente, demonstraram que a
sintese da creatina é responsavel por 70 a 75% da formagédo de Hcy. Wyss e
Kaddurah-Daouk (2000) relataram que esse processo utiliza mais SAM que
todas as outras reagdes de metiltransferases juntas. A teoria proposta por
esses autores é que a sintese enddégena de creatina é o maior modulador do
balango de metilagao e formagao da Hcy. Dessa forma, a sintese de creatina e
a formacgao de Hcy estdo metabolicamente conectadas (Taes et al., 2004). Por
esse motivo, alguns autores tém estudado ingestdo de creatina e sua relacao
com o metabolismo da Hcy (Stead et al.,, 2001; Taes et al., 2003; 2004;
McCarty, 2001; Bodamer et al., 2005). Esses autores trabalham com a hipétese
de que tal ingestdo resultaria em uma queda na demanda de metilagdo e
consequente queda nos niveis de Hcy. A suplementagdo com creatina pode
inibir a biossintese da enzima arginina:glicina amidinotransferase (AGAT),

principal reguladora da sintese desta substancia, ou seja, o excesso de
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creatina poderia exercer um feedback de repressdo no fluxo de metilacéo

(Stead et al., 2004).
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Il. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Considerando que ha uma estreita relagao entre a hiperhomocisteinemia
severa e o desenvolvimento de doencas musculares e cerebrais e que
alteragbes bioenergéticas, oxidativas e inflamatérias parecem estar
relacionadas com a fisiopatologia dessas doencgas, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar: parametros de metabolismo energético, incluindo a
analise da fungdo mitocondrial; parametros de estresse oxidativo e
inflamatdrios; bem como a atividade de enzimas importantes em musculo
esquelético, amigdala e soro de ratos jovens submetidos ao modelo crénico de
hiperhomocisteinemia severa. Também investigamos o papel protetor da

creatina sobre as possiveis alteragdes bioquimicas observadas neste modelo.

2.2. Objetivos especificos:
Os objetivos especificos estdao subdivididos em quatro capitulos, que

serao apresentados na forma de artigos cientificos, como segue:

Capitulo |

= Analisar a viabilidade mitocondrial pelo ensaio colorimétrico do MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)2,5-difenil brometo de tetrazélio), bem como outros
parametros de metabolismo energético: oxidagao da glicose, atividade
das enzimas piruvato cinase, citrato sintase, isocitrato desidrogenase,
malato desidrogenase, succinato desidrogenase, complexo Il, citocromo

c oxidase e creatina cinase em musculo esquelético de ratos jovens;
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Investigar o possivel papel protetor da creatina sobre as alteracdes

bioquimicas encontradas.

Capitulo Il

Avaliar parametros de estresse oxidativo, denominados oxidagdo do
DCFH, substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), atividade
das enzimas antioxidantes (superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx), conteudo de GSH, de sulfidrilas e de
carbonilas e niveis de nitritos em musculo esquelético de animais
submetidos ao modelo experimental de hiperhomocisteinemia severa.

Investigar o possivel papel protetor da creatina sobre as alteracdes

bioquimicas encontradas.

Capitulo

Avaliar a atividade dos complexos da cadeia respiratéria: succinato
desidrogenase (SDH), complexo Il e citocromo ¢ oxidase, bem como a
funcdo mitocondrial através da massa e potencial;

Analisar parametros de apoptose e necrose celular;

Investigar o efeito da Hcy sobre a atividade da Na®,K'-ATPase e o
imunoconteudo das subunidades cataliticas (isoformas a1 e a3) em
amigdala de ratos jovens;

Investigar o possivel papel protetor da creatina sobre as alteragbes

bioquimicas encontradas.
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Capitulo IV

= |nvestigar os niveis das citocinas (TNF-q, IL-1B e IL-6) e da quimiocina
CCL2 (MCP-1) em musculo esquelético e soro de ratos submetidos a
hiperhomocisteinemia severa cronica;

= Avaliar o efeito da Hcy sobre a atividade da enzima AChE em musculo
esquelético de ratos;

= Auvaliar o efeito da Hcy sobre a atividade da enzima BuChE em soro;

= Investigar o possivel papel protetor da creatina sobre as alteracbes

bioquimicas encontradas.
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lll. METODOLOGIA E RESULTADOS
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Os capitulos |, II, lll e IV serao apresentados na forma de artigos cientificos,
0s quais apresentam o mesmo desenho experimental de hiperhomocisteinemia

severa cronica.

Modelo experimental de hiperhomocisteinemia severa crénica

Ratos Wistar foram submetidos a duas inje¢cdes subcutaneas diarias de
Hcy ou salina (controle), do 6° ao 28° dias com doses diarias de acordo com
Streck et al., 2002. Os animais foram decapitados 12 horas apés a ultima

administracdo das solugdes.

Suplementagcao com creatina
Os animais receberam duas injecdes i.p. por dia de creatina (50 mg/Kg)
(Vasques et al., 2006; Ribeiro et al., 2009; Kolling et al., 2010) concomitante

com a administracédo de Hcy ou salina (controle).
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Capitulo |

CELL BIOCHEMISTRY & FUNCTION

CELL BIOCHEMISTRY AND FUNCTION
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Capitulo Il
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Capitulo IV

Severe hyperhomocysteinemia causes mitochondrial changes in

amygdala of rats
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IV. DISCUSSAO
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A hiperhomocisteinemia severa €& um disturbio metabdlico devido
principalmente a remocéao indevida ou acumulo do aminoacido Hcy. Fatores
genéticos e nutricionais também s&o implicados na causa da
hiperhomocisteinemia. Embora as deformidades no musculo esquelético em
pacientes hiper-homocisteinémicos ja eram conhecidas, atualmente essa
associagao entre acumulo de Hcy e o declinio da fungdo muscular é cada vez
mais relatada na literatura. Como o metabolismo da Hcy gera grupos metil para
alimentar as reacdes celulares de metilagdo, entre elas a metilagdo do DNA, a
hiperhomocisteinemia € proposta como um modulador epigenético. No entanto,
a relevancia das mudancas epigenéticas nas alteragdes causadas no musculo
nao é conhecida (Veeranki e Tyagi, 2013; 2015).

Os pacientes homocistinuricos apresentam anormalidades esqueléticas
e invariavelmente alteragbes no SNC e vascular. Problemas no sistema ocular,
renal, hepatico e pulmonar também sao relatados (Mudd et al., 2001; Jiang et
al., 2005). Entretanto, o exato mecanismo dos danos provocados pela HCU
classica permanece incerto, mesmo com muitos estudos realizados na tentativa
de melhor compreender as alteragbes encontradas nessa aminoacidopatia.

Com o intuito de melhor compreender de que forma o metabolismo da
Hcy pode ser capaz de gerar todos esses danos, Streck et al. (2002)
desenvolveram um modelo experimental de hiperhomocisteinemia severa,
através da administracdo subcutdnea diaria de Hcy, a fim de obter niveis
plasmaticos similares aos encontrados em pacientes homocistinuricos. Esse
modelo inicia no 6° dia de vida pds-natal dos ratos, pois o desenvolvimento

cerebral dos animais nesse periodo é similar ao de um neonato humano. E
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nesse periodo que ocorre a maturagdo funcional, ganho de peso corporal,
desenvolvimento da arquitetura do cérebro, neurogénese e sinaptogénese.

Ja foi demonstrado que o acumulo Hcy alcangado nesse modelo, induz
alteracdes no estresse oxidativo em diferentes tecidos (Wyse et al., 2002,
Streck et al., 2003; Matté et al., 2009a; Matté et al., 2009b; Kolling et al., 2011),
causa disfungdo mitocondrial e deplecdo energética (Streck et al., 2003),
alteragbes comportamentais (Matté et al., 2007; Matté et al., 2009c),
inflamatoérias (da Cunha et al., 2012), excitotoxicidade, via ativagdo de
receptores glutamatérgicos (Matté et al., 2010; Machado et al.,, 2011).
Entretanto, ainda ndo havia sido investigado nenhum parametro no tecido
muscular de ratos seguindo esse modelo experimental.

Disfungdo motora e distrofias musculares sao observadas em pacientes
com hiperhomocisteinemia (Huang et al., 2011; Leishear et a., 2012; Veeranki e
Tyagi, 2013). Sabe-se que existem quantidades relativamente significativas da
enzima CBS no tecido muscular (Chen et al., 2010), porém a fisiopatologia do
comprometimento que ocorre no musculo esquelético ndo esta completamente
elucidada na presenca do quadro de hiperhomocisteinemia severa. Existem
alguns estudos mostrando que niveis elevados de Hcy no plasma e no fluido
cerebrospinhal estdo associados com doencas neuromotoras que podem estar
envolvidas com o comprometimento e degeneragcao muscular (Valentino et al.,
2010; Zoccolella et al., 2008). A esclerose multipla, por exemplo, esta
associada com niveis elevados de Hcy no plasma e pode afetar a funcao
muscular (Zoccolella et al., 2012).

Iniciamos a presente tese investigando alguns parametros de

metabolismo energético em musculo esquelético de ratos submetidos ao
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modelo quimico experimental de hiperhomocisteinemia severa. Também
analisamos o possivel papel protetor da administragdo concomitante de
creatina sobre os parametros analisados.

A integridade funcional das mitocéndrias é crucial para a sobrevivéncia
celular, consequentemente, a disfuncdo mitocondrial € um problema bem
pertinente associado com um numero significativo de doengas (Snow et al.,
2003). Iniciamos nosso estudo avaliando a integridade mitocondrial, realizada
por um meétodo colorimétrico (MTT), onde observamos que a Hcy diminui a
viabilidade das células em musculo esquelético de ratos. A creatina foi capaz
de prevenir este efeito. Wyss e Kaddurah-Daouk (2000) relataram que a
sintese enddgena de creatina € o maior modulador do equilibrio de metilagéo e
formacdao de Hcy. Assim, a sintese de creatina e a formacdo de Hcy sao
conectadas metabolicamente (Taes et al., 2004). Por esta razdo, alguns
autores estudaram a ingestdo de creatina e sua relagdo com o metabolismo de
Hcy (Mccarty, 2001; Taes et al., 2003; Stead et al., 2004; Bodamer et al.,
2005). Corroborando com nossos resultados, esses autores trabalham com a
hipétese de que esse consumo teria como resultado uma diminuicdo na
demanda de metilacdo e consequiente decréscimo nos niveis de Hcy, e, assim,
melhora na viabilidade celular prejudicada por esse aminoacido. Além disso, a
suplementacdo de creatina pode inibir a biossintese da enzima AGAT, o
principal regulador da sintese de creatina, logo o0 excesso de creatina exerce
um feedback, reprimindo o fluxo de metilagdo (Stead et al., 2001).

Nossos resultados mostram que a Hcy nao alterou a oxidagao da glicose
no musculo esquelético de ratos jovens. Por outro lado, a creatina per se ou

quando associada com Hcy causou um aumento na oxidagdo da glicose. O
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papel terapéutico da suplementagao da creatina tem sido investigado (Gualano
et al., 2010; Nicastro et al., 2012); ha estudos mostrando que este composto
pode contrariar a perda muscular em modelos animais (McCully, 2011), bem
como a distrofia em pacientes (Kley et al., 2013). Além disso, a creatina
melhora o controle glicémico em pacientes diabéticos, provavelmente através
do aumento da secrecdo de insulina e translocacdo do GLUT-4 para o
sarcolema (Gualano et al., 2011). Perante estas conclusdes, a suplementacéo
de creatina emergiu como uma estratégia nutricional adjuvante no tratamento
de condi¢cbes caracterizadas por perda de massa muscular progressiva e
resisténcia a insulina (Op’t Eijnde et al., 2006). Por conseguinte, Gualano et al.
2011 e Op't Eijnde et al. 2006 tém demonstrado que a suplementagcdo com
creatina pode melhorar a captacdo de glicose e controle glicémico em
individuos saudaveis e em individuos com diabetes tipo 2; esta amina é levada
para dentro do musculo esquelético por um transportador dependente de sddio
e esse movimento é reforgado pela presenga de insulina (Sora et al., 1994;
Steenge et al., 1998). Estes estudos podem sugerir uma explicagado para o
aumento da oxidagdo de glicose causada pela creatina per se ou quando
associada a Hcy.

A administragcdo crbnica de Hcy também diminuiu significativamente a
atividade das enzimas piruvato cinase e creatina cinase. A creatina quando
administrada concomitante foi capaz de prevenir tais efeitos. Estas enzimas
sdo muito importantes para a manutencio dos niveis de ATP. A piruvato cinase
€ uma enzima intimamente associada com a regulagdo da via glicolitica,
catalisa a transferéncia de fosfato a partir de fosfoenolpiruvato para ADP,

sintetizando ATP. Por outro lado, a creatina cinase e a fosfocreatina sio
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eficientes sistemas tampado de energia por duas razdes: primeiro, pois a
fosfocreatina tem uma capacidade de difusdo ligeiramente maior do que o ATP,
se tornando um “entregador de energia” mais eficiente para diferentes
localizagbes celulares. Em segundo lugar, a localizagdo citosdlica e
mitocondrial da creatina cinase, ligando areas de geracado de energia as de
producdo de energia. Assim, a creatina cinase e a fosfocreatina servem
essencialmente como um circuito de energia dentro da célula (Wallimann e
Schlattner, 2010). O efeito benéfico da suplementagcdo com creatina pode
ocorrer como um resultado das melhorias funcionais bem definidas no tecido
muscular.

Também avaliamos o efeito da hiperhomocisteinemia crénica sobre a
atividade das enzimas do ciclo de Krebs. A Hcy nado alterou a atividade da
citrato sintase, isocitrato desidrogenase ou malato desidrogenase. A creatina
per se também nao causou nenhuma alteracdo, porém quando associada a
Hcy, provocou um aumento na atividade da citrato sintase e da isocitrato
desidrogenase. Algumas mudangas na metilagdo da Hcy ou na permeabilidade
da mitocbndria causada pela creatina podem ter interferido com este resultado.
Além disso, a creatina € capaz de inibir a transicdo da permeabilidade
mitocondrial via nucleotideo adenina translocase (que exporta ATP da matriz
mitocondrial e importa ADP para a matriz); e também melhorar a fungcao
mitocondrial, estimulando a produgao de energia (Dolder et al., 2003).

Como discutido anteriormente, o aumento da oxidagdo da glicose
causada pela creatina per se ou quando associada a Hcy pode ser responsavel
pela ativagdo da citrato sintase e da isocitrato desidrogenase observada em

nosso estudo. Observamos também que a atividade da malato desidrogenase
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nao foi alterada provavelmente porque a fungao mitocondrial & particularmente
mais sensivel as variacbes de concentragdes fisiologicas de piruvato. Em
contraste, as concentracoes de malato exercem pouca influéncia sobre a
oxidagao do piruvato na mitocondria (Messer et al., 2004).

Em relagéo as atividades de enzimas da cadeia respiratdria, observamos
que a Hcy aumentou a atividade da SDH, mas n&o alterou a atividade do
complexo Il e da citocromo ¢ oxidase. A administracdo de creatina per se nao
causou nenhuma alteracdo, porém quando associada a Hcy, causou um
aumento na atividade do complexo Il.

Sabemos que a fosforilagdo oxidativa €& muito ativa no musculo
esquelético (Scholte et al., 1987; Jacobs et al., 2012) e esta intimamente ligada
ao sistema creatina cinase/fosfocreatina/creatina. Nao foi possivel determinar
se 0 aumento da SDH altera a sintese de ATP, pois ndo foi observada
nenhuma alteragdo na atividade da citocromo c¢ oxidase, um marcador da
fosforilagdo oxidativa. Sugerimos que o aumento da SDH pode ter sido para
compensar um possivel déficit energético em decorréncia da diminuigdo na
atividade das enzimas PK e CK.

Taes et al. (2003) mostrou um efeito de economia de folato induzida pela
suplementacédo de creatina. A importancia do acido félico na remetilagao da
Hcy, diminuindo os niveis deste aminoacido, € bem conhecida (Huang et al.,
2001; Taes et al.,, 2004). Assim, a administracdo de creatina pode reduzir
indiretamente os niveis de Hcy e evitar os seus efeitos deletérios.

Tomados em conjunto, os dados do presente capitulo sugerem que a
creatina pode ser utilizada como uma terapia adjuvante para melhorar alguns

sintomas relacionados ao desequilibrio energético em pacientes
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homocistinuricos; no entanto, se extrapolarmos nossos resultados para os
individuos saudaveis, ressalta-se que a creatina deve ser usada com cautela,
pois é capaz de alterar a homeostase de componentes essenciais para o

normal funcionamento fisioldgico das células.

Dando continuidade ao nosso trabalho, no segundo capitulo da presente
tese, passamos a investigar parametros de estresse oxidativo em musculo
esquelético de ratos jovens, submetidos ao modelo crénico de
hiperhomocisteinemia. Primeiramente, demonstramos que a Hcy aumentou a
oxidacdo da 2'7'diclorofluoresceina (DCFH), um indice de produgdo de
espécies reativas e de TBARS, que reflete a formagao de malondialdeido, um
produto final de lipoperoxidacdo (Halliwell, 2011). As defesas antioxidantes
enzimaticas e nao-enzimaticas também foram investigadas. A administragéo
cronica de Hcy aumentou a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT,
diminuiu o conteudo GSH, de grupamentos sulfidrilas e carbonilas, bem como
os niveis de nitritos, um produto estavel proveniente da auto-oxidagdo do NO*®
(Ignarro et al., 1993). A administracdo concomitante de creatina foi capaz de
prevenir esses efeitos.

Nossos dados corroboram com estudos mostrando que no plasma a Hcy
pode sofrer auto-oxidagdo do seu grupamento sulfidrila e gerar homocistina,
dissulfetos mistos e espécies reativas tais como O,", e H,O, e OH® (Tyagi,
1998; Baydas et al., 2006). As alteragdes em lipidios de membranas podem
prejudicar varias fungbes como transporte, permeabilidade, fluidez e atividade
de enzimas importantes (Swapna et al., 2006). As lipoproteinas plasmaticas
bem como os acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas sao

suscetiveis ao ataque dessas espécies reativas (Gutteridge, 2001).

107



Vale ressaltar que a hiperhomocisteinemia esta relacionada a um
acumulo da dimetilarginina assimétrica (ADMA), um inibidor endégeno da
enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Devido a sua elevada reatividade, o grupo
sulfidrila da Hcy pode reagir com o NO® levando a formagdo de S-nitroso-
homocisteina. Em condigbes fisiolégicas, a formagdo de S-nitroso-
homocisteina fornece protegdo as células endoteliais para os efeitos da Hcy.
Entretanto, o excesso de Hcy gera O," que reage com o NO® para formar
NOOO", um potente agente oxidante (Tyagi et al., 2005). A formacédo de
NOOO  reduz a disponibilidade de NO®, prejudicando suas fungdes
regulatérias. Podemos sugerir que o aumento na produgdo do O," pela Hcy
leva a formacdao de NOOOQO", com consequente reducao dos niveis de nitritos
observada em musculo esquelético.

A SOD atua sobre o radical O,* dismutando essa molécula a H,O,, que
pode ser decomposto pela CAT ou GPX. Dessa forma, um equilibrio entre a
atividade coordenada dessas enzimas na detoxificacdo de espécies reativas é
necessario para manter a integridade das biomoléculas.

Estudos mostram que a redugado dos niveis de Hcy pela suplementacao
de creatina esta associada com uma redugao significativa de biomarcadores de
lipoperoxidagdo (Deminice e Jordao, 2012). A correlagdo negativa entre os
niveis de creatina e de TBARS no plasma tem sido demonstrada por alguns
autores, sugerindo dessa forma que ela pode atuar como um antioxidante
(Lawler et al, 2002; Sestili et al., 2011).

Sabe-se que a creatina pode ser citoprotetora, independente do status
antioxidante das defesas enzimaticas, indicando uma interacao direta entre

creatina e oxidante e/ou radicais livre. Alguns estudos também mostram que a
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suplementacdo de creatina reduz os niveis plasmaticos de Hcy em ratos
(Deminice e Jordao, 2012; Stead et al, 2001; Taes et al., 2003). Em um
trabalho recente desenvolvido em nosso grupo de pesquisa, mostramos que a
creatina preveniu o aumento do TBARS em coragdo de ratos jovens,
evidenciando seu papel antioxidante (Kolling e Wyse, 2010).

No terceiro capitulo dessa tese, analisamos parametros inflamatérios em
musculo esquelético e soro de ratos jovens submetidos ao mesmo modelo de
hiperhomocisteinemia severa ja descrito. A atividade das enzimas AchE e
BuChE também foram avaliadas em musculo esquelético e soro,
respectivamente.

A inflamacdo estd associada a fisiopatologia de doencas
neuromusculares (Duan et al., 2009; De Bleecker et al., 2002). A ACh é o
neurotransmissor unico na JNM, onde se liga a receptores nicotinicos de ACh
muscular com a consequente despolarizacao da fibra muscular, abertura de
canais dependentes de Na*, e o disparo de um potencial de a¢éo na fibra
(Rich, 2006). Este processo termina quando a ACh é hidrolisada pela enzima
AChE.

A ACh regula os processos inflamatorios (Gallowitsch-Puerta e Pavlov,
2007; Shaked et al., 2009), no entanto, o controle colinérgico e a sinalizagao
para inflamacdo no musculo esquelético ainda sdo pouco esclarecidos.
Recentes evidéncias sugerem que os musculos esqueléticos podem funcionar
como um tecido imunoldgico ativo (Marino et al. 2011). As células musculares
podem atuar como células apresentadoras de antigeno (Englund et al., 2001) e
expressar um rico repertorio de citocinas e quimiocinas. Por exemplo, fibras

musculares (tipos | e Il) expressam a IL-6 em resposta as contragdes do
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musculo, que, em seguida medeiam uma resposta inflamatéria induzida pelo
exercicio e seus efeitos metabdlicos (Pedersen e Febbraio, 2008). De Fato,
niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias foram observadas em distrofia
muscular (Acharyya et al., 2007) e em outras miopatias (De Bleecker et al.,
2002).

Certas citocinas (TNF-a, IL-13, IL-6) desempenham um papel chave no
inicio da resposta inflamatéria no musculo esquelético (Geyer et al., 2012). O
acumulo de Hcy pode estar relacionado com desordens musculares e
associado a danos sub-celulares seguidos por liberacdo de citocinas e uma
rapida infiltracdo de leucdcitos no musculo.

Diante do exposto, somado a nossa indagacdo, buscamos analisar
parametros inflamatérios em musculo esquelético e soro, e também as
atividades das enzimas AChE e BuChE em musculo esquelético e soro,
respectivamente, de ratos submetidos ao modelo de hiperhomocisteinemia
severa cronica.

Em relagdo aos parametros inflamatérios foi observado um aumento nos
niveis das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e da quimiocina MCP-1 em musculo
esquelético e soro de ratos. Os ratos submetidos a hiperhomocisteinemia
severa apresentaram um aumento na atividade da AChE em musculo
esquelético. A enzima BuChE nao teve sua atividade alterada em soro de
ratos. Observamos que a creatina foi capaz de impedir o aumento das citocinas
pré-inflamatoérias em musculo esquelético e soro, e 0 aumento da atividade da
AChE em musculo esqulético.

No capitulo Il mostramos que a Hcy promove estresse oxidativo em

musculo de ratos. Considerando que as cotocinas pré-inflamatérias podem ser
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produzidas em resposta ao extresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2007) é
plausivel sugerir que esses achados podem estar estritamente relacionados.

Corroborando com nossos dados, varios estudos tém demonstrado que
a Hcy promove um estado pré-inflamatoério. Foi demonstrada a ativagao de
células endoteliais em cultura expostas a Hcy, o que resulta em um aumento
na expressdo de quimiocinas (Poddar et al., 2001) e moléculas de adesao
(Koga et al.,, 2002; Silverman et al., 2002). Além disso, estudos prévios
realizados no nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
hiperhomocisteinemia severa aumentou a concentracdo de citocinas pro-
inflamatdrias em cérebro e sangue de ratos neonatos (da Cunha et al., 2010;
da Cunha et al., 2012).

Recentemente, estudos tém demonstrado o importante papel do sistema
colinérgico no processo inflamatério. A inflamagéao periférica é controlada, entre
outros, pela “via colinérgica anti-inflamatéria”, que envolve a inibigdo da
resposta imune inata através da liberagdo de ACh pelo nervo vago. Através
dessa via, a liberagdo de citocinas por mondcitos e macrofagos € suprimida
(Tracey, 2007; Rosas-Ballina e Tracey, 2009).

Ha evidéncias de que a suplementacdo oral diaria de creatina pode
aumentar substancialmente as reservas de creatina dos musculos esqueléticos
humanos (Cribb e Hayes, 2006). Além disso, também ha trabalhos mostrando
que a suplementacido com a creatina tem um papel terapéutico em varios
estados de doencga que afetam o tamanho do musculo e sua funcionalidade por
meio da expressdo do gene envolvido na hipertrofia (Safdar et al., 2008) ou na

atenuacao da fase degenerativa em certas miopatias (Kley et al., 2013).
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Tendo em vista os nossos resultados, podemos sugerir que a creatina
preveniu 0 aumento da atividade da enzima AChE, consequentemente, os
niveis de ACh puderam manter-se elevados, contribuindo para acao
antinflamatoria da via colinérgica. Dessa forma, a creatina indiretamente pode
diminuir os niveis de citocinas pro-inflamatérias estudadas nesse capitulo.

Considerando que a Hcy parece estar envolvida com doengas que
afetam o SNC, no quarto capitulo dessa tese, investigamos o efeito da
administracdo crbénica de Hcy sobre alguns parametros de metabolismo
energético em amigdala de ratos jovens.

A amigdala, estrutura subcortical situada no lobo temporal medial, é
componente chave do circuito do medo e das emocgobes (Shumyatsky et al.,
2002; Packard et al.,, 2004). A amigdala esta envolvida nos processos de
ansiedade, alerta e aversdo, e é responsavel pelo conteiudo emocional que
determinadas memdérias possuem (Izquierdo e Medina, 1997). Nesse contexto,
para nosso conhecimento existem poucos estudos relacionando a agao da Hcy
sobre a amigdala. Alguns autores associam niveis elevados de Hcy com
prejuizo da memdéria aversiva em ratos (Matté et al., 2009) e também com o
comportamento depressivo nessa espécie animal (Setnik et al., 2004). Tais
efeitos podem talvez, estarem relacionados com processos distintos que
ocorram na amigdala (Lanteaume et al., 2007). Sendo assim, mais estudos séo
necessarios para investigar quais consequéncias podem ser causadas pela
Hcy nessa estrutura cerebral, e desvendar a relacdo existente entre os
prejuizos encontrados.

Sabendo que niveis elevados de Hcy podem ser considerados

neurotéxicos (Belcastro et al., 2010; Esse et al, 2013; Misiak et al., 2014),
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buscamos entender algumas consequéncias das alteracdes na bioenergética e
na funcdo mitocondrial e suas influéncias sobre a amigdala. O metabolismo
energético € muito ativo no cérebro, onde grandes quantidades de energia
quimica como moléculas de ATP sdo consumidas, em sua maioria necessaria
para a manutencao de gradientes ibnicos que sao a base para potenciais de
acao e repouso, além de estarem envolvidos na propagacado de impulsos
nervosos e liberagao de neurotransmissores.

Dando continuidade, no capitulo IV dessa tese, avaliamos alguns
parametros do metabolismo energético e outros diretamente relacionados com
a funcdo mitocondrial. Analisamos a atividade dos complexos da cadeia
respiratéria; massa e potencial mitocondrial; apoptose e necrose; atividade e
imunocontetido das subunidades a1 e a3 da Na*, K'-ATPase. Nossos
resultados mostraram que a atividade dos complexos da cadeia transportadora
de elétrons foi prejudicada pelo acumulo de Hcy. Houve uma inibigdo da SDH e
da citocromo c¢ oxidase. A transferéncia de elétrons através dos complexos
enzimaticos da cadeia respiratéria foi significativamente diminuida e,
provavelmente, a transferéncia de energia para formar ATP foi reduzida.

Disturbios na integridade mitocondrial, na homeostase energética, ERO
e liberacdo de Ca® podem estar envolvidos na patogénese de desordens
neuroldgicas (Nicholls e Budd, 2000). Funcdes celulares sdo dependentes de
fontes de energia; o cérebro é particularmente sensivel, pois necessita de um
fornecimento continuo de oxigénio e glicose para manter a sua fungéo normal e
viabilidade. Quando esta oferta é reduzida a niveis criticos, uma cascata de

eventos ocorre desencadeada pela deplegao de ATP (Moro et al., 2005).
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O potencial de membrana (Ay) pode ser considerado um indicador
chave da funcdo mitocondrial (Distelmaier et al., 2008) e as alteragcdes neste
sistema podem sugerir disfungbes na mitocondria (lijima, 2006). A fim de
verificar se a atividade reduzida da cadeia respiratéria foi devida a uma
diminuicdo da massa mitocondrial, e se isso afetou o potencial de membrana,
avaliamos massa e Ay mitocondrial por citometria de fluxo utilizando
fluoréforos mitocondriais. A Hey levou a uma diminuigéo das células com baixa
massa mitocondrial e um aumento das células com alta massa mitocondrial.
Além disso, aumentou o numero de células com maior Ay mitocondrial. O
aumento das células com maior Ay mitocondrial, com uma diminuicido das
células com baixa massa mitocondrial pode sugerir uma possivel biogénese
mitocondrial por compensacio ao insulto causado pelo desequilibrio energético
observado no nosso estudo.

Danos mitocondriais sdo considerados eventos centrais na apoptose
(Belhadj et al., 20014). No presente estudo, avaliamos o numero de células
coradas com anexina V, a qual identifica as células apoptéticas e também
analisamos o numero de células coradas com o homodimero de etidio, utilizado
para detectar as células mortas por necrose. A apoptose de células endoteliais
relacionadas com Hcy tem sido relatada em varios estudos (Kerkeni et al.,
2006; Sipkens et al.,, 2013). Estudos in vitro em células endoteliais tém
mostrado que a Hcy tem um efeito patogénico nestas células através da
indugado do estresse oxidativo, resultando em morte celular (Perez-de-Arce et
al., 2005). Os nossos resultados mostram que a administragdo de Hcy
aumentou a apoptose tardia, e a creatina foi capaz de prevenir esse efeito. A

creatina também aumentou o numero de células vivas em amigada de ratos.
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No que diz respeito & Na*, K'-ATPase, nossos resultados mostraram
que a hiperhomocisteinemia severa diminuiu a sua atividade, o que pode estar
relacionado com a redugdo de suas unidades cataliticas. A creatina preveniu
essa diminuicdo. Também investigamos se a Hcy poderia alterar o
imunoconteudo das subunidades cataliticas da enzima em amigdala de ratos
jovens. Os resultados mostraram que o imunoconteudo da subunidade a1 foi
diminuido, enquanto o da a3 nao foi alterado. A redugéo do teor da subunidade
catalitica pode diminuir os niveis das moléculas da enzima e,
consequentemente, a Na*, K'-ATPase pode apresentar uma reducédo na sua
atividade como observado no presente estudo. A creatina nao teve efeito per
se ou associada a Hcy se tratando do imunoconteudo.

A creatina apresenta papel neuroprotetor e permite que a homeostase
energeética seja mantida, evitando insultos induzidos pela administracdo Hcy
(Balestrino et al., 2002; Caretti et al., 2011; Sestili et al., 2011). Alguns autores
tém sugerido que os efeitos antioxidantes da creatina podem ser atribuidos a
melhoria da capacidade energética dos mecanismos celulares e antioxidantes
indiretos, tais como a estabilidade da membrana (Wyss e Schulze, 2002).

Diferentes mecanismos tém sido propostos para os efeitos da creatina. A
creatina pode proporcionar uma protecdo contra danos oxidativos. Além disso,
reduzir a degradacao dos fosfolipidios da membrana e retardar a formagéao de
lisofosfoglicerideos, produtos do catabolismo dos fosfolipidios de membrana
conhecidos por influenciar a fungcdo da membrana em varios sistemas (Saks et
al., 1986). Em uma revisdo, Guzun et al. (2011) reafirmaram a hipétese de que
a creatina pode desempenhar dois papéis importantes na regulagdo do

metabolismo energético: em primeiro lugar, mantendo “pools” locais de ATP,
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através de reacbes compartimentalizadas da creatina cinase; e em segundo
lugar, estabilizando as membranas celulares devido as interagdes eletrostaticas
com os fosfolipidios.

Sugerimos essa hipotese de que a creatina tem um efeito protetor sobre
o SNC e podemos considera-la valida, corroborando com outros estudos que
apoiam este ponto de vista. Alguns autores demonstram efeitos protetores
claros da administracdo de creatina no miocardio isquémico e/ou na sua falta,
em diferentes modelos experimentais. O mecanismo de acao protetor da
creatina é complexo e inclui diversos componentes. Ha evidéncias de que a
creatina contribui para a homeostase energética celular em outras doencgas
humanas, desde insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca cardiaca isquémica,
hipotrofia no musculo esquelético e isquemia cerebral (Strumia et al., 2012).

Concluindo o ultimo capitulo dessa tese, demonstramos que a
administragdo cronica de Hcy causa mudangas relevantes na homeostase
energética em amigdala de ratos jovens. Associando nossos resultados ao que
ja esta descrito na literatura, esses resultados podem contribuir pelo menos em
parte, para o esclarecimento de certos sintomas identificados no cérebro de
pacientes com HCU e elucidar uma terapia adjuvante com o uso da creatina.

Em conjunto, os resultados dessa tese mostram que a Hcy promove
perturbacdes no metabolismo energético, insultos oxidativos e inflamatérios,
além de prejudicar a funcionalidade de enzimas importantes em musculo
esquelético de ratos jovens. Em relacdo a amigdala, mostramos que a Hcy é
capaz de alterar enzimas essenciais da cadeia transportadora de elétrons,
fungdes mitocondriais importantes como massa e potencial, diminuir a atividade

e o imunoconteudo da Na*,K*-ATPase e causar apoptose tardia em amigdala
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de ratos jovens. A creatina foi capaz de prevenir alteracbes importantes em
musculo esquelético, amigdala e soro desses animais submetidos ao modelo
crbnico de hiperhomocisteinemia severa, onde ela contribuiu para a
homeostase energética celular e pdde atuar como antioxidante. Sendo usada
com cautela, pode se tornar um adjuvante terapéutico promissor para minimizar

sintomas caracteristicos de pacientes homocistinuricos.
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V. CONCLUSOES

118



1. A homocisteina diminuiu a viabilidade celular, a oxidacdo da
glicose, alterou a atividade de enzimas chave para a manutencao
da homeostase energética, como a piruvato cinase e a creatina
cinase e também enzimas do ciclo de Krebs e da cadeia
transportadora de elétrons em musculo esquelético de ratos;

2. A homocisteina aumentou a producao de espécies reativas e a
lipoperoxidagao, alterou enzimas antioxidantes e o conteudo de
glutationa reduzida, sulfidrilas, carbonilas e nitritos em musculo
esquelético;

3. Ratos tratados cronicamente com Hcy apresentaram niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias: TNF-a, IL-1B, IL-6 e da
quimiocina MCP-1 em musculo esquelético e soro;

4. Em relacdo ao sistema nervoso central, mostramos que a
homocisteina é capaz de alterar enzimas essenciais da cadeia
transportadora de elétrons, fungdes mitocondriais importantes
como massa e potencial e causar apoptose em amigdala de ratos
jovens;

5. A atividade e o imunocontetdo da isoforma a; da Na*,K'-ATPase
foram diminuidas em amigdala de ratos;

6. A hiperhomocisteinemia severa promoveu uma estimulacao da
atividade da AChE em musculo esquelético de ratos;

7. A atividade da BuChE nao foi alterada pela Hcy em soro de ratos
jovens;

8. A creatina foi capaz de prevenir alteracbes importantes em
musculo esquelético, amigdala e soro de ratos submetidos ao
modelo cronico de hiperhomocisteinemia severa, onde ela
contribuiu para a homeostase energética celular e pbéde atuar

como antioxidante.
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CONCLUSAO GERAL

Em conjunto, os resultados desse trabalho mostram que a Hcy promove
perturbagdes no metabolismo energético, insultos oxidativos e inflamatérios,
além de prejudicar a funcionalidade de enzimas importantes em musculo
esquelético, amigdala e soro de ratos jovens.

A creatina foi capaz de prevenir alteragcdes importantes em mdusculo
esquelético, amigdala e soro desses animais submetidos ao modelo cronico de
hiperhomocisteinemia severa. Sendo usada com cautela, pode se tornar um
adjuvante terapéutico promissor para minimizar sintomas caracteristicos de

pacientes homocistinuricos.

120



VI. PERSPECTIVAS
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Avaliar os seguintes parametros em ratos jovens submetidos ao modelo

crénico de hiperhomocisteinemia severa:

e Funcao mitocondrial (massa e potencial) em musculo esquelético;

¢ Funcao mitocondrial (massa e potencial) e parametros de metabolismo
energético em coracéo;

e O imunoconteudo e expressao génica da enzima AChE em musculo
esquelético;

o Memoria espacial e aversiva associada a suplementacdo com creatina;

¢ Morfologia em tecido muscular e cerebral;

e Dosar os niveis de Hcy e creatina em musculo esquelético;

e Dosar niveis de creatinina em urina.
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