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PARTE I

INTRODUCAO E OBJETIVOS



RESUMO

Sarcosina é um N-metil-aminocido derivado da glicina e a sua elevacdo em tecidos e
fluidos fisiolégicos de pacientes com sarcosinemia pode refletir na quantidade de unidades de
um carbono. A sarcosinemia é uma condicdo metabdlica rara, de natureza hereditaria, associada
a um possivel retardo mental. Primeiramente, desenvolvemos um modelo agudo induzido
quimicamente de sarcosinemia em ratos Wistar. Os ratos de 7, 14 e 21 dias de idade pds-parto
receberam sarcosina intraperitonealmente em doses de 0,5 umol/g de peso corporal trés vezes
por dia em intervalos de 3 h. Os animais do grupo controle receberam solugdo salina (NaCl a
0,85 g%) no mesmo volume (10 ulkg de peso corporal). Eles foram mortos apds 0,5, 1, 2, 3 ou
6 horas depois da Gltima injecdo e o cérebro e o sangue foram coletados para a dosagem da
sarcosina. Os resultados mostraram que as concentracfes plasmaticas e cerebrais de sarcosina
atingiram niveis de trés a quatro vezes mais elevados do que o0s niveis normais. Além disso,
esses niveis diminuiram ao longo do tempo, atingindo a normalidade ap6s 6 horas. Em um
segundo momento, investigamos a administracdo aguda da sarcosina e/ou creatina mais
piruvato sobre alguns pardmetros de estresse oxidativo e metabolismo energético em
homogeneizados de cortex cerebral de ratos Wistar com 21 dias de idade. A administracdo
aguda de sarcosina induziu o estresse oxidativo e diminuiu as atividades da adenilato cinase
(AK), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), atividade do complexo IV e CK
citosolica e mitocondrial. Por outro lado, a atividade da succinato desidrogenase (SDH) foi
aumentada em cOrtex cerebral de ratos. Além disso, o contetdo total de sulfidrilas foi
significativamente reduzido, enquanto a oxidacdo do DCFH, niveis de TBARS e as atividades
da superoxido dismutase (SOD) e glutationa-peroxidase (GPx) foram significativamente
aumentadas por essa administracdo. A co-administracdo de creatina mais piruvato foi eficaz na
prevencdo de alteragcbes provocadas pela administracdo de sarcosina sobre o estresse oxidativo
e as enzimas da rede de fosforiltransferéncia. Esses resultados indicam que a administracdo
aguda de sarcosina pode estimular o estresse oxidativo e alterar o metabolismo energético em
cortex cerebral de ratos. No caso de esses efeitos também ocorrerem em humanos, eles podem
contribuir, juntamente com outros mecanismos, para a disfungdo neurologica de sarcosinemia
sendo que a administracdo de creatina mais piruvato poderia ser benéfica para os pacientes.



ABSTRACT

Sarcosine is an N-methyl derivative of the amino acid glycine, and its elevation in
tissues and physiological fluids of patients with sarcosinemia could reflect a deficient pool size
of activated 1-carbon units. Sarcosinemia is arare inherited metabolic condition associated with
mental retardation. Firstly, we developed an acute chemically induced model of sarcosinemia
in Wistar rats. Wistar rats of 7, 14 and 21 postpartum days received sarcosine intraperitoneally
in doses of 0.5 umol/g of body weight three time a day at intervals of 3 hours. Control animals
received saline solution (NaCl 0.85 g%) in the same volume (10 ml/kg of body weight). The
animals were killed after 0.5, 1, 2, 3 or 6 h after the last injection and the brain and the blood
were collected for sarcosine measurement. The results showed that plasma and brain sarcosine
concentrations achieved levels three to four times higher than the normal levels and decreased
in a time-dependent way, achieving normal levels after 6 hours. In a second moment, we
investigated the acute effect of sarcosine and/or creatine plus pyruvate on some parameters of
oxidative stress and energy metabolism in cerebral cortex homogenates of 21-day-old Wistar
rats. Acute administration of sarcosine induced oxidative stress and diminished the activities of
adenylate kinase, GAPDH, complex IV and mitochondrial and cytosolic creatine kinase. Onthe
other hand, succinate dehydrogenase activity was enhanced in cerebral cortex of rats. Moreover,
total sulthydryls content was significantly diminished, while DCFH oxidation, TBARS content,
and activities of SOD and GPx were significantly enhanced by acute administration of
sarcosine. Co-administration of creatine plus pyruvate was effective in the prevention of
alterations provoked by sarcosine administration on the oxidative stress and the enzymes of
phosphoryitransfer network. These results indicate that acute administration of sarcosine may
stimulate oxidative stress and alter the energy metabolism in cerebral cortex of rats. In case
these effects also occur in humans, they may contribute, along with other mechanisms, to the
neurological dysfunction of sarcosinemia. Creatine and pyruvate adminstration could be
beneficial to the patients.



LISTA DE ABREVIATURAS

AK — adenilato cinase

ADP - trifosfato de adenosina

AMP — monofosfato de adenosina

ANT - translocador adenina nucleotideo

CAT - catalase

Cr- creatina

CK-MM - creatina cinase citosolica isoforma muscular
CK-BB — creatina cinase citosolica isoforma cerebral
CK-MB - creatina cinase citosolica heterodimero cardiaca
CK-Miu — creatina cinase mitocondrial forma ubiqua
CK-Mis — creatina cinase mitocondrial forma sarcomérica
Complexo | - NADH desidrogenase

Complexo 11 - succinato: ubiquininona oxirredutase
Complexo 11l - complexo citocromo b-cl

Complexo 1V - citocromo c oxidase

CuzZnSOD - cobre-zinco superdxido dismutase

CK-Mi— creatina cinase mitocondrial

CK-Ci- creatina cinase citosolica



CK — creatina cinase

EIM — Erros Inatos do Metabolismo

ERO - espécies reativas de oxigénio

ERON - espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
FAD - flavina adenina dinucleodideo (forma oxidada)

FADH?2 - flavina adenina dinucleotideo (forma reduzida)

FBP - frutose-1,6-bifosfato

GAPDH - gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
GPx - glutationa peroxidase

GTP — trifosfato de guanosina

GDP — difosfato de guanosina

GSH — glutationa reduzida

HK — hexocinase

H20: - perdxido de hidrogénio

Km — constante de Michaelis

Ki — constante de inibicao

kDa — quilodalton

MnSOD - manganés superdxido dismutase
NADH - nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)
Na*, K*- ATPase — bomba sodio/potassio ATPase

NMDA- receptor ionotrépico ativado pelo acido glutdmico /Aspartato



O2 — oxigénio molecular

OHs- - radical hidroxil

Oz -radical anion superoxido
OONO- - peroxinitrito

PCr — fosfocreatina

PEP — fosfoenolpiruvato

Pi — fosfato inorganico

PK — piruvato cinase

SLC6A8 - transportador de creatina
SNC — sistema nervoso central
RNAmM - RNA mensageiro

VDAC - canal anibnico dependente de voltagem



1.1 — INTRODUCAO

l.1.1 — Erros Inatos do Metabolismo

A primeira mengdo aos erros inatos do metabolismo (EIM) ocorreu em 1908, quando
Sir Archibald Garrod usou esse termo para designar doencas como aalcaptondria, patologia na
qual os pacientes afetados excretam grandes quantidades do acido homogentisico na urina
(Scriver et al, 2001). Garrod observou uma maior frequéncia dessa alteracdo em individuos de
uma mesma familia e maior incidéncia de consanguinidade entre os pais dos pacientes afetados.
Sabendo disso, e baseado nas leis de Mendel, Garrod propds um modelo de heranga autossémica
recessiva para esse distirbio. Através da observacdo do &cido homogentisico, excretado em
altas concentracbes na urina dos pacientes com alcaptondria, ele relacionou esse distirbio com

um bloqueio na rota do catabolismo da tirosina (Scriver et al, 2001).

Com o surgimento de novos distirbios relacionados a alteragBes genéticas e que
envolviam o acUmulo de outras substancias nos liquidos biologicos dos pacientes, postulou-se
que essas doencas resultavam da sintese qualitativa ou quantitativamente anormal de uma
proteina, enzimatica ou ndo, pertencente ao metabolismo (Scriver et al, 2001). Portanto, em
consequéncia desse bloqueio metabolico, pode ocorrer o acimulo de precursores da reacao
catalisada pela enzima envolvida, com a formacdo de rotas metabdlicas alternativas e a

deficiéncia de produtos essenciais ao organismo (Bickel, 1987).

Desde o estudo inicial de Garrod, o conhecimento dessas doengas metabdlicas tem

crescido exponencialmente. Os EIM envolvem alteracGes nos processos de sintese, degradacgéo,



transporte e armazenamento de moléculas no organismo, causando um grande numero de
defeitos, com quadros clinicos diversos, que podem ser desde assintomaticos até tdo graves que

causem morte neonatal (Benson e Fenson, 1985).

Os EIM manifestam-se geralmente na infancia, manifestando sinais e sintomas
associados a estas condicGes sdo encontradas em doencas infantis (Holtzman, 1978). Apesar
de raros quando considerados individualmente, os EIM s&o relativamente frequentes em seu
conjunto, podendo ocorrer aproximadamente um em cada mil recém-nascidos vivos. As
técnicas de investigacdo bioquimica tém colaborado para a descoberta de novos erros inatos do

metabolismo, esclarecendo cada vez mais 0s ja conhecidos (Fouchard et al, 2016).

1.1.1.2 —Sarcosinemia

A formacdo e degradacdo de sarcosina ocorrem no figado e rim. A sarcosina é formada
enzimaticamente a partir de dimetilglicina pela dimetilglicina desidrogenase (E.C. 1.5.99.2) e
convertida aglicina pela sarcosina desidrogenase (E.C. 1.5.99.1). A sarcosinemia é um fendtipo
caracterizado pela concentracdo aumentada de sarcosina (N-metilglicina) no plasma e excrecao
aumentada de sarcosina na urina. Ocorre por causa de um defeito na conversdo de sarcosina a
glicina que € catalisada pela sarcosina desidrogenase. Uma deficiéncia da sarcosina
desidrogenase pode ocorrer devido a uma alteracdo genética na apoenzima, disfuncdo de uma
flavoproteina transferidora de elétron ou uma severa deficiéncia grave de é&cido folico. Uma
pequena fracdo de sarcosina pode ser gerada a partir de glicina pela enzima glicina-N-

metiltransferase (E.C. 2.1.1.20) (Scriver et al, 2001).



Os pacientes com sarcosinemia foram originalmente relatados com retardo mental ou
problemas neurologicos, no entanto, existem davidas em relagdo sobre o0s sintomas
manifestados. A sarcosinemia que ocorre a partir da deficiéncia da atividade da sarcosina
desidrogenase € herdada e apresenta uma condicdo autossdmica recessiva. A incidéncia global
encontrada em programas de rastreamento na urina de recém-nascidos é de 1/350.000. O gene
da sarcosina desidrogenase humana foi clonado e esta localizado no cromossomo 9q34 (Scriver

et al, 2001).

1.1.2— Sarcosina

A sarcosina € um aminodcido que tem um papel importante no metabolismo
intermediario, principalmente no metabolismo de um carbono. Quimicamente, a sarcosina (N -
metilglicina) € uma molécula de glicina que € modificada pela adicdo de um grupo metil ligado
ao 4tomo de nitrogénio. A N-metilglicina é indetectdvel em fluidos bioldgicos e ndo compdem
as proteinas de mamiferos. O processo de sintese e degradacdo da sarcosina € iniciada pela
desmetilacdo da dimetilglicina, posteriormente, a acdo das enzimas sarcosina desidrogenase e
serina hidroximetilase produz a glicina e serina, respectivamente (Figura 1). A acdo dessas
enzimas em conjunto produz fragmentos de um carbono ativos, 0s quais reagem com O
tetrahidrofolato para formar o N5, N10-metilenotetrahidrofolato (Scriver et al, 200; Mallorga

et al. 2003).



5 10 s 10
N, N -Metileno tetrahidrofolato N, N -Metleno tetrahidrofolato

tetrahidrofolato folato folato
CHy CH, (':H ) \ ?t,OH
‘,:" N > M S —» CH; N » HC - N1z
(",H 2 (M (':H, (2) COOH (3) COOH
... 0 - glicina serina
dimetilglicina sarcosina

Figura 1 - Sintese e degradacdo da sarcosina. Adaptado de Scriver et al., 2001.

As reacOes que sintetizam a sarcosina e glicina ocorrem dentro das mitocondrias e
requerem folato como cofator enzimatico (Scriver et al, 2001). Além disso, A N-metilglicina
pode ser sintetizada a partir da S-adenosilmetionina (SAM) e glicina, produzindo sarcosina e

S-adenosilhomocisteina (Zhang et al. 2009).

Os efeitos sobre pacientes que tomaram 2 g de sarcosina por dia, apresentaram melhoras
nos sintomas da esquizofrenia. Esse mecanismo da sarcosina provavelmente foi evidenciado
por causa da sua inibicdo dos transportadores de glicina tipo 1, no qual aumento os niveis de
glicina na fenda sindptica e aumenta a probabilidade de ativacdo dos receptores glutamatérgicos

do tipo NMDA (Mallorga etal. 2003).

1.1.2.1- Formacgédo da sarcosina a partir da glicina

Um mecanismo alternativo para a formacdo da sarcosina foi proposto (Mitchell e

Benevenga, 1978). A mensuragdo do carbono da metionina na sarcosina e serina indica que 5-
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14% da 1-metil- metionina [C'“4]na dieta dos seres humanos é trnasformada em sarcosina. Nessa
reacdo, a metionina € convertida em S-adenosilmetionina e esse composto reage com a glicina
para formar a sarcosina e a S-adenosilhomocisteina. A enzima para essa reagdo é glicina-N-
metiltransferase. Ela esta presente no figado, rim, pancreas de coelhos e ratos (Kerr, 1972;

Heady, 1973).

Postula-se que a glicina-N-metiltransferase desempenha a remocdo do excesso
fisiologico de grupos de metil (a partir de S-adenosilmetionina) pela formagdo da glicina. Esta
é aprincipal enzima de ligacdo de folato em figado de rato, cuja sua atividade € aumentada pela
fosforilacdo de uma proteina cinase e inibido quando € acoplado com ligante de folato, 5-
metiltetrahidropterol pentaglutamato (Wagner, Decha-Umphai e Corbin, 1989). Esse passo
regulador na formacdo da sarcosina € importante na taxa de conversdo de S-adenosilmetionina
para S-adenosihomosciteina. A existéncia dessa via em seres humanos ainda ndo foi

confirmada.

1.1.2.2- Transporte transmembrana da sarcosina

O mecanismo pelo qual a sarcosina é transportada através das membranas celulares esta
se tornando cada vez mais compreendida. O sistema transportador de glicina humano (GlyT-1)
tem um Km de 80 a 90 mM e esta inibida competitivamente por sarcosina de forma semelhante
(Ki=804a90mM). Assim, é provavel que sarcosina e glicina possam compartilhar esse mesmo

sistema para o transporte (Liu, 1993).
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GlyT-1 é expresso em grande quantidade no cérebro e rim de humanos; GlT-1c, de
uma isoforma GIlyT-1, s é expressa no cérebro, enquanto que GlyT-1a é aparentemente o Unico
subtipo expresso no tecido periférico. Um transportador semelhante a glicina (TGli-2) também
foi clonado, sequenciado e expresso. O GlyT-2 é especificamente localizada medula espinhal,
tronco cerebral e cerebelo, mas ao contrario do GlyT-1, ndo mostra inibicdo por sarcosina (Liu,
1993). N&o ha nenhuma evidéncia de que esse sistema esteja envolvido no transporte sarcosina.
Assim, € plausivel que alguns pacientes com elevados niveis de sarcosina cerebral ou no liquor
pode ter inibicdo do sistema do GlyT-1 que regula o rapido fluxo de concentragcdes de glicina

envolvidos na neurotransmissdo (Herdon et al. 2001).

1.1.2.3— Dados laboratoriais de pacientes com sarcosinemia

Sarcosina normalmente ndo é detectavel no plasma ou na urina. Em pacientes com
sarcosinemia, a concentracdo no sangue varia entre 53 uM a 760 uM e a excre¢do urinaria a
partir de 864 umol/24 h a 7900 umol/24 h. A quantidade efetiva de sarcosina excretada em um
periodo de 24 h parece estar relacionada com a idade, massa corporal e consumo alimentar de

grupos metila.

Ha dois relatos de caso que descrevem a concentracdo de sarcosina estar mais elevada
em liquor de pacientes afetados. Em um deles, a concentracdo estava superior em 5mM dos
niveis considerados normais, sendo que o paciente tinha 2 anos de idade. No outro, o nivel foi
superado em 17mM, sendo que o paciente tinha 5,8 anos (Scriver etal, 2001). A sarcosina em

individuos do sexo masculino normalmente ndo € detectavel no liquor (Levy, 1984). Relatorios

12



de hematoldgicas e bioquimicas ensaios em pacientes com sarcosinemia Ssi0 escassos. E

assumido que esses parametros foram medidos, mas ndo sdo anormais.

1.1.3 — Metabolismo energetico

1.1.3.1 - Rede de fosforiltransferéncia

Os mecanismos responsaveis envolvidos no equilibrio entre o consumo e a produgéo de
ATP séo finamente regulados por processos intracelulares (Dzeja et al, 2003). A operacdo
otimizada do sistema celular bioenergético exige que compostos ricos em energia, como ATP,
sejam produzidos e entregues aos consumidores de ATP ataxa correspondente avelocidade de

consumo (Dzeja et al, 2000).

Para estabelecer essa funcdo de transferéncia de grupos fosforil, uma rede
intracelular enzimatica, catalisada principalmente pela creatina cinase (CK - E.C. 2.7.3.2),
adenilato cinase (AK - E.C. 2.7.4.3) e enzimas glicoliticas (especialmente a piruvato cinase —
PK - E.C. 2.7.1.40), atua em processos de producdo e consumo de ATP (Figura 3) (Wallimann
et al, 1994; Saksetal, 1996; Dzeja etal, 1998). A sinalizacdo metabdlica € dindmica
e através das enzimas da rede de transferéncia de grupos fosforil contribui para a eficiente
comunicacdo energética intracelular na manutencdo dos altos niveis de ATP celular

(Dzeja et al, 2000; Neumann et al, 2003).
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Figura 2 — Esquema das principais enzimas da rede de transferéncia de grupos fosforil em
tecidos que consomem grande quantidade energética como, por exemplo, masculo esquelético,
coracdo e cérebro. A entrega de fosfocreatina (PCr) é facilitada através de creatina cinase
mitocondrial (CK-Mi) a partir do ATP gerado pela fosforilacdo oxidativa na cadeia respiratoria.
A PCr é exportada para o citosol e a creatina cinase citosélica (CK-Ci) é capaz de transferir o
grupo fosfato da PCrpara o ADP, formando ATP. A adenilato cinase (AK) é capaz de regenerar
0 ATP utilizando duas moléculas de ADP. Finalmente, a via glicolitica € estimulada por AMP
proveniente da reacdo da AK e a piruvato cinase (PK) é capaz de sintetizar ATP a partir de
fosfoenolpiruvato (PEP) e ADP. Como esses sistemas de transporte operam em conjunto, uma
atividade diminuida de uma Unica enzima pode ser compensada. Entretanto, uma alteracdo da
atividade de duas ou mais enzimas pode levar a um comprometimento cumulativo na
comunicacdo entre sitios de geracdo e consumo de ATP. Fonte: Elaborado pelo autor.

A AK produz 10% do total da renovagdo de ATP no tecido muscular cardiaco, enquanto
no musculo esquelético em repouso gera cerca de 4%. Por outro lado, a CK produz a maior
parte do ATP (Dzeja et al, 1999). Apesar da porcentagem diminuida em relacdo a CK, a AK
pode transferir e utilizar duas moléculas de ADP, podendo assim, em momentos de excessiva
necessidade energética fornecer ATP, além de AMP que estimula a via glicolitica por alosteria

na enzima fosfofrutocinase (Pucar et al, 2000). Além disso, as enzimas glicoliticas como a
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hexocinase (HK), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e PK podem contribuir para a
transferéncia intracelular de grupos fosforil e sua distribuicdo espacial esta sendo cadavez mais
conhecida (Dzeja etal, 2003). Em média, as concentracbes de ATP, ADP e AMP sdo,
respectivamente, 5, 1 e 0,1 mM (Noma, 2005). Modificagcdes nas concentracbes desses
compostos podem alterar enzimas importantes e regulatérias em diversas rotas biossintéticas e
oxidativas, que percebem mudancas no estado metabdlico e energético celular
(Dzeja et al, 2000). A simples difusdo do ATP ndo parece ser responsavel pelo fluxo de energia
na célula. O mecanismo que supre a demanda energética é a rede de fosforiltransferéncia, da

qual fazem parte as enzimas AK, CK e PK (Dzeja et al, 1999).

1.1.3.1.1 —Creatina cinase

A CK catalisa a transferéncia reversivel de um grupo N-fosforil da fosfocreatina (PCr)
para 0 ADP regenerando ATP e creatina (Cr) (Figura 4). A enzima é formada por 400
aminodcidos com massa molecular de 306 a 380 kDa, conforme a isoforma. A CK participa na
homeostasia de células com necessidades energéticas varidveis e intermitentes como, por
exemplo, masculo esquelético e cardiaco, tecidos neurais como cérebro e retina, fotorreceptores
e eritrocitos (Wallimann, 1992). O pH 6timo para a catalise enzimatica varia de 6,0 a 7,0 na

direcdo de formacdo de ATP e 7,5a 9,0 na diregéo de formacgéo de PCr.
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Figura 3 - Reacdo reversivel catalisada pela CK. Fonte: MARKS et al, 2007.

As células contém varias isoformas da CK que sdo identificadas por mobilidade
eletroforética, distribuicdo tecidual e subcelular e sua sequéncia primaria (Villarreal-Levy et al,
1987; Perryman et al, 1986). Ha quatro principais isoenzimas da CK e os nomes sdo dados em
funcdo dos tecidos em que foram historicamente isoladas. Ha duas isoformas citosolicas, a
muscular (CK-MM) e a cerebral (CK-BB), ambas existindo como homodimeros sob condicGes
fisiologicas, podendo se apresentar como um heterodimero CK-MB no coracdo. As isoformas
mitocondriais também sdo duas, a forma ubiqua (CK-Miu) e a sarcomérica (CK-Mis), as quais
sdo expressas predominantemente no cérebro e no misculo estriado, respectivamente

(Wallimann et al, 1992).

As isoformas da creatina cinase mitocondrial (CK-Mi), geralmente existem como
octdmeros, mas podem ser transformadas rapidamente em dimeros (McLeish et al, 2005). As
isoenzimas da CK citosdlica sdo sempre co-expressadas em tecido especifico junto com a
isoforma mitocondrial. A interacdo entre as isoformas citosolica e mitocondrial é de

fundamental importancia na homeostasia energética celular (Silva et al, 2003).
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As isoenzimas da CK sdo conhecidas por conterem o grupamento sulfidrilico no sitio
ativo: cisteina 278 na CK mitocondrial e cisteina 283 na CK citosélica (Furter, 1993).
Modificacdes ocorridas nos residuos sulfidrilicos por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON) diminuem a atividade da enzima, mostrando que esse grupamento também tem um
importante envolvimento na sua atividade catalitica (Kaneko, 1993; Sukuki et al, 1992). Essa
diminuicdo de atividade produz deficiéncia energética, acumulo de ADP e excesso de calcio
intracelular (Wallimann et al, 1994). Foi verificado que o peroxinitrito afeta a forma octamérica
da CK-Mie evita a re-octamerizacdo da forma dimérica (Gross et al, 1996). As ERON elevam

os niveis de calcio intracelular (Ca2*) e induzem apoptose (Mattson, 1992).

Usando fracionamento bioquimico e localizagdo in situ, foi demonstrado que as
isoenzimas da CK séo extremamente soliveis. De fato, sdo compartimentadas subcelularmente
e unidas funcional e/ou estruturalmente com sitios de producdo de energia (glicolise e
mitocondria) ou consumo de energia (ATPases celulares, como ATPase actinomiosina e
ATPase reticulo sarcoplasmatico). Elas formam um sistema de distribuicdo de energia
altamente regulado e intrincado - o circuito da fosfocreatina (PCr) (Figura 5) - (Wallimann et
al, 1992). Dependendo das necessidades metabdlicas da célula ou tecido, uma dessas diferentes

fungdes do circuito CK/PCr pode estar dominante.

As isoenzimas CK-Mi estdo localizadas na parte externa da membrana mitocondrial
interna, assim como em sitios de contato com a membrana externa e interna, no espaco
intermembranas, por unido funcional com o carreador ATP/ADP (translocador adenina
nucleotideo - ANT) (Wallimann et al, 1992). Essa ligacdo funcional ocorre por meio da
exportacdo eletrogénica da matriz mitocondrial geradora de ATP em troca de ADP através da

membrana mitocondrial interna e a transfosforilacdo do ATP a PCr, conservando aenergia livre
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da hidrolise do ATP exportado pelo ANT (Wyss et al., 1992). A CK-Mi, por ser funcionalmente
unida ao poro da membrana mitocondrial externa, provavelmente esteja envolvida na regulagcdo
da importacdo da creatina pela mitocondria e exportacdo da PCr para o citosol (Wallimann et
al, 1992; Wyss et al, 1992). Portanto, através da unido cinética das trés proteinas ANT, CK-Mi
e o canal anidnico dependente de voltagem (VDAC), também conhecido como porina, forma-
se um importante microcompartimento para o transporte de energia mitocondrial e metabolismo

energético celular (Wallimann etal, 1992).

Diferentes fungbes tém sido sugeridas para a comunicacdo entre as isoformas de creatina
cinase citosdlica e mitocondrial por PCre Cr (Wallimann, 1994), levando a proposta do modelo
de circuito da PCr (Rojo et al, 1991; Wallimann et al, 1992; Wyss et al, 1992). O circuito
CK/PCr parece cumprir todas as necessidades de um sistema altamente organizado de transporte
e tamponamento de energia, assim como um sistema regulatorio para controle das razdes
subcelulares de ATP/ADP, levando juntos auma utilizagdo de energia mais eficiente em termos

termodinamicos.
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Figura 4 — Modelo do circuito creatina / fosfocreatina na homeostase energética intracelular.
S&o mostradas duas isoformas da creatina cinase, uma CK-Mi e outra CK-MB. A CK-Mi esta
ligada funcionalmente a fosforilagdo oxidativa, enquanto a CK-MB pode estar associada a
glicolise, ao armazenamento de energia mantendo o equilibrio entre as relagdes PCr/Cre ATP
(trifosfato de adenosina) / ADP ou entdo sitios subcelulares de consumos altos e flutuantes de
ATP. Adaptado de Baird et al, 2012.

O circuito PCr serve para melhorar a eficiéncia termodindmica da hidrolise do ATP para
manter baixa a concentracdo de ADP e manter alta a razdo ATP/ADP nos sitios subcelulares
onde a CK esta funcionalmente associada aos processos que requeiram ATP, como por
exemplo, bombas de ions (Wallimann et al, 1994). Esse circuito serve também como tampédo
de energia transportada entre compartimentos. Nesse papel, a PCr tem a funcdo de
transportadora de energia, conectando sitios de producdo de energia, como fosforilacdo
oxidativa mitocondrial, com sitios de utilizacdo de energia, onde a CK-Mi tem um papel

eminente. Essa funcdo da CK é especifica de diversas isoenzimas da CK em uma variedade de
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tecidos, como muisculos, eritrocitos, células fotorreceptoras e espermatozoides, por

compartimentalizacdo subcelular da PCr/Cr, ATP/ADP/Pi e pela localizacdo, estrutura e

propriedades funcionais da CK-Mi octamérica (Wallimann et al, 1992).

A CK parece estar envolvida em certas condicdes patologicas relacionadas com déficit
de energia cerebral. Em condicbes anoxicas, a adicdo de creatina ao meio de incubacéo
contendo fatias de cérebro de ratos protege a transmissdo sinaptica e mantém o potencial de
acdo via Na*, K*- ATPase (Whittingham, 1981); a adi¢do de creatina aumenta os niveis de PCr,
reduzindo a queda de ATP, a liberacdo de Ca?*e a morte celular no SNC (Carter et al, 1995).
Quantidades significativas da atividade da CK-Mie de seu RNA mensageiro (RNAm) também
foram observadas nos rins, onde a CK-Mi junto com a CK-BB, foi encontrada no cértex e na
medula renal, provavelmente participando do transporte de sodio. O RNAm para a CK-Mi
ubiqua foi aprincipal forma encontrada nos rins, placenta, intestino e cerebro (Wallimann et al,

1992).

Por fim, foi observado que, em ratos, o processo de mielinizacdo, bem como as demais
atividades do sistema nervoso, depende da maturacdo funcional da CK durante o

desenvolvimento do encéfalo do rato com expressdo sequencial das isoenzimas (Holtzman et

al, 1993).
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1.1.3.1.2 — Adenilato cinase

A enzima AK, também conhecida como miocinase, é uma fosfotransferase com uma
Unica cadeia polipeptidica de aproximadamente 200 aminoacidos que catalisa a interconversao
de nucleotideos adenina e desempenha um papel importante na homeostase da energia celular

(Dzeja etal, 1999). A reacdo reversivel catalisada pela AK:

2 ADP <ATP + AMP

A AK é responsavel pela interconversdo de ATP, ADP e AMP (Pucar et al, 2000). Essa
enzima potencializa o papel energético do ATP por ter habilidade de regenerar o ATP a partir
de dois ADP e também pela regulagdo dos processos envolvendo os nucleotideos de adenina.
A AK gera sinais metabolicos para a célula, como o AMP, ativando rotas dependentes de AMP
(Dzeja et al, 2002). A estrutura da AK sofre grandes mudangas conformacionais durante Seu
ciclo catalitico. A enzima possui trés dominios bem descritos: 0 CORE, o dominio de ligacdo
do AMP e o dominio de ligacdo do ATP. Os dois dominios de ligacdo do AMP e ATP séo
descritos como passo limitante da catélise da AK e o CORE ¢é responsavel pelas propriedades

alostéricas da enzima (Noma et al, 2005; Dzeja et al, 2002).

S&o descritas até o momento seis isoenzimas da AK (AK1 a AK6) (Noma et al, 2005).
A AK1 existe no citoplasma e a AK2 esta localizada principalmente no espaco intermembrana
mitocondrial; ambas utilizam os nucleotideos de adenina (Dzeja et al, 1999). A AK3 utiliza
GTP para formagdo de ADP ou GDP devido a localizacdo subcelular, pois é encontrada na
matriz mitocondrial, onde hd a formacdo de GTP no ciclo do acido citrico. A AK4 estd
localizada na matriz mitocondrial e AK5 no citosol. A AK6 é a unica a ser encontrada no nicleo

celular (Noma et al, 2005).
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1.1.3.1.3 — Piruvato cinase

A Ultima etapa da via glicolitica é atransferéncia do grupo fosforil do fosfoenolpiruvato
(PEP) ao ADP, catalisada pela PK, que requer K* e Mg?* ou M2+ (Oberfelder et al, 1984).
Considerando que a via glicolitica é um sistema fundamental para o metabolismo energético
nos organismos, as enzimas glicoliticas estdo presentes em todas as células ou tecidos dos
mamiferos (Heyduk et al, 1992). Entretanto, cada tipo de tecido utiliza essas enzimas de uma
maneira especifica para seu metabolismo (Friesen et al, 1998). A manutencdo do fluxo de
energia e de nutrientes para dentro da célula é essencial para a homeostasia e o funcionamento
celular. Nesse contexto, a PK de mamiferos desempenha um papel fundamental nas células
eucarioticas. A PK é uma enzima homo-tetrdmera e cada subunidade (mon6mero) consiste em
4 dominios (A, B, C e N), que possuem um sitio ativo (Figura 6) (Consler et al, 1992). Nos
mamiferos ha 4 isoenzimas da PK que séo referidas como tipo M1, L, R e M2 (Consler et
al,1989). Essas formas de isoenzimas diferem em suas propriedades quimicas, fisicas, cinéticas,
eletroforéticas e imunoldgicas, bem como na distribuicdo nos tecidos. A isoenzima tipo M1 é o
principal tipo nos tecidos especialmente diferenciados, tais como misculo esquelético, coracéo
e cérebro adulto (Consler et al, 1988). O tipo L é predominante em tecidos gliconeogénicos,
especialmente no figado - onde se constitui no maior componente- e no rim, onde é 0 menor
componente (Staal et al, 1985). O tipo R esta presente nos eritrocitos e tecidos hematopoiéticos.
A M2-PK é predominante no feto, em neoplasias e nos tecidos indiferenciados em proliferacéo,
embora seja encontrada também em alguns tecidos adultos, em menor quantidade no figado e
em maior quantidade no rim (Friesen et al, 1998). As expressdes dessas isoenzimas Sao

reguladas durante o desenvolvimento. A M2-PK é a Unica detectavel precocemente em tecido
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fetal, sendo gradualmente substituida pelos tipos L-, R-, M1-, durante o desenvolvimento. Em
contraste, em células transformadas e na regeneracdo do figado, as isoenzimas tecido-
especificas estdo presentes em niveis diminuidos ou completamente ausentes, sendo

substituidas pela isoenzima M2-PK (Heyduk et al, 1992; Consler et al, 1992).

A reacdo catalisada pela PK requer, para sua atividade, cations monovalentes e
divalentes (Friesen etal, 1998). A PK é tipicamente uma enzima alostérica e participa com uma
maior fungdo no controle do fluxo metabolico da frutose-1,6-bifosfato (FBP) a piruvato, o qual
esta envolvido em uma variedade de rotas metabolicas, indicando que a PK pode ser
considerada uma enzima chave ndo somente para a rota glicolitica, mas também para o

metabolismo celular (Valentini et al, 2000).

Figura 5 - PK de mamiferos é homo-tetramera, e cada subunidade (mondmero) consiste de 4

dominios (A, B, C e N), cada um possuindo um sitio ativo.

1.1.3.1.4 — Hexocinase

A hexocinase (EC 2.7.1.1) é uma enzima irreversivel, localizada no citosol, que catalisa
a primeira reacdo da via glicolitica (Marks et al, 2007). A enzima utiliza o ATP como doador

de fosforil ao carbono 6 da glicose, formando a glicose-6-fosfato (Nelson e Cox, 2008). A
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hexocinase requer magnésio como cofator para exercer sua atividade catalitica, no qual forma
um complexo com o ATP (complexo MgATP?). Ela esta presente em quase todas as células do
organismo, ainda que sob outras formas, como a glicocinase, localizada no hepatdcito (Nelson
e Cox, 2008). Essas isoenzimas sdo codificadas por genes diferentes, tendo propriedades
cinéticas e regulatorias variadas (Nelson e Cox, 2008). Da Silva et al., 2004 demonstrou que a
hexocinase cerebral esta associada a membrana mitocondrial externa e que o ADP produzido
pela enzima controla o potencial de membrana e a geracdo de espécies reativas. Além disso, 0s
autores relataram que a atividade da hexocinase controla a sintese de ATP e a apoptose no

cérebro.

1.1.3.1.5 — Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH - EC 1.2.1.12) é a primeira enzima
que catalisa a fase de pagamento da glicdlise (Nelson e Cox, 2008). A GAPDH oxida o
gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato, sendo adicionado fosfato inorganico na
molécula em formacdo, juntamente com areducdo do NAD*. O grupo aldeido do gliceraldeido-
3-fosfato reage com o grupo sulfidrila de um residuo essencial da cisteina no sitio ativo da
GAPDH. A reagdo com metal pesado no residuo de cisteina, tal como o mercurio, leva a inibigao

irreversivel da enzima (Marks et al, 2007).
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1.1.3.2 — Complexos respiratorios e a fosforilagdo oxidativa

A fosforilacdo oxidativa € o processo principal da producdo de ATP nas células que
possuem mitocondrias. Os passos oxidativos na degradacdo de carboidratos, lipideos e
aminoacidos convergem aesse estagio final darespiracdo celular, em que a energia da oxidacao,
provida pelo fluxo de elétrons atraves das enzimas da cadeia transportadora de elétrons,
promove a sintese de ATP (Nelson e Cox, 2008). Quando ndo h& hipoxia, a fosforilagdo
oxidativa é dependente da concentracdo de ATP, ADP e fosfato inorganico (Pi) e da razdo
mitocondrial de NADH/NAD*, que é determinada pela atividade da Cadeia Transportadora de
Elétrons e pela transferéncia de elétrons provenientes de reacfes catalisadas por enzimas
mitocondriais (Erecinska e Silver, 1994).

A cadeia transportadora de elétrons, composta por quatro complexos enzimaticos
(complexos I-1V) além da ATPase (complexo V), recebe elétrons das coenzimas NADH e
FADH, transferindo-os através de uma série de reacfes de oxidacdo-reducdo até o oxigénio
molecular e simultaneamente acopla essa reacdo exergonica a translocacdo de préotons através
da membrana mitocondrial interna (Wallace, 1999). O fluxo de protons (gradiente
eletroquimico de protons) gerado durante o transporte de elétrons na cadeia transportadora de
elétrons leva a formacdo de ATP apartir de ADP e Pi pelo complexo V (ATP sintase) (Babcock
e Wikstrom, 1992; Wallace, 1999).

Os complexos da cadeia transportadora de elétrons sdo formados por varias cadeias
polipeptidicas (complexos respiratdrios) associadas a grupos transportadores de elétrons:
NADH desidrogenase (complexo 1); succinato:ubiquininona oxirredutase (complexo I1);

complexo citocromo b-cl (complexo Il1) e citocromo ¢ oxidase (complexo V). Os complexos
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da cadeia transportadora de elétrons também sdo formados por elementos moveis, que se
localizam entre os complexos: a coenzima Q - um componente ndo protéico lipossolivel que
carreia elétrons entre os complexos 1 e Il - e o citocromo ¢, uma proteina localizada na face
externa da membrana, que transfere os elétrons do complexo Ill para o complexo 1V (Marks,

2007).

1.1.4 - Bomba Na*,K* ATPase

A Na*, K*, ATPase, ou bomba de sédio (Na*), é uma proteina integral de membrana,
presente em praticamente todas as células, incluindo o cérebro, misculos esquelético e cardiaco.
Ela esta inserida na bicamada lipidica e é responsavel pela geracdo do potencial de membrana
através datranslocacdo de Na*e potassio (K*)contra seus gradientes de concentracdo. A energia
necessaria para a troca ibnica é derivada da hidrdlise de uma molécula de ATP (Kaplan, 2002).
Além disso, essa enzima regula o volume e pH intracelular, mantém o potencial de membrana
em repouso e auxilia no transporte de moléculas ligadas ao co-transporte de Na*, como
aminodcidos, neurotransmissores e glicose (Jorgensen et al, 2003; Blanco, 2005; Taguchi,
2006).

A Na*, K*-ATPase pode ser regulada por diversos fatores como disponibilidade de
substrato, componentes da membrana celular, hormonios e fosforilagdo (Lopina, 2000;
Fambrough etal, 1994). Além disso, essa enzima é sensivel ao ataque de radicais livres (Wang
et al, 2003), sendo inibida por metabdlitos formados durante a lipoperoxidacdo e por alteracdes
na membrana plasmatica (Rauchova et al, 1999; Chakraborty et al, 2003; Wang et al, 2003;

Dencher et al, 2007).
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1.1.5 — Espécies reativas

Os termos espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERON) séo
frequentemente usados para designar qualquer atomo ou molécula com existéncia
independente, contendo um ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais externos. 1sso determina
uma atracdo para um campo magnético, o que pode torna-lo altamente reativo, capaz de reagir
com qualquer composto situado proximo a sua Orbita externa, passando a ter uma funcdo
oxidante ou redutora de elétrons (Valko etal, 2007).

As ER sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente durante 0S processos
metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reacGes
bioquimicas, desempenhando funcdes relevantes no metabolismo. As principais fontes das ER
sdo as organelas citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio, o nitrogénio e o cloro, gerando

grande quantidade de metabdlitos (Shami e Moreira, 2004).

Em condicGes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbico, o oxigénio molecular (O2),
através do citocromo oxidase mitocondrial, sofre reducdo tetravalente com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formagdo de agua (Bergendi etal, 1999). No entanto, aproximadamente
5% do Oq utilizado na cadeia respiratoria mitocondrial ndo sdo reduzidos a H2O, podendo ser

convertidos em reativos intermediarios (Boveris, 1998) (Figura 7).

As ERON podem ser produzidas no citoplasma, nas mitocondrias ou membranas
celulares. O alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu
sitic de formacdo (Anderson, 1996; Yu e Anderson, 1997). Entre as principais formas de

espécies reativas estdo: anion superéxido (02)- que é decorrente de processos metabdlicos ou
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ativacdo do oxigénio por irradiacdo, sendo teoricamente a primeira espécie reativa formada e
apresentando uma baixa capacidade de oxidacdo quando comparado com outras especies
reativas (Valko et al, 2007); radical hidroxil (OHe), que possui uma baixa capacidade de difuséo
e € 0 mais reativo na inducdo de lesdes nas moléculas celulares; perdxido de hidrogénio (H202),
o0 qual é capaz de atravessar a membrana nuclear e reagir com outros radicais induzindo danos
a moléculas por meio de reagbes enzimaticas. O H202 pode participar de duas reagles: a
primeira é a reacdo de Fenton, onde H202 reage com Fe?*formando Fe3*e OHe e a segunda éa

reagdo de Haber-Weiss, em que 0 H202mais 0 0% também produzem OHe (Anderson, 1996).

e e 2H' ¢ H e H'
01¥' 0;“&#, H-0, LL. {'}H'&L. 2 H,O

radical perdxido de radical

superoxido hidrogénio hidroxila

Figura 6: Reducdo tetravalente do oxigénio molecular na mitocondria até a formacdo de

agua. Adaptado de Boveris, 1998.

Altas concentracdes de ERON podem ser importantes mediadores de danos a estrutura
celular, 4cidos nucleicos, lipideos e proteinas. O OHe ¢ a espécie mais reativa a todos 0S
componentes do DNA, reagindo com bases pdrica e pirimidicas. Outros constituintes celulares
extremamente sensiveis a esse radical sdo os acidos graxos poliinsaturados, onde o OHe ataca

os residuos de fosfolipideos (Halliwell, 2000).
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Os mecanismos pelos quais as espécies reativas oxidam proteinas estd bem elucidado.
A cadeia lateral dos aminoacidos de residuos de proteinas sdo os alvos de oxidacdo, em
particular os residuos de cisteina e metionina, que sdo mais suscetiveis a acdo das ERON. As
oxidacGes nos residuos de cisteina formam pontes de dissulfeto reversiveis entre 0s grupos
tiblicos das proteinas, diminuindo as concentracbes moleculares de tidis, em particular a
glutationa reduzida (GSH). Podem, ainda, quebrar essas pontes de dissulfeto, inativando
proteinas ativas (Valko et al, 2007). A concentragcdo de grupos carbonil é gerada por diferentes

mecanismos e sdo bons indicativos de presenca de espécies reativas.

1.1.5.1 — Estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi definido em 1991 como “um distarbio do equilibrio pro-
oxidante/antioxidante em favor do pré-oxidante, levando ao dano potencial”, como mostra a

Figura 8 (Halliwell e Guitteridge, 1999).

Defesas
celulares:
Antioxidantes;
Enzimas

Estresse oxidativo
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Figura 7: Estresse oxidativo x mecanismos de defesa. ROS: Espécies reativas de oxigénio,

RNOS: Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Adaptado de: Marks et al, 2007.

Em principio, o estresse oxidativo pode resultar de uma diminuicdo dos antioxidantes
e/ou da producdo aumentada de ERON, gerando assim um acumulo das espécies reativas que
causam danos a estrutura das biomoleculas de DNA, lipidios, carboidratos e proteinas, alem de
outros componentes celulares. O excesso de espécies reativas no organismo € neutralizado por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. A diminuicdo dos antioxidantes
pode ser causada pela diminuicdo da atividade das enzimas de defesa antioxidante [cobre-zinco
superoxido dismutase (CuzZnSOD), manganés superoxido dismutase (MnSOD), catalase (CAT)
ou glutationa peroxidase (GPx)] ou pela deficiéncia nutricional de antioxidantes e/ou outros
constituintes  dietéticos essenciais (alfa-tocoferol, acido ascorbico, aminoacidos contendo
enxofre necessario para a sintese de glutationa, ou riboflavina, necessaria para a producdo de
flavina adenina dinucleodideo (FAD), um cofator da glutationa redutase) (Halliwell e
Gutteridge, 1999). De acordo com Halliwell (2000), "Antioxidante é qualquer substancia que,
quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o

substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo™.

1.1.6 — Sistemas antioxidantes

O organismo possui mecanismos de defesa contra aacgdo toxica das ERON, diminuindo

ou eliminando as consequéncias negativas de seus efeitos no organismo (Marks et al, 2007).
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O sistema de protecdo que diminui a influéncia negativa de espécies reativas no

organismo é constituido de defesas enzimaticas e ndo enzimaticas apresentadas no Quadro 1.

Agentes que catalisam a remocdo de radicais
livres e outras “espécies reativas”

Proteinas que minimizam a disponibilidade
de pré-oxidante como ion ferro, cobre e heme

Proteinas que protegem biomoléculas contra
danos e agentes de baixo peso molecular que
removam ERO/ERN

Superdxido dismutase
Catalase

Glutationa peroxidase
Antioxidantes-tidis-especificos

Transferrina
Haptoglobulinas

Hemopexina

Glutationa
Acido ascérbico
A-tocofenol

Provavelmente bilirrubina e é&cido
Urico

Quadro 1 - Defesas enzimaticas e ndo enzimaticas. Adaptado de: Halliwell e Gutteridge, 1999;

Bergendi et al, 1999.

Do ponto de vista bioldgico, um antioxidante € um composto que, em baixas

concentragdes em relacdo ao substrato oxidavel, reage com as espécies reativas e forma um

substrato estavel, impedindo a propagacdo da reagdo em cadeia (Bergendi et al, 1999).

31



As defesas celulares estdo localizadas dentro das células, mais precisamente nos
compartimentos hidrofilicos e hidrofobicos. Ja amaioria das enzimas citoprotetoras encontram-

se soliveis dentro das células (Marshall e Bangert, 1995).

1.1.6.1 — Creatina

A creatina € um composto formado naturalmente no organismo humano, sendo
encontrado primariamente no masculo esquelético e sintetizado endogenamente pelo figado,
rins e pancreas a partir dos aminoécidos glicina e arginina (Wyss & Schulze, 2002). Nas células
humanas, 60% a 70%, aproximadamente, correspondem a forma livre e 30% a 40%, a forma
fosforilada (fosfocreatina) (Wallimann et al, 1998). A creatina tem um papel critico no
metabolismo energético, pois sua principal funcdo ocorre quando se encontra na forma
fosforilada, agindo como uma doadora de grupo fosforil para moléculas de ADP,
ressintetizando o ATP, principalmente no mdsculo esquelético, onde é degradado em condicbes
de alta demanda energética dentro da célula (Wallimann et al, 1998). Além disso, essa amina €
armazenada em outros tecidos, como corag¢do, musculos lisos, testiculos e cérebro (Wyss &
Schulze, 2002). O transportador de creatina (SLC6A8) é expresso na barreira hematoencefalica
eregula a concentracdo de creatina no cérebro, representando uma importante via para o

fornecimento de creatina a partir da circulagdo sanguinea para o cérebro (Tarnopolsky, 2007).

Estudos recentes envolvendo a suplementacdo com creatina demonstram propriedades
antioxidantes desse composto (Sestili et al, 2006; Hersch et al, 2006. Lawler e colaboradores
(2002). Concluiram que a creatina desempenha um papel antioxidante primario significativo,

havendo uma relagdo direta da concentracdo de creatina com a neutralizagdo do radical anion
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superoxido Oz e com o peroxinitrito (OONO-). Além disso, a creatina ndo mostrou uma
significante atividade antioxidante contra hidroperoxidos como o H2032, sugerindo que a
creatina apresenta uma capacidade antioxidante seletiva (Wyss & Schulze, 2002). O composto
exerce uma atividade citoprotetora antioxidante direta em diferentes linhagens de células contra
diversos agentes oxidativos (Sestili et al, 2006). Outros efeitos benéficos da creatina foram
amplamente estudados em doencas neurodegenerativas, neuromusculares e neurometabolicas

(Bender et al, 2006; Hersch et al, 2006; Tarnopolsky, 2007; Bolafios et al, 2009).

1.1.6.3 — Piruvato

O piruvato desempenha um papel chave no metabolismo intermediario como um
produto daglicélise e para o complexo piruvato desidrogenase, conectando avia glicolitica com

ciclo tricarboxilico (TCA) (Nelson e Cox, 2008).

Estudos demonstratam que o piruvato pode ser neuroprotetor através do aumento do
nivel energético celular. O efeito antioxidante do piruvato o-cetoécidos ja foi investigado tanto
in vitro (Andrae, Singh e Ziegler-Skylakakis, 1985; O’Donnell-Tormey, 1987) quanto in vivo
(Cavallinni, Valente e Rigobello, 1990; Salahudeen, Clark e Nath, 1991; Crestanello,
Kamelgard e Whitman, 1995). In vitro, o piruvato aumenta a sobrevivéncia de neurbnios no
estriado diante da toxicidade mediada pelo peréxido de hidrogénio (Desagher, Glowinski e
Premont, 1997) ou da toxicidade glutamatérgica (Maus, 1999) de neurbnios no cortex cerebral
(Sheline, Behrens e Choi, 2000). In vivo, 0 piruvato também apresenta protecdo para 0S
neurbnios do hipocampo em um modelo de isquemia do prosencéfalo de rato (Lee , Kim e Koh

, 2000).
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Os antioxidantes tém sido extensamente investigados como agentes neuroprotetores
para varias doengas neurodegenerativas. O piruvato, o metabolito final da glicolise, atua como
um substrato energético celular chave, tendo funcBes antioxidantes (Tsacopoulos e Magistretti,

1996; Giandomenico, 1997).

34



2. OBJETIVOS

1.2.1. — Objetivos gerais

Considerando que pacientes com sarcosinemia manifestam sintomas neurolégicos na
infancia, o objetivo geral do presente trabalho foi elaborar um modelo agudo de sarcosinemia e
investigar o efeito in vivo de concentragdes de sarcosina encontradas em pacientes com esse
distirbio sobre parametros bioguimicos do metabolismo energético e de estresse oxidativo em
cortex cerebral de ratos Wistar. Além disso, investigamos o papel protetor da creatina e piruvato

sobre possiveis alteragcBes bioquimicas observadas no modelo.

1.2.2. — Objetivos especificos

1 - Elaborar um modelo agudo de sarcosinemia, através de parametros farmacocinéticos,
injetando sarcosina trés vezes ao dia no intervalo de trés horas em ratos Wistar de 7, 14 e 21
dias de idade.

2 - Determinar o efeito da administracdo subcutdnea de 0,5 umollg de sarcosina sobre

parametros do metabolismo energético e de estresse oxidativo em coOrtex cerebral de ratos
Wistar de 21 dias de idade.

3 - Determinar o efeito neuroprotetor da administracdo intraperitoneal de 0,4 umol/g de creatina

e 0,2 umollg de piruvato sobre parametros do metabolismo energético e de estresse oxidativo

em cortex cerebral de ratos Wistar de 21 dias de idade.
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Abstract

In the present study, we developed an acute chemically induced model of sarcosinemia in
Wistar rats. Wistar rats of 7, 14 and 21 postpartum days received sarcosine intraperitoneally in
doses of 0.5 mmol/Kg of body weight three time a day at intervals of 3h. Control animals
received saline solution (NaCl 0.85 g%) in the same volume (10 mL/Kg of body weight). The
animals were killed after 30 min, 1, 2, 3 or 6 h after the last injection and the brain and the blood
were collected for sarcosine measurement. The results showed that plasma and brain sarcosine
concentrations achieved levels three to four times higher than the normal levels and decreased
in a time-dependent way, achieving normal levels after 6 hours. Considering that experimental
animal models are useful to investigate the pathophysiology of human diseases, our model of
sarcosinemia may be useful for the research of the mechanisms of neurological dysfunction

caused by high tissue sarcosine levels.
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Introduction

Sarcosine is an N-methyl derivative of the amino acid glycine (Socala et al. 2010). This
amino acid is a key intermediate in 1-carbon metabolism, and its elevation in blood and urine
could reflect a deficient pool size of activated 1-carbon units (Deutsch et al. 2006; Zhang et al.
2009). In 2009, sarcosine was revealed to highly increase during prostate cancer progression to
metastasis and can be detected noninvasively in urine (Jiang et al. 2010). Moreover, sarcosine
or N-methylglycine is also an inhibitor of an important glycine transporter in brain and is under
clinical investigation for conditions as N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor dysfunction,
such as schizophrenia (Deutsch et al. 2006).

Sarcosinemia is a rare and condition in which was originally described in 1966 in a child
with mental retardation (Gerritsen and Waisman 1966). Sarcosinemia is a relatively rare
autosomal recessive disorder that has a varied phenotypic presentation and is associated with
neurodevelopmental and neurological abnormalities (Gerritsen and Waisman 1966). The
incidence of this disease is < 1 in 350000 (New England) and <1 in 28000 (Quebec). The gene
for human sarcosine dehydrogenase has been cloned and is located at chromosome 9q34. The
enzymatic error of the most common phenotype of sarcosinemia affect the activity of sarcosine
dehydrogenase (SARDH) (Bergeron etal. 1998; Scott 2001). In addition, convincing enzymatic
data are lacking in these patients because of the rarity of the clinical condition and the ethical
limitations imposed in obtaining liver or kidney tissue for biochemical evaluation (Scott 2001).

In patients with sarcosinemia ascertained because of neurologic symptoms, the
concentration in blood is more than three times higher than the normal levels, ranging from 157
pmol/L to 540 umol/L and urinary excretion from 864 pmol24 h to 7900 umol24 h. Scott
(2001) demonstrated that the quantity of sarcosine excreted in a 24 h period appears is correlated
to the person’s age, body mass, and dietary intake of methyl groups. Moreover, the molecular
basis of sarcosinemia, which previously was only speculated, was demonstrated with mutations
in the SARDH gene in a six families from two different descents of French and Arab (Bar-
joseph et al. 2012). In 2012, a study showed that four different mutations (P287L, V71F,
R723X, R514X) were sequenced the gene encoding SARDH (Bar-joseph etal. 2012).

Animal experimental models can be used to better understand the pathophysiology of
human diseases. In this context, our laboratory has developed animal models for some inherited

metabolic disorders, such as phenylketonuria (Wyse et al. 1994, 1995), maple syrup urine
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disease (Bridi et al. 2006), tyrosinemia type Il (Sgaravatti et al. 2008), R-alaninemia (Gemelli
et al. 2013), hyperprolinemia type Il (Moreira et al. 1989), homocystinuria (Streck et al. 2002),
methylmalonic and propionic acidemias (Dutra et al. 1991; Brusque et al. 1999), and
hypermethioninemia (Stefanello et al. 2007). It has been recently reported that the 1-(2-
chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosourea (CCNU) can provoke oxidative stress in the liver of
mice (Gadjeva, Tolekova and Vasileva, 2007). The possible effects this compound containing
ethyl nitrosourea it is not useful as sarcosinemia model because we will evaluate oxidative stress
parameters in the future.

In some of these models, we reproduced the peak levels achieved by the accumulating
metabolites after overload during a critical period of brain development. In the present study
we attempted to create a chemically induced experimental model of sarcosinemia by injecting
sarcosine three times a day in Wistar rats of 7, 14, and 21 postnatal day.

Materials and methods

Animals and reagents

Wistar rats were obtained from the Central Animal House of the Department of Biochemistry,
Institute of Basic Science of Health, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil. The rats had free access to water and to a standard commercial chow (Supra, Porto
Alegre, RS, Brazil) containing 20.5% protein (predominantly soybean supplemented with
methionine), 54% carbohydrate, 4.5% fiber, 4% lipids, 7% ash and 10% moisture. Temperature
was maintained at 24 + 1 °C, with a 12-12 h light-dark cycle. The Principles of Laboratory
Animal Care (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH publication no. 80-23,
revised 1996; http//www.nap.edu/readingroom/books/labrats/) were followed in all the
experiments, and the experimental protocol was approved by the Ethics Committee For Animal
Research of the Federal University of Rio Grande do Sul. Sarcosine were purchased from Sigma
(St. Louis, MO, USA) and were dissolved in saline. Sarcosine Colorimetric/Fluorometric Assay
Kit was purchased from Biovision (San Fancisco, CA, USA).
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Tissue preparation

Wistar rats of 7, 14 and 21 days of life received an intraperitoneal injection of sarcosine (Sar).
Blood was collected by decapitation at 30 min, 1, 2, 3 or 6 h after the last Sar injection, and the
plasma was separated and centrifuged at 800 x g for 10 min at 4°. The olfactory bulbs, pons,
medulla and the cerebellum were discarded and the cerebrum was homogenized in ten volumes
of SET buffer (0.32 M sucrose, 1 mM EGTA, 10 mM Tris—HCI, pH 7.4). Plasma and cerebrum
homogenates were deproteinized with 5% TCA (trichloroacetic acid) and centrifuged at 800 x

g for 10 min. The supernatants were removed for Sar determination.

Sarcosine quantification

The concentrations of Sar in plasma and cerebrum were determined by BioVision’s Sarcosine
Assay Kit. The analysis is a convenient measure of sarcosine in variety biological samples. In
the assay, sarcosine is specifically oxidized to generate a product that converts acolorless probe
to a product with intense red color (a max=570 nm). Sarcosine is therefore easily detected by
either colorimetric or fluorometric methods with detection range 1-1000 pM. Each sample was
incubated at 37° C for 1h. Sar concentration was identified by apply sarcosine readings to the

standard curve.

Chemically induced sarcosinemia

Doses of Sar administration were chosen in order to induce high plasma Sar levels similar to
those found in patients affected by some conditions with increased plasma levels of sarcosine.
Sarcosine doses of 0.5umol/g of body weight and volumes of 10 pL per g of body weight were
chosen from pilot studies. We then determined the following pharmacokinetic parameters,
apparent volume of distribution (Vd), plasmatic half-time (ti2) and plasmatic clearance (Clp)
after Sar injection. Sarcosine was administered intraperitoneally three times a day with an
interval of 3 h between injections to rats from the 7, 14 and 21 days of life. Control rats received

saline solution at the same volumes.
Statistical analysis

Data from all the experiments were analyzed by the independent Student t test or by one-way

ANOVA followed by Tukey test when F value was significant. Time-dependence was analyzed
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by linear regression. All analyses were performed using the Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) software. A value of p < 0.05 was considered to be significant.

Results

Linear regression showed that sarcosine plasma levels significantly decreased in a time -
dependent way: [7 days of age: (F(1,24) = 339.20; b =-0.96; p < 0.001) (Fig. 1a); 14 days of
age: (F(1,24) =169.79; b =-0.93; p < 0.001) (Fig. 2a); 21 days of age: (F(1,24) = 209.63; b = -
0.94; p <0.001) (Fig. 3a).

Brain sarcosine concentrations were decreased in a time-dependent way as shown by
linear regression [7 days: (F (1,24) = 47.57; b = -0.82; p < 0.001) (Fig. 1b); that chronic 14
days: (F (1,24) = 158.32; b = -0.93; p < 0.001) (Fig. 2b); 21 days: (F (1,24) = 66.88; b = -0.86;
p < 0.001) (Fig. 3b).

The pharmacokinetic parameters apparent volume of distribution (\Vd), plasmatic half-
time (t12) and plasmatic clearance (Clp) were determined after the last Sar injection (Table 1).
It can be observed in the table that the ti/2 decreased, while Vd and Clp increased with the
advance of the animal age. These data suggest that the progressive maturation of the systems of
transport and metabolism increases tissue uptake and metabolization of sarcosine as well renal
excretion, decreasing the plasmatic clearance. Therefore, for chronic sarcosine administration
doses must be increased or the time elapsed between the administrations must be reduced
according to the age. This can be seen in the table 1.

Taking these data into consideration, we consider that the acute chemical model of
sarcosinemia by injecting a buffered Sar solution three times a day with an interval of 3 h
between injections at 7, 14 and 21 days of life, corresponding to the most vulnerable period of

brain development in the ratis suitable for metabolic studies.

Discussion

In general, the different developmental periods in humans and rats follow the same
schedule. The concordance between the behavioral and structural changes in humans and rats
exposed to the same developmental neurotoxicants is, in many cases, impressively high

(Schardein 1998). This important event in brain development is differently positioned in
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relation to the time of birth. In humans the 'brain growth spurt' is almost completed before birth,
while in rats it begins after birth and lasts up to the 21 postpartum day. These differences have
important implications for extrapolation results obtained in studies with rats to risk assessment
for human infants (Himwich 1973). Despite the difference in sensitivity and interindividual
variability, animal data from experimental developmental neurotoxicity studies make good
predictors for the risk of developmental neurotoxicity in humans, when developmental
neurobehavioural and neuropathology endpoints are considered carefully (Kimmel 1998;
Schardein 1998).

Timing of exposure is critical for the nature and extent of neurotoxic effects in the
developing nervous system. The most critical periods are the periods of neurogenesis, neuronal
migration and settling, and neuronal differentiation. Postnatal stage (preweaning period) goes
from postnatal day (PD) 0 to PD 21. Several maturation processes occur along these 21days:
brain growth spurt; myelination gliosis (oligodendroglia cell proliferation); controlled neuro -
and gliogenesis from both primary and secondary germinal matrix; controlled migration and
settling; high rate of vascularization and blood brain barrier (BBB) development BBB
maturation begins gestational day (GD) 15 and continues until postnatal day (PD) 24 (Schulze
and Firth 1992); high rate of differentiation processes; steady increase of neurotransmitter
system differentiation processes. Moreover, rapid rate of myelination occur from PD 16 to PD
30 in rats; sexual brain differentiation is completed at PD10 and maturation of noradrenergic
neurotransmitter system is completed at PD14. Moreover, it has been reported that a period of
exposure to opiates during adolescence can influence sexual maturation and selective gender
specific effects on endocrine function in offspring (Ciceroetal.,1990).

The postnatal stage is characterized by an extensive growth of the brain (brain growth
spurt). In rats, neuronal cell populations are produced up to postnatal day 21 (at weaning); in
the rat cerebrum, around half of all the cell population is produced in the postnatal period
(Krinke and Eisenbrandt 1994). During the brain growth spurt, when oligodendroglial cell
proliferation accelerates and differentiation processes such as dendritic development and
arborization take place, a corresponding capillary sprouting is observed. It is thought that the
amount of vascularization represents the metabolic needs in direct correlation with the rapidly
growing brain regions (Jacobson 1978).

Postnatal processes that have to be considered when assessing potential developmental
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neurotoxins are: axonogenesis, dendritic arborization, synaptogenesis, rapid development of all
major neurotransmitter systems, developmental (‘apoptotic’) cell death, trimming (selective
elimination of unimportant synapses, while preserving the most advantageous ones) and
myelination (initiated by a marked proliferation of oligodendroglial cells (myelination gliosis)
(Bayer etal. 1993; Bayer and Altman 1995).

Chemical animal models are not completely similar to human diseases in all its
complexity. However, chemical animal models have been largely used because they have the
advantage of study every substance known to accumulate in human disease against adequate
control. Therefore, animal models are important in the investigation of pathophysiologic
mechanisms of the diseases, especially in brain metabolism, helping to suggest preventive
measures and new drugs for treatment (Skvorak 2009). Sarcosine load do not reproduces
entirely sarcosinemia, because the enzyme sarcosine dehydrogenase is active in the rats,
increasing the formation of the active 1-carbon fragment 5,10-methylenetetrahydrofolate,
differently from the human disease. Therefore, the chemical model developed in the present
work has some limitations. Several chemical models for rats were developed in our laboratories
as stated before.

The main objective of this study was to induce high sustained levels of sarcosine in
plasma and brain of rats similar to those found in sarcosinemia, a condition associated with
elevated plasma levels and increased urinary excretion of sarcosine (N-methylglycine)
(Gerritsen and Waisman 1966). The result showed that the maximal plasma sarcosine
concentrations were reached 30 min after acute induced model of sarcosinemia in rats, gradually
decreasing afterwards, but remained high for more than 3 h. Brain sarcosine concentration was
maximal 60 min after injection, and corresponded to approximately 4-fold the normal values.
Brain Sar concentrations also decreased along time, but remained relatively high for more than
3 h after the last injection. These data are in agreement with previous reports demonstrating that
sarcosine crosses the blood-brain barrier by glycine transporter system (GlyT-1), which is a
Na*/Cl dependent transporter (Kracht et al., 2003; O’Kane and Hawkins, 2003; Scott 2001).

Sarcosine or N-methylglycine is an important intermediate in one-carbon metabolism
(Ueland et al. 2007), a competitive inhibitor of the type I glycine transporter (GlyT1) (Smith et
al. 1992; Lopez-Corcuera et al. 1998; Herdon et al. 2001; Mallorga et al. 2003), and an N-
methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) co-agonist (Zhang et al. 2009).
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Pharmacokinetics is the study of the absorption, distribution, biotransformation, and
excretion of compounds. Pharmacokinetic parameters such as peak plasma concentrations
(Cmax), the time of peak absorption (Tmax), the rate of clearance (CL), biological half-life
(T1/2), and the extent of distribution in the body, or apparent volume of distribution (Vd) are
determined from these studies (Ross and Gillman 1990). Rats are used as the species of choice
for this work primarily because of their size and the ease of obtaining samples (Marzo 1997).

The pharmacokinetic parameters measured after sarcosine administration showed that
plasmatic clearance and apparent volume of distribution increased, decreasing plasmatic half-
time as animal age increase. Although a causal link with sarcosinemia is not formally
established, these data suggest that renal excretion and hepatic metabolism of sarcosine are not
fully developed in very young rats. Additionally, we observed that the concentrations of
sarcosine in the brain decreased more slowly than those in the plasma, remaining relatively high
for more than 3 h after sarcosine last injection.

In the present study, sarcosine was administered during a period of rapid brain
development (7, 14 and 21 days of life) in which crucial events occur, such as synaptogenesis
(Clark et al. 1993), myelogenesis and intense neural proliferation (Enesco and Leblond 1962;
Winick and Noble 1965). This chemical model could be suitable for more studies with the
objective to demonstrate the effect of high brain sarcosine concentrations on neurochemical
parameters in order to understand the neurological findings that have been reported in patients
affected by sarcosinemia. However, it should be taken into consideration that sarcosine
metabolites can enhance following sarcosine administration so the results obtained from this

model should be interpreted with caution.
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Legends to Figures

Fig. 1 Sarcosine plasma (A) and brain (B) levels following sarcosine administration of
0.5pmol/g intraperitoneally in 7-day-old Wistar rats. Blood and brain were collected 30 min, 1,
2, 3 or 6 h after the last injection. Results are expressed as umolL of sarcosine. Data are

expressed as mean + S.D. for five animals in each group

Fig. 2 Sarcosine plasma (A) and brain (B) levels following sarcosine administration of
0.5pmol/g intraperitoneally in 14-day-old Wistar rats. Blood and brain were collected 30 min,
1, 2, 3 or 6 h after the last injection. Results are expressed as umol/L. of sarcosine. Data are

expressed as mean + S.D. for five animals in each group

Fig. 3 Sarcosine plasma (A) and brain (B) levels following sarcosine administration of
0.5pmol/g intraperitoneally in 21-day-old Wistar rats. Blood and brain were collected 30 min,
1, 2, 3 or 6 h after the last mjection. Results are expressed as umolL of sarcosine. Data are

expressed as mean = S.D. for five animals in each group
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Figura 2
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Figure 3
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ABSTRACT

Sarcosine is an N-methyl derivative of the amino acid glycine, and its elevation in tissues and
physiological fluids of patients with sarcosinemia could reflect a deficient pool size of activated
1-carbon units. Sarcosinemia is a rare inherited metabolic condition associated with mental
retardation. In the present study, we investigated the acute effect of sarcosine and/or creatine
plus pyruvate on some parameters of oxidative stress and energy metabolism in cerebral cortex
homogenates of 21-day-old Wistar rats. Acute administration of sarcosine induced oxidative
stress and diminished the activities of adenylate kinase, GAPDH, complex 1V and
mitochondrial and cytosolic creatine kinase. On the other hand, succinate dehydrogenase
activity was enhanced in cerebral cortex of rats. Moreover, total sulfhydryls content was
significantly diminished, while DCFH oxidation, TBARS content, and activities of SOD and
GPx were significantly enhanced by acute administration of sarcosine. Co-administration of
creatine plus pyruvate was effective in the prevention of alterations provoked by sarcosine
administration on the oxidative stress and the enzymes of phosphoryltransfer network. These
results indicate that acute administration of sarcosine may stimulate oxidative stress and alter
the energy metabolism in cerebral cortex of rats. In case these effects also occur in humans,
they may contribute, along with other mechanisms, to the neurological dysfunction of

sarcosinemia, and creatine and pyruvate supplementation could be beneficial to the patients.

Keywords: Sarcosine; Sarcosinemia; Energy metabolism; Cerebral cortex; Oxidative stress
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Introduction

Sarcosinemia is a relatively rare autosomal recessive condition that has a varied
phenotypic presentation and is associated with neurodevelopmental and neurological
abnormalities [1]. In this disease the enzymatic error of the most common phenotype of
sarcosinemia affect the activity of sarcosine dehydrogenase [2,3]. Besides, some studies have
shown that sarcosinemia is characterized by mental retardation, hypertonia, and tremors, high

excretion of sarcosine in the urine and elevated levels of sarcosine (15to 31 mM) in plasma [1].

Sarcosine is an N-methyl derivative of glycine found mainly in muscles but also in other
body tissues. This amino acid is involved in one-carbon cycle pathway along with glycine
synthesis and degradation [4]. Sarcosine is an inhibitor of the glycine transporter-1 (GlyT1),
which is in charge of synmaptic glycine reuptake [5] and may influence glycine
neurotransmission. In this regard, some clinical studies have demonstrated that sarcosine shows

antipsychotic activity in patients with schizophrenia [6,7].

Oxidative stress is characterized by a significant increase in intracellular concentration of
oxidizing species such as reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS)
and/or by the loss of antioxidant defenses [8]. Due to its high reactivity, pro-oxidants can cause
damage to cellular constituents or important biomolecules such as DNA, proteins, lipids, and
carbohydrates [9]. To prevent this undesirable damage, there are antioxidants compounds and
enzymes such as vitamin E, vitamin C, creatine, pyruvate, reduced glutathione, uric acid,
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), and superoxide dismutase (SOD) [8,10].

Pyruvate kinase (PK) (EC 2.7.1.40), a thiol-containing enzyme, catalyses a crucial step
in the glycolytic pathway of the brain and is present in all tissues. Adenylate kinase (AK) (EC
2.7.4.3) catalyzes the reversible phosphoryltransfer between ATP and AMP [11, 12]. This
enzyme, along with creatine kinase (CK) (EC 2.7.3.2), hexokinase (HK) (EC 2.7.1.1) and
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (EC 1.2.1.12) are responsible for the
enzymatic phosphoryl transfer network or, in other words, responsible for the transfer of the
phosphoryl of ATP where it is produced (mainly in the mitochondrial) to the place where it is

consumed (mainly in the cytosol) [12]. Moreover, the respiratory chain is an essential

58


https://en.wikipedia.org/wiki/Glycine

component of oxidative phosphorylation and is coupled to the synthesis of ATP from ADP and
Pi[13].

Considering that mitochondrial respiratory chain and enzymatic phosphoryl transfer
network are crucial for brain energy metabolism and function, that oxidative stress has been
consistently linked to neurodegenerative diseases and that the mechanisms underlying the
neurological dysfunction in sarcosinemia patients are poorly known, in this work we
investigated effect of acute administration of sarcosine and/or creatine plus pyruvate on
oxidative phosphorylation (the activities of the respiratory chain complexes 11-1V), enzymatic
phosphoryl transfer network (PK, AK, HK, CK, and GAPDH activities) and neurotransmission
(Na*, K*- ATPase activity) in cerebral cortex homogenates of young rats.

Materials and methods

Animals and reagents

Wistar rats (21 days old) were obtained from the Central Animal House of Biochemistry

Department, Institute of

Basic Health Sciences, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. They
were maintained on a 12:12 h light/dark cycle (lights on 07:00-19:00 h) in an air-conditioned
room with constant temperature (22 + 1°C) colony, with free access to water and 20%(w/w)
protein commercial chow. Animal care followed the ‘‘Principles of Laboratory Animal Care”’
(NIH publication 80-23, revised 1996; http//www.nap.edu/readingroom/books/labrats/) and

was approved by the University Ethical Committee. All chemicals products were purchased

from Sigma.

Drugs Administration

Twenty eight 21-day-old Wistar rats were randomly divided into four groups: Saline (n = 7),
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Sar(n=7),Cre +Pyr (n=7), Sar+ Cr+Pyr (n=7). All the animals received the same volumes
of saline (0.9% buffered to pH 7.4) and/or Cre (10 pl/g of body weight) plus Pyr solution (10
pL/g of body weight), and/or Sar solution (20 pl/g of body weight). Initially, half of the rats
received Cre (0.4 pg/g of body weight) plus Pyr (0.4 pg/g of body weight) solution and the
other half received saline solution intraperitoneally with an interval of 3 h between injections
beginning at 9:00 a.m of 21-day-old with free access to water and a commercial chow. Animals
received subcutaneous injections of Sar solution (0.5 pmol/g of body weight) or saline solution
at 3 h of interval, according to its group [14]. Our previous findings of an acute chemically
induced model of sarcosinemia in Wistar rats showed that plasma and brain sarcosine
concentrations achieved levels of three to four times higher than the normal levels and decreased
in a time-dependent way[14]. The rats were euthanized one hour after last injection and the
cerebral cortex was collected and homogenized for evaluating of oxidative stress and energy

metabolism parameters.

Tissue Preparation

Rats were sacrificed by decapitation without anesthesia and the brain was immediately removed
and dissected on a glass dish over ice. The cerebellum, olfactory bulbs and pons/medulla were
discarded. For the measurements of the oxidative stress parameters, the cerebral cortex was
homogenized separately with (1:10 w/v) of 20 mM sodium phosphate and 140 mM KCI buffer
(pH 7.4) using a Potter-Elehjem glass homogenizer and centrifuged at 800 x g for 10 min at
4°C. The supernatant was collected and frozen at -70°C for no more than 1 week until
determination of the parameters of oxidative stress and protein. For assays of the enzymes of
phosphoryltransfer network, the cerebral cortex was washed in SET buffer (0.32 M sucrose, 1
mM EGTA, 10 mM Tris—HCI, pH 7.4) and homogenized (1:10 w/v) in the same SET buffer
with a Potter-Eiehjem glass homogenizer. The homogenate was centrifuged at 800 x g for 10
min at 4°C. Part of the supernatant was used for determmation of AK, GAPDH, HK, and
activities; the pellet was discarded and the rest of the supernatant was centrifuged at 10,000 x g
for 15 min at 4°C. The supernatant of this second centrifugation, containing cytosol and others
cellular components as endoplasmatic reticulum, was collected for determination of PK and

cytosolic CK activity. The pellet, containing mitochondria, myelin, synaptosomes and
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membrane fragments was washed twice with the same SET buffer, resuspended in 100 mM
Trizma—15 mM MgSO4 buffer, pH 7.5, for determination of mitochondrial CK activity.

Enzyme assays of phosphoryltransfer network
Determination of Hexokinase Activity

The activity of mitochondrial bound hexokinase was determined based on a previously
described method with minor modifications [15]. Briefly, mitochondrial protein used in this
assay varied from 0.03-0.08 mg/mL, and the activity of hexokinase was determined by NADH
formation following the absorbance at 340 nm. The assay medium contained 10 mM Tris-HClI,
pH 7.4, 0.1 mM Ap5A as an inhibitor of adenylate kinase, 5 mM D-glucose, 10 mM MgCl, 1
mM ATP, 1 mM NAD*, and 1 unit/ml Glc-6-P dehydrogenase (Leuconostoc mesenteroides) in

a final volume of 1 mL. The reaction temperature was 37°C.

GAPDH activity assay

GAPDH activity was measured as described by Mazzola and Sirover with minor modifications
[16]. Reaction mixtures containe 2.2 mM glyceradehyde-3-phosphate, 0.25 mM NAD* and
buffer medium, pH 8.9, (100 mM glycine, 100 mM potassium phosphate monobasic and 5mM
EDTA). The sample was mixed and preincubated for 15 min at room temperature before
inclusion of glyceradehyde-3-phosphate in the reaction mixture. The activity of GAPDH was
determined by NADH formation following the absorbance at 340 nm. Assays were performed

in triplicate.

Pyruvate kinase

PK activity was assayed essentially as described by Leong [17]. The incubation medium
consisted of 0.1 M Tris/ HCI buffer, pH 7.5, 10 mM MgCl;, 0.16 mM NADH, 75 mMKCI, 5.0
mM ADP, 7 U of L-lactate dehydrogenase, 0.1% (v/v) Triton X-100, and 10 ml of the
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mitochondria-free supernatant in a final volume of 0.5 ml. After 0-90 min of pre-incubation at
37°C, the reaction was started by the addition of 1.0 mM PEP. All assays were performed in
duplicate at 25°C. Results were expressed as pmol of pyruvate per min per mg of protein.

Adenylate kinase

AK activity was measured with a coupled enzyme assay with HK and glucose 6-
phosphate dehydrogenase (G6PD), according to Dzeja [18]. The reaction mixture contained 100
mM KCI, 20 mM HEPES, 20 mM glucose, 4 mM MgCl, 2 MM NADP+, 1 mM EDTA, 4.5
U/ml of HK, 2 U/mL of G6PD, and 1 pg of protein homogenate. After 0-90 min of pre-
incubation at 37°C, the reaction was initiated by the addition of 2 mM ADP and the reduction
of NADP* was followed at 340 nm for 3 min in a spectrophotometer (Spectronic Genesys 8,
Spectronic Instruments, Rochester, New York, USA). ADP, NADP*, G6PD, and HK were
dissolved in water. Reagents concentration and assay time (3 min) were chosen to assure the
linearity of the reaction. Creatine plus pyruvate did not interfere with HK or G6PD activities or
with spectrophotometric readings. The results were expressed in pmol of ATP formed per min
per mg of protein.

Creatine kinase

CK activity was assayed in the reaction mixture contained the following final
concentrations: 65 mM Tris—HCI buffer, pH 7.5, 7.0 mM phosphocreatine, 9.0 mM MgSOg,
and 1 pg of protein in a final volume of 0.1 ml. After 5 min of pre-incubation at 37°C, the
reaction was started by the addition of 0.3 p mol of ADP. The reaction was stopped after 10
min by the addition of 1 pmol of p-hydroxymercuribenzoic acid. The reagent concentrations
and the incubation time were chosen to assure linearity of the enzymatic reaction. Appropriate
controls were carried out to measure chemical hydrolysis of phosphocreatine. The creatine (Cr)
formed was estimated according to the colorimetric method of Hughes [19]. The color was
developed by the addition of 0.1 ml 2% a-naphthol and 0.1 ml 0.05% diacetyl in a final volume

of 1 ml and read after 20 min at 540 nm. None of the substances added to the assay medium
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interfered with the color development or spectrophotometer readings. Results were expressed

as | mol of Cr formed per min per mg of protein.

Determination of the respiratory chain complexes activities

The activities of the respiratory chain enzyme complexes succinate-2,6-
dichlorophenolindophenol-oxireductase (complex Il) and succinate:cytochrome c oxireductase
(complex 11 + CoQ + complex II1) were determined in brain cortex homogenates according to
the method of Fischer [20] . The activity of cytochrome c¢ oxidase (complex 1V) (COX) was
measured according to Rustin [21]. Succinate:phenazine methosulfate oxireductase (succinate
dehydrogenase-SDH) activity was measured according to Sorensen and Mabhler [22]. Briefly,
the assays for measuring complex activities contained: complex I+1ll — 20 mM phosphate
buffer, pH 8.0, 200 mM KCN, 1 mM NADH, 2 mM cytochrome ¢, 1 mM EDTA, 2 mM
rotenone and 5 uL of the homogenate in a final volume of 980 uL; complex II+1Il - 62.5 mM
phosphate buffer, pH 7.4, 2 mM cytochrome c¢, 100 mM sodium azide, 2 mM rotenone, 250
mM sodium succinate, and 20uL of the homogenate in a final volume of 602 uL; complex Il
and SDH - 62.5 mM phosphate buffer, pH 7.4, 100 mM sodium azide, 2 mM rotenone, 250 mM
sodium succinate, 0.5 mM DCIP, 24 mM phenazine methosulfate, and 20 pL of homogenate in
a final volume of 577 uL for complex Il and 602 uL for SDH assay; complex IV - 10 mM
phosphate buffer, pH 7, 125 mM dodecyl maltoside, 2mM cytochrome ¢, and 1uL of the
homogenate in a final volume of 1021 pL. Assays were carried out at 25 C. Complex Il and
SDH activities were determined by measuring DCIP reduction at 600 nm in a double beam
spectrophotometer. Complex 1I+111 activities were determined by measuring cytochrome c¢
reduction at 600 nm, and complex IV by measuring cytochrome c oxidation at 600 nm. Results
of complex |1 are expressed as nmol of DCIP (Dichlorophenolindophenol) reduction per min
per mg of protein, the results of complex 1lI-111 are expressed as nmol of cytochrome c reduction
per min per mg of protein, the results of complex IV activity are expressed as nmol of
cytochrome c oxidation per min per mg of protein and the results of SDH (succinate

dehydrogenase) activity are expressed as nmol of DCIP reduction per min per mg of protein.
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Parameters of oxidative stress measurements
Total sulthydryl content

The sulfnydryl assay was performed according to a previously published method of Aksenov
[23], where the reduction of 5,5’-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by thiols, generating
ayellow derivative (TNB) whose absorption was measured spectrophotometrically at 412 nm.
Briefly, 0.1 mM DTNB was added to 120 pl of cerebral cortex supernatants. This was followed
by 30-min incubation at room temperature in a dark room. Absorption was measured at 412 nm.
The sulfnydryl content may be inversely correlated to oxidative damage to proteins, but may
also reflect GSH and others thiols levels. Results were calculated as nmol of TNB per mg of

protein.

2',7'"-dihydrodichlorofluorescein oxidation assay

Oxygen and nitrogen reactive species production was assessed according to LeBel [24] by using
reduced 2',7'-dihydrodichlorofluorescein diacetate (DCF-DA). Samples (30 uL) were incubated
for 30 min at 37 °C in the dark with 30 pL of 20 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 with 140
mM KCI1 and 240 pL of 100 uM reduced 2'7’- dichlorofluorscein diacetate (H2DCF-DA)
solution in a 96 wells plate. H2DCF-DA is cleaved by cellular esterases and H2DCF formed is
oxidized by reactive oxygen species (ROS) or reactive nitrogen species (RNS) presenting in
samples to DCF. The DCF fluorescence intensity parallels to the amount of reactive species
formed. Fluorescence was measured using excitation and emission wavelengths of 480 nm and
535 nm, respectively. Calibration curve was performed with standard DCF (0.25-10 uM) and

the levels of reactive species were expressed as nmol of DCF formed per mg of protein.

Superoxide dismutase (SOD) activity

SOD catalyzes the transformation of superoxide free radicals in hydrogen peroxide, a less
reactive substance. The assay of SOD activity was carried out as described by Marklund [25].

This method is based on capacity of pyrogallol to autoxidize, a process highly dependent on
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superoxide radical. The inhibition of autoxidation of this compound occurs in the presence of
SOD, whose activity can be indirectly assayed spectrophotometrically at 420 nm. A calibration
curve was performed with purified SOD as standard. A 50% inhibition of pyrogallol
autoxidation is defined as one unit of SOD and the specific activity was expressed as SOD units

per mg of protein.

Glutathione peroxidase (GPx)

GPx activity was measured by the method of Wendel [26] except for the concentration of
reduced b-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate NADPH, which was adjusted to 0.1
mM after previous tests had been performed in our laboratory. Tert-butylnydroperoxide was
used as substrate. NADPH disappearance was continuously — monitored with a
spectrophotometer at 340 nm for 4 min. One GPx unit is defined as 1 mmol of NADPH

consumed per minute, and specific activity is reported as units per milligram of protein.

Protein determination

Protein concentrations were determined by the method of Lowry [27], using serum bovine

albumin as the standard.

Statistical analysis

Data were analyzed by the Student t test (for unpaired samples) or by two-way ANOVA. When
appropriate, comparison between means was analyzed by the Tukey test when the F value was
significant. The correlation between some parameters was estimated using Pearson’s correlation
test when necessary. All analyses were performed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) software in a PC compatible computer. Values of p<0.05 were considered to

be significant.
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Results

The effect of treatments on the generation of reactive species was evaluated by DCFH
oxidation. Two-way ANOVA showed a significant interaction between sarcosine and creatine
plus pyruvate [F(1,26) = 13.86; p<0.01]. These results showed that acute administration of
sarcosine increased reactive species formation and co-administration of creatine plus pyruvate

prevented this increase (Fig. 1a).

Lipid peroxidation was investigated by measuring TBA-RS levels in rat cerebral cortex
homogenates after acute administration of sarcosine. Sarcosine administration increased
TBARS levels in the cerebral cortex and a significant interaction between sarcosine and creatine
plus pyruvate [F(1,26) = 9.49; p<0.05], suggesting that co-administration of creatine plus
pyruvate prevented the lipid peroxidation. The results demonstrate that acute administration of

sarcosine may promote lipid peroxidation in cerebral cortex of rats (Fig. 1b).

Next, our results showed that sulthydryl content was significantly reduced in cerebral
cortex by sarcosine [F(1,26) = 9.92; p<0.01]. Two-way ANOVA showed significant interaction
between sarcosine and creatine plus pyruvate [F(1,26) = 5.22; p<0.05] and that co-
administration of creatine plus pyruvate prevented this reduction suggesting alteration of the

redox state (Fig. 1c).

The activities of the enzymes SOD and GPx were assayed after the administration of
sarcosine. GPx activity was decreased in cerebral cortex [F(1,26) = 8.40; p<0.01] by sarcosine.
The significant interaction between sarcosine and creatine plus pyruvate suggested that the
reduction of GPx activity in cerebral cortex was prevented by the co-administration of creatine
plus pyruvate [F(1,26) = 16.38; p<0.01] (Fig. 2a). Moreover, sarcosine markedly increased
SOD activity in cerebral cortex of rats [F(1,27) = 19.97; p<0.001] and a significant interaction
between sarcosine and creatine plus pyruvate suggesting that co-administration of sarcosine and

pyruvate was effective to prevent this increase (Fig. 2b).
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After, we evaluated sarcosine effects on the activities of hexokinase, GAPDH, PK, AK
and CK, enzymes of the phosphoryltransfer network. The activity of hexokinase did not alter
by acute administration of sarcosine. Moreover, PK and Na*-K*-ATPase activities were not

modified by sarcosine administration (Tab. 1).

The significant interaction between sarcosine and creatine plus pyruvate suggested that
the reduction of GAPDH activity in cerebral cortex was prevented by the co-administration of
creatine plus pyruvate [F(1,26) = 5.07; p<0.05] (Fig. 3a). In respect to AK activity, two-way
ANOVA showed significant mteraction between sarcosine and creatine plus pyruvate [F(1,26)
=5.37; p<0.05] and Tukey test indicated that sarcosine administration significantly reduced AK
activity and creatine plus pyruvate prevented the AK inhibition (Fig. 3b). Sarcosine acute
administration decreased cytosolic and mitochondrial CK activities in cerebral cortex of rats.
Two-way ANOVA showed a significant interaction between sarcosine and creatine plus
pyruvate for cytosolic CK activity [F(1,27) = 5.45; p<0.05], and Tukey test indicated that
sarcosine administration significantly reduced cytosolic CK activity, and that creatine plus
pyruvate prevented this inhibition (Fig. 4a). Sarcosine administration reduced the mitochondrial
CK activity in cerebral cortex [F(1,26) =13.85; p<0.001] and co-administration of creatine plus
pyruvate prevented the inhibition caused by sarcosina (Fig. 4b).

Finally, we investigated the effect of sarcosine administration on the respiratory chain
enzyme activities in an attempt to elucidate whether the respiratory chain activity could be
altered by sarcosinemia. We found that complex 11 and complex I1-111 were not altered by the
treatment. However, sarcosine significantly reduced the activity of complex IV [t(11)=2.36;
p<0.05] but enhanced of SDH activity (Tab. 1). Figure 6 shows the Pearson Correlations
between some parameters of oxidative stress and energy metabolism in cerebral cortex from
Wistar rats. Fig. 6a interesting shows that there is a negative correlation between GPx and DCF
(r = 0.541; p<0.01) and Fig. 6b also shows a negative correlation between sulthydryls content
and cytosolic CK activity (r = 0.428; p<0.05). However, Fig. 6c¢ interesting shows that there is
a positive correlation between mitochondrial CK and AK activities (r = 0.576; p<0.01). These
results strengthened the participation of oxidative stress and energy metabolism, especially the
enzymes of the phosphoryltransfer network, in the effects provoked by sarcosine

administration.
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Discussion

Sarcosine is an N-methyl derivative of the amino acid glycine and a competitive
inhibitor of the type I glycine transporter (GlyT1) [1]. This amino acid is a key intermediate of
1-carbon metabolism, and its elevation in blood and urine could reflect a deficient pool size of
activated 1-carbon units [28, 29]. Sarcosinemia is arelatively rare autosomal recessive disorder
that has a varied phenotypic presentation and is associated with mental retardation, and
involvement of the central nervous system [5]. Considering that the mechanisms of brain
damage in this disorder are poorly known, in this study, we investigated the acute administration
of sarcosine on the energy metabolism and some parameters of oxidative stress in cerebral
cortex from 21-day-old Wistar rats. Besides, we investigated the effects of possible preventive

effects of creatine plus pyruvate on these parameters.

Acute administration of sarcosine on lipid and protein oxidation in cerebral cortex of
rats was investigated. TBA-RS reflects the content of malondialdehyde, the most abundant
individual aldehyde resulting from lipid peroxidation [30]. We have demonstrated that
sarcosine is able to increase TBA-RS levels and suggest that oxidative damage to lipids has
occurred. The co-administration of creatine plus pyruvate prevented the lipoperoxidation
induced by sarcosine administration in the cerebral cortex. Lipid peroxidation is a known
mechanism that causes alterations in the structure of cell membranes resulting in changes in
structure and cell permeability [31]. Thus, we may speculate that this compound could provoke
a loss of ion selectivity and the release of organelles contents, such as hydrolytic enzymes,

lysosomes, and formation of cytotoxic products, culminating in cell death [32].

We observed an increase in the generation of reactive species by DCFH oxidation in
cerebral cortex of rats, suggesting that sarcosine provokes increase of reactive species
generation [8]. The co-administration of creatine plus pyruvate prevented the increase induced
by sarcosine administration in the cerebral cortex. Moreover, a negative correlation between
DCF content and GPx was observed, indicating that the increase in the production of reactive

species may be due to the influence of the changes found in the activity of this enzyme (Fig.
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6a). Since SOD metabolizes the superoxide anion (*O27)to hydrogen peroxide (H202)and GPx
converts H202to water, the consequence of the increase of SOD might be the more availability
of H202 which can form the most potent pro-oxidant molecule, hydroxyl radical, by Fenton
reaction as displayed in Fig. 5 [8]. On the other hand, the total sulfhydryl content was
diminished by sarcosine administration and prevented by sarcosine or creatine plus pyruvate
administrations, suggesting that protein oxidation was affected. The effect of sarcosine on SOD
and GPx was also evaluated. SOD catalyses the dismutation of superoxide radical, and GPx
removes organic hydroperoxides aswell as hydrogen peroxide [8, 10]. The acute administration
of sarcosine increased SOD activity which may suggest a higher superoxide radical (O2)
production and the co-administration of creatine plus pyruvate prevented the increase of SOD
activity in the cerebral cortex. Moreover, decreasing antioxidant system could cause the
accumulation of H2O2 or products of its decomposition and of Oz [10]. In this context, our
group showed that sarcosine was able to increase the activity of GPx, probably because the
accumulation of H202 was able to stimulate this enzyme and co-administration of creatine plus
pyruvate prevented the increase of enzyme [33, 34]. However, it is feasible to speculate that
sarcosine leads to H202 accumulation and that the antioxidant enzymes play an important role

on redox status in this condition.

We evaluated the activity of some kinases important in phosphoryltransfer network and
maintenance of energy balance: hexokinase, GAPDH, CK, AK and PK [35]. We also measured
the activities of phosphoryitransfer network, Na*,K*-ATPase activity and respiratory chain and
in cerebral cortex of rats. Deficiency of these enzymes activities has been observed in some
neurodegenerative diseases and patients with creatine deficiency syndromes presenting
symptoms similar to those observed in patients affected by other inborn errors [36-38]. The
hexokinase activity was not altered by sarcosine in cerebral cortex of rats. On the other hand,
GAPDH activity was reduced by sarcosine administration and the mechanisms of this inhibition

can involve oxidation or S-thiolation of critical active site thiol groups [34].

Coupling of spatially separated intracellular ATP-producing and ATP-consuming is a
fundamental process to the function of living organisms. However, the spatial arrangements are
insufficient for all cellular energetic needs [40]. Therefore, it is necessary an enzymatic network,
catalyzed by CK, AK, and glycolytic enzymes, in especial PK, to support high-energy
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phosphoryl transfer between ATP-generating and ATP-consuming processes [35, 41, 42]. This
dynamic metabolic signaling maintains the balance between cellular ATP consumption and
production, the energetic homeostasis for preserving cell survival [12, 41]. Enzymatic
capacities, isoform distribution, and the dynamics of net phosphoryl flux through the integrated
phosphoryl transfer systems maintain the cellular energetic homeostasis [12]. We observed that
cytosolic and mitochondrial CK activities and AK activity were inhibited by sarcosine
administration [43]. Considering that some enzymes involved in energy metabolism require
sulfhydryl groups and that sarcosine can also induce oxidative stress in cerebral cortex of rats
(Fig. 5), ascenario regarding the effect of sarcosine in decreasing enzyme activities in the cell
may result in the decreased availability of ATP, which can eventually lead to the accumulation

of debris and ultimately cell death by oxidative stress [44].

The imbalance observed between sulfhydryls content and cytosolic CK activity was
checked by Pearson’s correlation (Fig. 6b). We also observed that co-administration of creatine
plus pyruvate prevented the alteration of the mitochondrial and cytosolic CK activites. Creatine
plus pyruvate co-administration was sufficient to prevent the alterations caused by sarcosine
administration on mitochondrial CK activity, although mitochondrium is the main source of
free radicals generation [45]. This network contributes to efficient intracellular energetic
communication, maintaining the balance between cellular ATP consumption and production
preserving cell phenotype and survival under stress [8, 23, 46]. Therefore, it is possible to
hypothesize that oxidative stress and deficient phosphoryltransfer network may impair brain

energy homeostasis altering brain functioning.

The increase in reactive species generation promoted by sarcosine can alter groups that
are essential for enzymatic activity of PK, AK, BB-CK, and Mi-CK, such as sulfhydryl groups,
or components of the plasma membrane, where enzymes are anchored [35]. Creatine, a
nitrogenous guanidine compound, plays a central role in energy provision through a reaction
catalyzed by creatine kinase [47]. It has also been shown that creatine presents antioxidant
properties per se and clinical studies demonstrate that creatine supplementation has a marked
neuroprotective effect on neurodegenerative diseases [48-50]. Pyruvate, an energy substrate, is
also considered as a powerful antioxidant and neuroprotective agent [51-53]. Pyruvate protects

neuronal damage caused by hydrogen peroxide [54], providing simultaneous resistance to
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oxidative stress and mitochondrial insult [55]. Pyruvate plays a key role in intermediary
metabolism as an intermediary product of glycolysis and the starting substrate for the
tricarboxylic acid (TCA) cycle. Besides, scavenging of H2O2 by endogenously generated
pyruvate is probably a key cellular defense against oxidative stress, particularly in proliferating
cells [56]. Pyruvate protects cells from oxidative stress and mitochondrial insult because of its
ability to serve as an effective neuronal energy substrate from glycolysis and to act as an
exceptionally powerful antioxidant [57-60]. Our results showed that PK activity was not altered

by sarcosine and/or creatine plus pyruvate in cerebral cortex.

The activity of Na*,K*-ATPase was not altered in cerebral cortex of rats subjected to
sarcosine treatment, as well as the activities of complex Il and II-11l. On the other hand, we
have demonstrated that sarcosine was able to increase succinate dehydrogenase activity and
inhibit the activity of complex 1V, suggesting that the mitochondrial respiratory chain was
altered in cerebral cortex of rats. Reduction of the electron transport chain flow (impaired

oxidative phosphorylation) implies lower ATP production to sustain energy needs of the cells.

One possible mechanism could be the direct interaction between sarcosine and the
enzymes. On the other hand, other mechanism for the effects of sarcosine on the enzymes
studied could be the induction of oxidative stress mainly in mitochondria, the main site of free
radicals production [45]. In fact, sulfhydryl groups of GAPDH, AK, BB-CK, and Mi-CK are
highly susceptible to reactive oxygen and nitrogen species [61] induced by oxidizing agents.
Moreover, methylation of the enzymes could occur, since oxidative demethylation to of
sarcosine to glycine occurs primarily in the liver resulting in the formation of the active 1-
carbon fragment 5,10-methylenetetrahydrofolate. Sarcosine could also induces the formation of

adducts with the products of lipoperoxidation, mainly 4-hydroxy-2- nonenal [62].

In summary, in this study we demonstrated that sarcosine induces oxidative stress and
alters parameters of phosphoryl transfer network in cerebral cortex of rats. Moreover, co-
administration of creatine and pyruvate was able to prevent some harmful effects of sarcosine
on some parameters of oxidative stress and energy metabolism. Further experiments performed
in vivo should be carried out to confrm these results. If similar findings were achieved in

humans, it is feasible to propose that administration of antioxidants, such as creatine plus
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pyruvate, should be considered as a potential adjuvant therapy for patients affected by

sarcosinemia.
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Legend to Figures

Fig. 1 Effect of acute sarcosine administration on DCFH oxidation (A), TBARS (B) and total
sulfhydryls (C) in cerebral cortex of rats. Data from DCFH oxidation are expressed as nmol of
DCF (2'7"-dihydrodichlorofluorescein) formed per mg of protein; data from TBARS
(thiobarbituric acid reactive species) are expressed as nmol of TBARS formed per mg of
protein; data from total sulfhydryls are expressed as nmol of TNB (thionitrobenzoic acid) per
mg of protein. Data are expressed as meantSD for seven independent experiments performed
in triplicate. Sarcosine (0.5 pmol/g body weight by subcutaneous administration), Cre (creatine)
(0.4 pmol/g), Pyr (pyruvate) (0.2 pmol/g), in which saline solution and creatine plus pyruvate
were administred i.p.). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 compared to the other groups (two-way
ANOVA followed by the Tukey test)

Fig. 2 Effect of acute sarcosine administration on GPX (A) and SOD (B) activities in cerebral
cortex of rats. Data from GPX (glutathione peroxidase) are expressed as pmol of NADPH
consumed per minute per mg of protein; data from SOD (superoxide dismutase) are expressed
as units of SOD per mg of protein. Data are expressed as meantSD for seven independent
experiments performed in triplicate. Sarcosine (0.5 pmol/g body weight by subcutaneous
administration), Cre (creatine) (0.4 pmol/g), Pyr (pyruvate) (0.2 pmol/g), in which saline
solution and creatine plus pyruvate were administred i.p.). **p<0.01; ***p<0.001 compared to
the other groups (two-way ANOVA followed by the Tukey test)

Fig. 3 Effect of acute administration of sarcosine on the activities of the enzymes GAPDH (A)
and AK (B) in cerebral cortex of rats. Results of hexokinase and GAPDH (glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) activities are expressed as pmol of NADH per min per mg of protein;
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data from AK are expressed as pmol of ATP per min per mg of protein. Data are expressed as
meantSD for seven independent experiments performed in triplicate. Sarcosine (0.5 pmol/g
body weight by subcutaneous administration), Cre (creatine) (0.4 pmol/g), Pyr (pyruvate) (0.2
pmol/g), in which saline solution and creatine plus pyruvate were administred i.p.). *p<0.05;
**n<0.01 compared to the other groups (two-way ANOVA followed by the Tukey test)

Fig. 4 Effect of acute sarcosine administration on cytosolic (A) and mitochondrial (B) CK
activities in cerebral cortex of rats. Results are expressed as pmol of creatine per minute per mg
of protein. Data are expressed as meantSD for seven independent experiments performed in
triplicate. Sarcosine (0.5 pmol/g body weight by subcutaneous administration), Cre (creatine)
(0.4 pmol/g), Pyr (pyruvate) (0.2 pmol/g), in which saline solution and creatine plus pyruvate
were administred i.p.). *p<0.05; ***p<0.001 compared to the other groups (two-way ANOVA
followed by the Tukey test)

Fig. 5 Summary of the possible mechanisms trigged by oxidative stress on inhibition of
enzymes of energy metabolism by sarcosine discussed in the text. The figure was produced

using Servier Medical Art (www.servier.com)

Fig. 6 Correlation between GPx activity and reactive species production (A), sulfhydryls
content and cytosolic CK activity (B) and mitochondrial CK activity and AK activity. Data are
expressed as meantSD for seven independent experiments performed in triplicate. Sarcosine
(0.5 pmol/g body weight by subcutaneous administration), Cre (creatine) (0.4 pmol/g), Pyr
(pyruvate) (0.2 pmol/g), in which saline solution and creatine plus pyruvate were administred
1.p.). *p<0.05; ***p<0.001 compared to the other groups (two-way ANOVA followed by the
Tukey test)
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I11. 1. DISCUSSAO

Primeiramente, discutiremos os resultados da Parte | deste trabalho como segue.

Em geral, os diferentes periodos de desenvolvimento em humanos e ratos seguem o
mesmo perfil. A concordancia entre a mudangas comportamentais e estruturais em humanos e
ratos expostos para 0S mesmos neurotoxicos no desenvolvimento €, em muitos casos,
extremamente alta (Schardein 1998). Nos seres humanos, boa parte do desenvolvimento
cerebral esta finalizado antes do nascimento, enquanto em ratos comega ap0s 0 nascimento e
dura até vigésimo primeiro dia pds-parto. Dessa forma, essas diferencas tém implicac6es
importantes para a correlagdo dos resultados obtidos em estudos com ratos para avaliacdo dos
riscos para os humanos (Himwich 1973). Apesar da diferenca na sensibilidade e na
variabilidade interindividual, os dados de origem animal provenientes de desenvolvimento
experimental dos estudos de neurotoxicidade sdo considerados bons preditores para o risco no
desenvolvimento em seres humanos.

Os modelos quimicos em animais ndo sdo completamente semelhantes as doencas
humanas em toda sua complexidade. No entanto, esses modelos tém sido utilizados em larga
escala porque tém a vantagem de estudar cada substancia conhecida e sugerir um controle mais
adequado. Portanto, os modelos animais sdo importantes na investigacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos das doencas, especialmente no metabolismo cerebral, ajudando a sugerir
medidas preventivas e novas drogas para o tratamento (Skvorak 2009). Um modelo de
sarcosinemia em camundongos com deficiéncia da sarcosina desidrogenase foi induzida pela

mutagénese quimica (Harding et al, 1992). Esse modelo genético em rato é mais semelhante

88



com a condicdo humana do que o modelo induzido quimicamente de sarcosinemia. Contudo,
0 modelo estudado neste trabalho permite estudar o efeito isolado da sobrecarga de sarcosina.
A sobrecarga nédo reproduz inteiramente a sarcosinemia, pois aenzima sarcosina desidrogenase
é ativa nos ratos, aumentando a formacdo do fragmento ativo de 1-carbono 5,10- tetra-
hidrofolato metileno, de forma diferente da doenca humana. Dessa forma, o modelo quimico
desenvolvido no presente trabalho tem algumas limitagdes. Varios modelos quimicos para
ratos foram desenvolvidos no nosso laboratdrio como indicado antes. O objetivo primario
dessa parte do trabalho foi administrar altos niveis de sarcosina no plasma e no cérebro desses
roedores, semelhantes aos encontrados em pacientes com sarcosinemia, uma condicdo
associada com elevados niveis plasmaticos e aumento da excrecdo urinaria de sarcosina (N-
metilglicina) (Gerritsen e Waisman 1966). Os resultados mostraram que as concentragdes
plasmaticas maximas de sarcosina foram alcangados 30 minutos apds o modelo agudo induzido
de sarcosinemia em ratos, diminuindo gradualmente depois, embora essa concentracdo tenha
continuado elevada durante mais de 3 h. A concentragdo de sarcosina cerebral foi méxima 60
minutos apos a injecdo e correspondeu a cerca de 4 vezes os valores normais. As concentragdes
de sarcosina no cérebro também diminuiram ao longo do tempo, mas mantiveram-se
relativamente elevadas durante mais de 3 horas apds a Ultima injecdo. Esses dados estdo de
acordo com relatérios anteriores, mostrando que sarcosina atravessa a BHE pelo sistema de
transporte de glicina do tipo I/ (GlyT1), que é um transportador Na */ CI (Kracht et al 2003;
O'Kane e Hawkins 2003; Scott, 2001).

A sarcosina ou N-metilglicina é um intermediario importante no metabolismo de um
carbono (Ueland et al, 2007), um inibidor competitivo no transportador de glicina de tipo |
(GlyT1) (Smith et al. 1992; Lopez-Corcuera et al. 1998; Herdon et al. 2001; Mallorga et al.

2003), e agonista do receptor de-metil-aspartato (NMDAR) (Zhang et al. 2009).
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Os parametros farmacocinéticos tais como as concentracfes plasméaticas méaximas
(Cmax), otempo de absorcdo maxima (Tmax), ataxa de depuracdo (CL), ameia-vida biologica
(Ti2) e o grau de distribuicdo no corpo ou volume de distribuicdo aparente (Vd) sdo
determinados a partir desses estudos (Ross e Gilman, 1990). Os ratos sdo usados como a
espécie escolhida para esse trabalho principalmente por causa do seu tamanho e da facilidade
de obtencdo de amostras (Marzo, 1997).

Os parametros farmacocinéticos medidos apds a administracdo da sarcosina mostraram
que a depuracdo plasmatica e o volume de distribuicdo aparente foram aumentados, além disso,
0 tempo de meia-vida plasméatica foi diminuido de acordo com a idade dos animais. Esses
dados sugerem que a excrecdo renal e o metabolismo hepatico de sarcosina ndo estdo
totalmente  desenvolvidos em ratos muito jovens. Além disso, observou-se que as
concentragdes de sarcosina no cérebro diminuiram mais lentamente do que no plasma,
mantendo-se relativamente elevadas durante mais de 3 horas apés a Gftima injecdo de
sarcosina. No presente estudo, a sarcosina foi administrada durante um periodo de rapido
desenvolvimento cerebral (7, 14 e 21 dias de vida) em que 0s eventos cruciais ocorrerem, tais
como sinaptogénese (Clark et al, 1993), proliferacdo neuronal e mielogénese intensa (Enesco
e Leblond, 1962; Winick and Noble, 1965). Esse modelo quimico poderia ser adequado para
mais estudos com o objetivo de demonstrar o efeito da alta concentragdo de sarcosina no
cerebro.

Altas concentracdes de sarcosina sobre 0s parametros neuroquimicos S80 necessarias
para entender os resultados cerebrais que tém sido relatados em pacientes afetados por
sarcosinemia. No entanto, deve ser levado em consideracdo que os metabolitos de sarcosina
podem aumentar decorrentes da administracdo desse aminoacido de modo que os resultados

obtidos a partir desse modelo devem ser interpretados com cautela.
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A sequir, discutiremos os resultados da Parte Il deste trabalho.

Considerando que 0s mecanismos de danos cerebrais desse transtorno s&o pouco
conhecidos, foi investigada, nessa parte do estudo, a administracdo aguda de sarcosina sobre o
metabolismo energético e de alguns parametros de estresse oxidativo em cortex cerebral de
ratos Wistar de 21 dias de idade. Além disso, foram investigados 0s possiveis efeitos
preventivos da creatina mais piruvato sobre esses parametros.

A administracdo aguda de sarcosina sobre a oxidacao de lipideos e proteinas no cortex
cerebral dos ratos foi investigada. TBARS reflete o conteido de malondialdeido, o aldeido
mais abundante resultante da peroxidacdo lipidica (Esterbauer, 1990). NGs demonstramos que
sarcosina € capaz de aumentar os niveis de TBARS e sugerem que 0s danos oxidativos em
lipideos tenham ocorrido. A co-administracdo de creatina mais piruvato impediu a
lipoperoxidagdo induzida pela administracdo de sarcosina no cortex cerebral. A peroxidagdo
lipidica é um mecanismo conhecido que provoca alteracbes na estrutura das membranas
celulares, resutando em mudangas na estrutura e permeabilidade celular (Tappel, 1973).
Assim, podemos especular que asarcosina pode provocar uma alteracdo na seletividade ionica
e liberagdo do contelidos das organelas, tais como enzimas hidroliticas, lisossomos e formacéo
de produtos citotdxicos, culminando na morte celular (Hershko, 1989).

Observamos um aumento na geracdo de espécies reativas pela oxidacdo DCFH no
cortex cerebral de ratos, 0 que sugere que sarcosina provoca aumento na geracdo de espécies
reativas (Halliwell, 2007). A co-administracdo de creatina mais piruvato impediu o aumento
na geracdo de espécies reativas induzido pela administracdo de sarcosina no cortex cerebral.

Além disso, observamos uma correlagcdo negativa entre o teor de DCF e GPx, indicando que o
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aumento na producdo de espécies reativas pode ser devido a influéncia das alteragdes
encontradas na atividade dessa enzima. Uma vez que a SOD metaboliza o anibn superdxido
(O2 *) em peroxido de hidrogénio (H202) e GPx converte 0 H202 a 4gua, a consequéncia do
aumento da SOD pode ser a maior disponibilidade de H202, que pode formar a mais potente
molécula pré-oxidante, o radical hidroxil, pela reacdo de Fenton (Halliwell, 2007). Por outro
lado, o conteido total de sulfidrila foi diminuido pela administracdo de sarcosina e impedido
pela administracdo de creatina mais piruvato, sugerindo que a oxidagdo da proteina foi afetada.
Alem disso, foi avaliado também o efeito de sarcosina sobre a SOD e GPx. A SOD catalisa a
dismutacdo do radical superoxido, e a GPx remove hidroperoxidos organicos, bem como o
peroxido de hidrogénio (Halliwell, 2007; Diplock, 1994). A administracdo aguda de sarcosina
aumentou a atividade da SOD, o que pode sugerir uma maior producdo do radical superdxido
(O2) e a co-administragdo de creatina mais piruvato preveniu o aumento da atividade da SOD
no cortex cerebral. Alm disso, diminuindo esse sistema antioxidante, pode ocorrer a
acumulagdo de H202 ou produtos da sua decomposicdo e de O * (Diplock, 1994). Nesse
contexto, 0 NOSSO grupo mostrou que sarcosina foi capaz de aumentar a atividade da GPX,
provavelmente devido a acumulagdo de H:O:e foi capaz de estimula-la, bem como a co-
administracdo de creatina mais piruvato impediu o0 aumento da enzima (Kono, 1982; Penz,
2009). No entanto, é possivel especular que sarcosina conduz a acumulagcdo de H20:2 e que as
enzimas antioxidantes desempenham um papel importante no estado redox nessa condicéo.
Avaliamos, também, a atividade de algumas cinases importantes na rede
fosforiltransferéncia e manutencdo do equilibrio energético: hexocinase, GAPDH, CK, AK e
PK (Knight, 1996). Nés dosamos as atividades dabomba Na*, K*-ATPase e enzimas da cadeia
respiratoria no cortex cerebral de ratos. A deficiéncia na atividade dessas enzimas tem sido

observada em algumas doencas neurodegenerativas e pacientes com sindromes de deficiéncia
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de creatina, apresentando sintomas semelhantes aos observados em doentes afetados por outros
Erros Inatos do Metabolismo (Saks, 1994; De Andrade et al, 2014; Rojas et aal, 2012). A
atividade da hexocinase ndo foi alterada pela sarcosina em cértex cerebral de ratos. Por outro
lado, aatividade de GAPDH foi reduzida na administragdo de sarcosina e 0s mecanismos dessa
inibicdo podem envolver aoxidacdo ou S-tiolacdo de grupos tidis ativos em local criticos (Penz
et al, 2009). Acoplamento de sitios de producdo e consumo de ATP intracelular € um processo
fundamental para a funcdo de organismos vivos. No entanto, essas organizacOes Sao
insuficientes para todas as necessidades energéticas celulares (Dzeja, 2000). Portanto, é
necessaria uma rede enzimatica, catalisada pela CK, AK e enzimas glicoliticas, em especial a
PK, para suportar a transferéncia de fosforil de alta energia entre o gerador de ATP e o0s
processos que consomem ATP PK (Knight, 1996; Wallimann, 1992; Dzeja, 1998). Essa
sinalizacdo metabdlica dindmica mantém o equilibrio entre o consumo e producdo de ATP
celular, sendo a homeostase energética para preservar a sobrevivéncia da célula (Dzeja, 2003;
Wallimann, 1992). As capacidades enzimaticas, distribuicdo das isoformas enzimaticas e a
dindmica de fluxo de grupos fosforil através dos sistemas de fosforiltransferéncia integrada
mantém a homeostase energética celular (Dzeja, 2003). Observamos que as atividades da CK
citosdlica e mitocondrial, além da atividade da AK foram inibidas pela administracdo de
sarcosina (Dzeja, 2002). Tendo em conta que algumas enzimas envolvidas no metabolismo
energético possuem grupos sulfidrilas e que a sarcosina também pode induzir o estress
oxidativo em cortex cerebral de ratos, uma relacdo ao efeito da sarcosina na diminuicdo das
atividades das enzimas na célula pode resultar na disponibilidade diminuida de ATP, que pode
eventualmente levar a acumulacdo de detritos e, finalmente, morte da célula por estress
oxidativo (Chen, 2012).

O desequilibrio observado entre o contetdo de sulfidrilas e da atividade CK citosOlica
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foi verificada pela correlagdo de Pearson. Observamos também que a co-administracdo de
creatina mais piruvato impediu aalteracdo das atividades da CK citosolica mitocondrial. Esses
componentes foram suficientes para evitar que as alteracfes causadas pela administracdo de
sarcosina na atividade da CK mitocondrial, embora a mitocondria seja a principal fonte de
geracdo de espécies reativas (Sas, 2007). Essa rede de fosforiltransferéncia intracelular
contribui  eficientemente para a comunicacdo energetica, mantendo o equilibrio entre o
consumo e producdo de ATP celular, preservando o fenotipo celular e sobrevivéncia sob
estresse (Halliwell, 2007; Aksenov, 2001; Dzeja, 2009). Portanto, € possivel levantar a
hipGtese de que 0 estresse oxidativo e a rede de fosforiltransferéncia podem prejudicar o
cérebro na homeostase energética alterando o seu funcionamento.

O aumento da geracdo de espécies reativas promovido pela sarcosina pode alterar 0s
grupos que sao essenciais para a atividade enzimatica da PK, AK, BB-CK, e Mi-CK, tais como
grupos sulfidrilas ou componentes da membrana plasmaticas, em que as enzimas estdo
ancoradas (Knight, 1996). A creatina, um composto guanidinico, desempenha um papel central
no fornecimento de energia por meio de uma reacdo catalisada pela CK (Schulze, 2003).
Também foi demonstrado que a creatina apresenta propriedades antioxidantes per se e estudos
clinicos demonstram que a suplementacdo com creatina tem um efeito neuroprotetor sobre as
doencas neurodegenerativas (Sestili, 2006; Tarnopolsky, 2007; Bolafios, 2009). O piruvato, o
substrato energético, também é considerado um antioxidante potente e agente neuroprotetor
(Ryou, 2012; Ullah, 2011; Giandomenico, 1997). O piruvato protege da lesdo neuronal causada
pelo peréxido de hidrogénio (Jagtap, 2003), proporcionando resisténcia simultdnea ao estresse
oxidativo e ao insulto mitocondrial (Mazzio, 2003). Além disso, o piruvato desempenha um
papel chave no metabolismo intermediario, como um produto intermediario da glicélise e o

substrato de partida para o ciclo de &cido tricarboxilico (TCA). Além disso, a eliminagdo de
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H20: pelo piruvato gerado endogenamente é, provavelmente, uma chave de defesa celular
contra O estresse oxidativo, especialmente em células de proliferacdo (Brand, 1997). O
piruvato protege as celulas do estresse oxidativo e do insulto mitocondrial devido a sua
capacidade para servir como um substrato energético neuronal eficaz da glicGlise e por atuar
como um antioxidante poderoso, atuando como ‘“‘scavanger” (sequestrador) de espécies
reativas (Andrae, 1985; Kitamura, 1999; Palomba, 1999; Mazzio, 2003). Os nossos resultados
mostraram que a atividade de PK ndo foi alterada pela sarcosina e/ou piruvato mais creatina
no cortex cerebral.

A atividade da bomba Na*, K*-ATPase ndo foi alterada no cortex cerebral de ratos
submetidos a tratamento sarcosina, bem como as atividades do complexo 11 e Il-11l. Por outro
lado, temos demonstrado que a sarcosina foi capaz de aumentar a atividade da succinato
desidrogenase e inibir a atividade de complexo 1V, sugerindo que a cadeia respiratoria
mitocondrial foi alterada no cdrtex cerebral de ratos. A reducdo do fluxo da cadeia de
transporte de elétrons (fosforilagdo oxidativa prejudicada) implica menor producdo de ATP
para sustentar as necessidades de energia das células.

Um mecanismo possivel podera ser a interacdo direta entre a sarcosina e as enzimas.
Por outro lado, outro mecanismo para os efeitos de sarcosina sobre as enzimas estudadas pode
ser ainducdo de estresse oxidativo, principalmente na mitocondria, local principal de producéo
de espécies reativas (Sas, 2007). Na verdade, os grupos sulfidrilas da GAPDH, AK, BB-CK,
e Mi-CK sdo altamente susceptiveis a espécies de oxigénio e de nitrogénio (Yufu, 1993),
induzidas por agentes oxidantes. Além disso, a metilagdo das enzimas poderia ocorrer, uma
vez que a desmetilacdo oxidativa de sarcosina a glicina ocorre principalmente no figado,
resutando na formacdo de um carbono ativo, um fragmento de 5,10- tetra-hidrofolato

metileno. A sarcosina poderia também induzir a formacdo de aductos com os produtos de
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lipoperoxidagéo, principalmente, 4-hidroxi-2- nonenal (Reznick, 1994).

Em resumo, nesse estudo mostramos que sarcosina induz estresse oxidativo e altera 0s
parametros de rede de fosforiltransferéncia em cortex cerebral de ratos. Além disso, a co-
administracdo de creatina e piruvato foi capaz de prevenir alguns dos efeitos nocivos da
sarcosina em alguns parametros de estresse oxidativo e no metabolismo energético. Outros
estudos in vivo devem ser realizados para confirmar esses resultados. Se descobertas
semelhantes forem obtidas em humanos, é possivel propor que a administragcdo de anti-
oxidantes, tais como creatina mais piruvato, deve ser considerada como uma potencial terapia

para pacientes afetados por sarcosinemia.
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111.2. CONCLUSOES

Objetivo 1 - Elaborar um modelo agudo de sarcosinemia, atraves de parametros
farmacocinéticos, injetando sarcosina trés vezes ao dia com um intervalo de trés horas em ratos

Wistar de 7, 14 e 21 dias de idade.

1) As concentracdes plasmaticas e cerebrais de sarcosina atingiram niveis de trés a quatro
vezes mais elevados do que os niveis normais em ratos Wistar;
2) Os niveis de sarcosina plasmaticos e cerebrais diminuiram de uma maneira dependente

do tempo, atingindo niveis normais ap6s 6 horas;

Objetivo 2 - Determinar o efeito da administracdo subcutanea de 0,5 umol/g de sarcosina sobre
parametros do metabolismo energético e de estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos

Wistar de 21 dias de idade.

1) A administracdo aguda de sarcosina induziu o estresse oxidativo e diminuiu as

atividades da AK, GAPDH, complexo 1V e CK citosolica e mitocondrial;

2) O conteldo total de sulfidrilas foi significativamente reduzido, enquanto que a oxidagcdo
do DCFH, niveis de TBARS e as atividades da SOD e GPx foram significativamente
aumentadas pela administracdo aguda de sarcosina, entretanto, a atividade da SDH foi

aumentada em cortex cerebral de ratos;

97



Objetivo 3 - Determinar o efeito neuroprotetor da administracdo intraperitoneal de 0,4 umol/g
de creatina e 0,2 umol/g de piruvato sobre pardmetros do metabolismo energético e de estresse

oxidativo em cortex cerebral de ratos Wistar de 21 dias de idade.

1) A co-administracdo de creatina mais piruvato foi eficaz na prevencdo de alteragdes
provocadas pela administragdo de sarcosina sobre o estresse oxidativo e as enzimas de rede
fosforiltransferéncia. Esses resultados indicam que a administragdo aguda de sarcosina pode

estimular o estresse oxidativo e alterar o metabolismo energético em cértex cerebral de ratos;

Nossos resultados demonstraram que a creatina mais piruvato foi capaz de evitar
perturbacGes bioenergéticas como as inibicbes das enzimas da rede fosforiltransferéncia e de
estresse oxidativo pela sarcosina, sugerindo que a creatina mais piruvato podem ter um papel
protetor no cérebro. Esses dados sdo muito encorajadores, uma vez que a suplementacdo de
creatina e piruvato podera vir a se constituir em uma boa alternativa terapéutica para pacientes
com sarcosinemia. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar outros processos e

mecanismos envolvidos nas disfuncbes neurologicas apresentadas por esses pacientes.

98



I11. 3. PERSPECTIVAS

Esse trabalho abre oportunidades para novos estudos, tais como:

1 - Investigar oefeito daadministracdo crdnica de sarcosina sobre parametros do metabolismo

energético e de parametros de estresse oxidativo no cértex cerebral de ratos Wistar de 21 dias

de idade;

2 — Investigar os efeitos da infusdo de sarcosina na regido CAZ1 do hipocampo dorsal sobre o

comportamento dos ratos;

3 - Analisar, in vitro, os efeitos da sarcosina sobre parametros enzimaticos do metabolismo

energético em cértex cerebral de ratos Wistar de 21 dias de idade;
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