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INTRODUCAO

A aciduria alfa-cetoadipica € um erro inato do metabolismo da via de
catabolismo da lisina, hidroxilisina e do triptofano. Causado por um defeito no
complexo da alfa-cetoadipico desidrogenase, que leva ao acumulo dos
acidos alfa-aminoadipico (AA) alfa-cetoadipico (KA). Os pacientes sdo
bioguimicamente caracterizados por uma alta excrecdo urindria do AA e KA
e clinicamente por retardo mental, acidose metabdlica, imunodeficiéncia,
e convulsoes,

hipotonia com atraso no desenvolvimento motor Cuja

fisiopatologia € completamente desconhecida.
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OBJETIVO

O presente estudo feve por objetivo investigar os efeitos in vifro do AA
e KA, nas concentracoes de 0,5 a 4 mM, e de agentes antioxidantes como ©
(Tro), (Mel) e (RES)

pardmetros de estresse oxidativo em homogeneizado de cortex cerebral.
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Centrifugag¢ao 750 x g por 10
minutos

Cortex homogeinizado em
Tampao Na,HPO, com KCI ou
fatias de 400 pm.

Incubacao com KA, AA ou
contirole (tampao)
a37°Cpor1H

Aliquotas de sobrenadante

Em alguns experimentos os antioxidantes: Trolox, melatonina e resveratrol foram co-incubados com o KA.

Os par@dmetfros da homeostase redox avaliados foram: oxidacdo do DCFHI¢], niveis de substancias reafivas ao

Acido fiobarbiturico (TBA-RS)!'l, conteudo de grupamentos sulfidrila 2, conteiudo de nitratos e nitritosts!l, niveis de

glutationa reduzida (GSH) e formacdo de carbonilash!

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observamos que o AA e o KA induziram um aumento na oxidacdo da 2,7-diclorofluoresceina (DCFH) (figura 1), indicando um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Alem disso,

esses acidos orgdnicos aumentaram as concentracdes de malondialdeido (TBA-RS : figura 2) e diminuiram o conteudo de sulfidrilas (figura 4), indicativos de dano oxidativo lipidico € proteicoe, além de

diminuirem os niveis de GSH (figura 5) que é a principal defesa antfioxidante ndo-enzimatica do cérebro. Verificamos ainda que o KA provocou um aumento na formacdo de carbonilas (figura 7), que

representa outro importante marcador de dano oxidativo a proteinas, bem como aumentou a producdo de nitratos e nitritos (figura 8), sugerindo o envolvimento de espécies reativas de nitfrogénio no

dano oxidativo causado por esse composto. Finalmente, os antioxidantes melatoninag, frolox e resveratrol foram capazes de prevenir totalmente os efeitos provocados pelo KAA no TBA-RS (figura 2) e

GSH (figura 5),reforcando o envolvimento de espécies reativas nos efeitos provocados pelos principais metabdlitos acumulados na aciduria alfa-cetoadipica.
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Fig 1. Efeito in vitro dos acidos alfa-aminoadipico (AA) e ceto-adipico (KA) sobre a
oxidacao do DCFH em fatias de cortex cerebral de ratos. A fatia de cdrtex cerebral
foi incubada com KA ou AA (4mM). Os valores de média == desvio padrao (seis
animais por grupo) sdo expressos em pmol DCF / mg de tecido. *P < 0.05
comparado com o controle (Anova de uma via seguido do teste de Duncan)

Fig 2. Efeito in vitro dos acidos alfa-aminoadipico (AA) e ceto-adipico (KA) sobre a
concentracdao de malondialdeido (MDA) determinada pela medida das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) em homogeneizado de cértex cerebral de
ratos. O sobrenadante do homogeneizado de cortex cerebral foi incubado com KA
ou AA (4mM). Os valores de média = desvio padrao (seis animais por grupo) sao
expressos em nmol MDA / mg proteina . *P < 0,05, **P < 0.01 comparado com o
controle (Anova de uma via seguido de teste de Duncan)

Fig 3. Influéncia dos antioxidntes trolox (Tro), malatonina (Mel) e resveratrol (Res)
sobre o efeito do acido ceto-adipico (KA) na concentragdo de malondialdeido
(MDA) determinada pelas substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS),
expressas em concentra¢ao de malondialdeido (MDA) em cortex cerebral de rato.
O sobrenadante do homogeneizado de cortex cerebral foi incubado com KA (0,5 -4
mM) e em alguns experimentos os antioxidantes foram co-incubados na presenca
de KA (4mM). Os valores de média = desvio padrao (seis animais por grupo) sao
expressos em porcentagem do controle (nmol de MDA / mg proteina) . *P < 0,05,
**pP < 0,01, ***P < 0.001 comparado com o controle, # P < 0.05, ### p < 0,001
comparado com KA 4mM (Anova de uma via seguido do teste de Duncan).

Fig 4. Efeito in vitro dos acidos alfa-aminoadipico (AA) e ceto-adipico (KA) sobre o
conteudo de grupamentos sulfidrila em homogeneizado de cortex cerebral de
ratos. O sobrenadante do homogeneizado de cdrtex cerebral foi incubado com KA
ou AA (4mM). Os valores de média = desvio padrao (seis animais por grupo) sao
expressos em porcentagem do controle (hmol TNB/ mg proteina). *P < 0,05, **P <
0.01 comparado com o controle (Anova de uma via seguido do teste de Duncan)
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Fig 5. Efeito in vitro dos acidos alfa-aminoadipico (AA) e ceto-adipico (KA) sobre a
concentracao de glutationa reduzida (GSH) em homogeneizado de cdrtex cerebral de
rato. O sobrenadante do homogeneizado de cortex cerebral foi incubado com KA ou AA
(4mM). Os valores de média &= desvio padrao (seis animais por grupo) sao expressos em
porcentagem do controle (nmol de GSH / mg proteina). *P < 0,05 , **P < 0.01
comparado com o controle (Anova de uma via seguido do teste de Duncan)

de uma via seguido do teste de Duncan).

Conclusao

Analisando em conjunto, Nossos resultados indicam fortemente que o estresse oxidativo pode estar envolvido nas alteracdes neurologicas

caracteristica dos pacientes acometidos pela aciduria alfa-cetoadipica e que a utilizacdo de antfioxidantes deveria ser melhor investigada como

uma promissora terapia adjuvante ao tfratamento desses pacientes.

Fig 6 Influéncia dos antioxidantes trolox (Tro), melatonina (Mel) e resveratrol (Res)
sobre o efeito do acido ceto-adipico (KA) na concentragao de glutationa reduzida (GSH)
em cortex cerebral de ratos. O sobrenadante do homogeneizado de cdrtex cerebral foi
incubado com KA (4 mM) e os antioxidantes foram co-incubados na presen¢a de KA
(4mM). Os valores de média = desvio padrao (seis animais por grupo) sao expressos
em porcentagem do controle (nmol de GSH / mg proteina) . **P < 0,01, comparado
com o controle, # P < 0.05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001 comparado com KA 4mM (Anova
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Fig 7. Efeito in vitro dos acidos alfa-aminoadipico (AA) e ceto-adipico (KA) sobre a
formacao de grupamentos carbonila em homogeneizado de cértex cerebral de
ratos. O sobrenadante do homogeneizado de cdrtex cerebral foi incubado com KA
ou AA (4mM). Os valores de média = desvio padrao (seis animais por grupo) sao
expressos em nmol carbonila / mg proteina. **P < 0.01 comparado com o controle
(Anova de uma via seguida de teste de Duncan)
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Fig 8. Efeito in vitro dos acidos alfa-aminoadipico (AA) e ceto-adipico (KA) sobre os
niveis de nitratos e nitritos em homogeneizado de cdrtex cerebral de ratos. O
sobrenadante do homogeneizado de cértex cerebral foi incubado com KA ou AA
(AmM). Os valores de média * desvio padrao (seis animais por grupo) sao
expressos em umol NO, / mg proteina. *P < 0.05 comparado com o controle
(Anova de uma via seguida de teste de Duncan)
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