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RESUMO

A homocistinuria classica € um erro inato de metabolismo de aminoacidos,
causado pela deficiéncia na atividade da enzima cistationina-p3- sintase. Pacientes
afetados podem apresentar alteracdes neurolégicas como convulsdo e retardo
mental. A vitamina C e a guanosina tém sido sugeridas como agentes protetores
em diversos modelos que afetam o sistema nervoso central. Sendo assim, no
presente estudo utilizamos um modelo animal de homocistindria a fim de
investigar os mecanismos pelos quais a homocisteina exerce sua neurotoxicidade.
Nesse trabalho também avaliamos a influéncia da vitamina C, um antioxidante
classico; e da guanosina, um nucleotideo derivado da guanina, como possiveis
neuroprotetores sobre os efeitos causados pela homocisteina. Inicialmente,
investigamos o efeito da administracéo cronica de homocisteina sobre a captacéo
de glutamato, a atividade das enzimas Na',K'-ATPase, superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), e sobre os niveis de espécies reativas em hipocampo de
ratos de 21 dias de vida pos natal. Os resultados mostraram que a hiper-
homocisteinemia cronica severa diminuiu a captacdo de glutamato e a atividade
das enzimas Na',K'-ATPase, SOD e CAT, bem como aumentou o nivel de
espécies reativas na estrutura estudada. Além disso, a administracédo
concomitante de vitamina C preveniu significativamente as alteracfes causadas
pela homocisteina. De acordo com os resultados iniciais, podemos sugerir que a
reducdo da captacdo de glutamato esta relacionada a inibicdo na atividade da
Na*,K*-ATPase, ja que os transportadores de glutamato utilizam o gradiente de
Na® gerado por essa enzima para o transporte, e pela presenca de estresse
oxidativo, jA que a vitamina C preveniu tal efeito. Posteriormente, estendemos
nosso estudo para avaliar os efeitos da hiper-homocisteinemia cronica severa
sobre outros parametros, tais como imunoconteudo das subunidades cataliticas da
Na®,K*-ATPase (a1, a, e a3), dano a biomoléculas (substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico- TBARS e sulfidrilas totais) e metabolismo energético (complexo I,
citocromo C oxidase- COX e niveis de ATP). Também avaliamos o possivel efeito
protetor da guanosina sobre os parametros citados anteriormente. A administracéo
crbnica de homocisteina diminuiu o imunoconteido da subunidade a; e néo
alterou a, e az; aumentou o TBARS e diminuiu os niveis de sulfidrilas totais; a
homocisteina diminuiu a atividade da COX e ndo alterou a atividade do complexo
Il e os niveis de ATP. A guanosina, per se, ndo modificou nenhum dos parametros
analisados, mas foi capaz de prevenir as alteragcdes nas atividades da Na',K'-
ATPase e no imunoconteudo de a;, das enzimas antioxidantes, COX e nos niveis
de sulfidrilas totais. Esses resultados reforcam nossa hipétese de que o estresse
oxidativo esta envolvido na diminuicdo da captacdo de glutamato, ja que a
guanosina, considerada um importante modulador do sistema glutamatérgico, nao
foi capaz de prevenir totalmente as alteracGes oxidativas promovidas pela
homocisteina e a diminuicdo na captacao de glutamato. A partir desses achados
sugerimos que a administracdo da vitamina C e da guanosina pode ser benéfica
como terapia adjuvante na homocistinuria classica. Entretanto, mais estudos séo
necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nas modula¢cdes mostradas
nesse estudo.



ABSTRACT

The classical homocystinuria is an inborn error of amino acid metabolism
caused by deficient of the enzyme cystathionine B-synthase activity. Affected
patients may show neurological abnormalities such as seizures and mental
retardation. Vitamin C and guanosine have been suggested as protective agents in
several models that affect the central nervous system. Thus, the present study we
used an animal model of homocystinuria to investigate the mechanisms by which
homocysteine exerts its neurotoxicity. In this work we also evaluated the influence
of vitamin C, a classic antioxidant, and guanosine, a guanine nucleotide derivative,
as possible neuroprotective on the effects caused by homocysteine. Initially, we
investigated the effect of chronic administration of homocysteine on glutamate
uptake, the activity of enzymes Na*,K*-ATPase, superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT), and on the levels of reactive species in the hippocampus of rats 21
days of postnatal life. The results showed that chronic severe
hyperhomocysteinemia decreased glutamate uptake and activity of the enzyme
Na®,K'-ATPase, SOD and CAT as well as increased levels of reactive species in
the structure studied. In addition, concomitant administration of vitamin C
significantly prevented the changes induced by homocysteine. According to initial
results, we suggest that the reduction of glutamate uptake is related to inhibition of
the activity of Na*,K*-ATPase, as transporters of glutamate using the gradient of
Na" generated by this enzyme for the transport, and oxidative stress, since vitamin
C prevented this effect. Later, we extend our study to evaluate the effects of
chronic severe hyperhomocysteinemia on other parameters, such as
immunocontent the catalytic subunits of Na*,K*-ATPase (a;, a, and as), injury to
biomolecules (substances reactive to thiobarbituric acid- TBARS and total
sulfhydryl) and energy metabolism (complex II, cytochrome ¢ oxidase- COX and
ATP levels). We also evaluate the possible protective effect of guanosine on the
parameters mentioned above. The chronic administration of homocysteine
decreased q; subunit immunocontent and not changed a, and as; increased
TBARS and decreased levels of total sulfhydryl; homocysteine decreased COX
activity and did not alter the activity of complex Il and ATP levels. The guanosine,
per se, did not modify any of the parameters analyzed, but was able to prevent
changes in the activities of Na*,K*-ATPase and immunocontent of a;, antioxidant
enzyme, COX and levels of total sulfhydryl. These results support our hypothesis
that oxidative stress is involved in the reduction of glutamate uptake, since
guanosine, considered an important modulator of the glutamatergic system was
not able to totally prevent oxidative changes promoted by homocysteine and
decreased glutamate uptake. From these findings we suggest that administration
of vitamin C and guanosine may be beneficial as adjuvant therapy in classical
homocystinuria. However, further studies are needed to elucidate the mechanisms
involved in the modulation shown in this study.
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|. INTRODUCAO

[.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doencgas hereditarias causadas
pela sintese de uma proteina anémala, geralmente uma enzima, a qual pode
apresentar deficiéncia parcial ou total na sua atividade. Essa deficiéncia pode
resultar no bloqueio da via metabdlica envolvida, podendo levar tanto o acimulo
de metabdlitos toxicos como a falta de produtos essenciais (Scriver et al., 2001).

Os EIM séo classificados de acordo com a area do metabolismo afetada
(Scriver et al., 2001). Dentre eles podemos destacar os EIM de hormoénios, de
acidos organicos, de glicidios, de purinas e pirimidinas, de proteinas plasmaéticas,
entre outros. A frequéncia dos EIM é baixa, quando analisados individualmente;
porém, em conjunto, estima-se que possam atingir cerca de um em cada mil
recém-nascidos vivos (Giugliani, 1988). Até o momento, ja foram descritos mais de
500 EIM, sendo os mais frequentes os EIM de aminoacidos, como a
fenilcetondria, a hiperprolinemia, a hipermetioninemia e a homocistinaria (HCU)
classica que sera o foco do nosso estudo.

Os EIM apresentam manifestacdes clinicas muito variadas e inespecificas
devido a diferencas no grau da deficiéncia enzimética e area do metabolismo
afetada. No entanto, algumas manifestacdes clinicas ocorrem com mais

frequéncia, como deficiéncias no crescimento, vOmitos, letargia, coma,



convulsdes, hipotonia, dificuldades respiratdrias, odor anormal na urina ou na pele

e neurodegeneracgéao progressiva (Burton, 1987; Scriver et al., 2001).

.2 HOMOCISTEINA

A homocisteina (Hcy) (Figura 1) € formada a partir da metionina proveniente
da dieta ou da degradacdo de proteinas enddgenas, que é convertida em S-
adenosil metionina (AdoMet) em uma reacdo catalisada pela enzima metionina
adenosil transferase. Nas reacdes de transmetilacdo da AdoMet ocorre a
producdo de S-adenosil homocisteina (AdoHcy) seguida da hidrolise de AdoHcy
em adenosina e Hcy, através da enzima adenosil homocisteina hidrolase (Figura
2). A Hcy é entdo metabolizada através de duas principais vias no figado e nos
rins: a via de transulfuracéo, através da enzima cistationina p-sintase (CBS) [EC
4.2.1.22] e transmetilacdo, catalisada pela metionina sintase (MS) [EC 2.1.1.13]

(Fowler, 1997; Mudd et al., 2001).

O

HS
OH

NH->

Figura 1: Homocisteina

Na primeira via metabolica, transulfuragdo, ocorre a condensacédo da Hcy
com o aminodcido serina pela enzima CBS, a qual utiliza como cofator a vitamina

Be (piridoxal fosfato). Em seguida, a cistationina forma cisteina e a-oxobutirato

2



pela enzima cistationina y-liase, que utiliza o0 mesmo cofator da CBS. A cisteina
pode entdo participar da formacao da glutationa reduzida (GSH), um antioxidante
ndo-enzimético muito importante para a protecéo de varios tecidos como o cérebro

(Fowler, 1997; Mudd et al., 2001).

. Dieta Proteinas endégenas
Acido félico \
l — Metionina
cIREA MAT
Ciclo dos
folatos AdOMet .
_ : MS Aceptor de metila
5,10-MTHF My l
VIT B,, Aceptor metilado
MTHFR AdoHcy
5-MeTHF
7 — Homocisteina
Rota de CBS Rota de
remetilacio VIT B, transulfuracio
Cistationina
L
VIT B,

Cisteina ™) =) mm) Sy ifato

Figura 2. Metabolismo da homocisteina (Adaptado de MUDD et al., 2001).

MAT — metionina adenosil transferase; CBS — cistationina B-sintase; CL — cistationina y-liase; MS —
metionina sintase; MTHFR — metileno tetrahidrofolato redutase; AdoMet — S-adenosil metionina,;
AdoHcy - S-adenosil homocisteina; THF - tetrahidrofolato; 5,10-MTHF - 5,10-metileno-
tetrahidrofolato; 5-MeTHF — 5-metil-tetrahidrofolato.

A Hcy também pode ser metabolizada a metionina através da via de
remetilacdo, catalisada pela enzima MS, cujo cofator € a vitamina Bij»

(cobalamina). Um dos principais doadores do grupo metila é o acido félico,
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também conhecido como vitamina B9. Além disso, a Hcy também pode receber
um grupo metila da betaina, através da enzima betaina homocisteina

metiltransferase (Fowler, 1997; Mudd et al., 2001).

1.3 HOMOCISTINURIA CLASSICA

Niveis plasmaticos normais de Hcy variam de 5 - 15 pumol/L. No entanto,
guando os niveis desse aminoacido excedem 100 umol/l, ocorre a chamada HCU
classica ou hiper-homocisteinemia severa, um EIM do metabolismo de
aminoéacidos sulfurados cuja heranca € do tipo autossémica recessiva, causada
pela deficiéncia na atividade da enzima CBS. O aumento nos niveis de Hcy
geralmente € acompanhado pela elevacao tecidual dos niveis de seu precursor, 0
aminoacido essencial metionina, assim como a reducdo em seus produtos como a
cistationina e cisteina. Além disso, ocorre a eliminacdo urinaria de homocistina,
metabdlito formado por duas moléculas de Hcy ligadas por uma ponte dissulfeto
(Mudd et al., 2001).

A frequéncia dessa doenca é de aproximadamente 1:200.000 a 1:335.000
nascidos vivos (Mudd et al., 2001), podendo apresentar maior incidéncia em
regides com maior cosanguinidade como no Catar, onde a prevaléncia pode
chegar a 1:1800 (Zschocke et al., 2009). A deteccdo da HCU nos pacientes
envolve o aparecimento de sinais e sintomas clinicos caracteristicos da doenca.
Normalmente, o primeiro achado clinico encontrado é o retardo mental, seguido de
outros achados clinicos importantes para o diagnostico precoce da HCU como

alteracdes vasculares, deformacbes Osseas, miopia e deslocamento da lente
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ocular (Cruysberg et al., 1996; Mudd et al., 2001). Para o diagndéstico laboratorial
da HCU classica é realizado o teste da presenca de homocistina na urina do
paciente, entretanto, o diagnostico confirmatério é realizado através de ensaios
diretos da atividade da enzima CBS em bidpsia de figado, cultura de fibroblastos
da pele ou linfécitos estimulados por fitoemaglutinina obtidos do paciente (Fowler
and Jakobs, 1998).

O principal tratamento para a HCU se baseia em uma dieta restrita em
metionina, precursora da Hcy, e uma suplementacdo das vitaminas Bg € Bi, que
atuam como cofatores enzimaticos, e de acido folico, um doador de grupo metila
no metabolismo da Hcy. Além disso, uma dieta suplementada com cisteina
também tem sido utilizada devido a sua fungdo como precursora da GSH (Dias et
al., 2001; Gebara and Matioli, 2006). Os tratamentos citados tém como objetivo
controlar os niveis plasmaticos da Hcy e seus metabdlitos, retardando a evolucdo
das complicacBes neurolégicas e cardiovasculares, que frequentemente sao

responsaveis pelo 6bito dos pacientes (Walter et al., 1998; Mudd et al., 2001).

|.4 TOXICIDADE DA HOMOCISTEINA

Varios estudos nos ultimos anos tém procurado elucidar os mecanismos
pelos quais a Hcy causa toxicidade tecidual, entretanto, os exatos mecanismos
pelos quais esse aminoacido exerce efeitos deletérios ainda sao pouco
conhecidos. Sabe-se que niveis elevados de Hcy estdo presentes em doencas
que afetam o sistema nervoso central (SNC) como epilepsia (Sachdev, 2004;

Herrmann et al., 2007), doengas neurodegenerativas (Kuhn et al., 1998; Gallucci
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et al., 2004; Fuso et al., 2012) e neuropsiquiatricas (Bottiglieri, 2005; Khanna et al.,
2011). Além disso, a Hcy também afeta outros tecidos, como vascular (Clarke et
al., 1991; Welch and Loscalzo, 1998; Faraci and Lentz, 2004; Gazzaruso et al.,
2012), hepatico (Adinolfi et al., 2005) e pulmonar (Jiang et al., 2005; Hamelet et
al., 2007).

Diversos trabalhos tém demostrado o envolvimento da Hcy com a
excitotoxicidade glutamatérgica através da ativacao de receptores glutamatérgicos
metabotropicos do grupo | (Zieminska et al., 2003) e ionotropico N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Kim and Pae, 1996; Lipton et al., 1997). Elevados niveis de
Hcy também tém sido relacionados com o estresse oxidativo. A Hcy possui um
grupamento-SH que pode sofrer auto-oxidacdo a dissulfeto em pH fisiolégico na
presenca de (O,), dando origem a homocistina e Hcy tiolactona. Além disso, esse
mMesmo processo gera espécies ativas de oxigénio extremamente toxicas, como
anion superoéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H.0,) e radical hidroxila (OH")

(Jacobsen, 2000).

|.5 MODELO EXPERIMENTAL DE HOMOCISTINURIA CLASSICA

Modelos animais sdo amplamente utilizados para a compreensdao da
fisiopatologia de doengas humanas. No presente estudo utilizamos um modelo
experimental quimicamente induzido de hiper-homocisteinemia severa, a fim de
elucidar possiveis mecanismos envolvidos na toxicidade glutamatérgia
hipocampal. Nesse modelo, os ratos sdo submetidos a administragédo crbénica de

Hcy a fim de induzir niveis plasmaticos desse aminoacido semelhantes aqueles
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encontrados em pacientes com HCU classica (>100umol/L) (Mudd et al., 2001;

Streck et al., 2002a).

1.6 SISTEMA GLUTAMATERGICO

O aminoacido glutamato (Glu) €& considerado o mais importante
neurotransmissor excitatério do SNC de mamiferos, tendo um importante papel
nos mecanismos de memadria, cognicdo e aprendizado (Danbolt, 2001). O Glu é
sintetizado nos neurdnios pré-sinapticos a partir da glutamina proveniente das
células gliais, em uma reacao catalisada pela enzima glutaminase, e estocado em
vesiculas (Meldrum, 2000).

A maioria dos neurbnios, e até mesmo as ceélulas gliais, apresentam
receptores glutamatérgicos em sua membrana plasmatica (Berger and Hediger,
2000). Esses receptores sao classificados como ionotrépicos ou metabotrépicos,
conforme suas caracteristicas moleculares. Os receptores ionotrépicos, 0s quais
sdo subdivididos em NMDA, AMPA e cainato, possuem canais ibnicos em sua
estrutura que, quando ativos, se tornam permedveis a fons como Na*, Ca*" e K*.
Entretanto, os receptores metabotrépicos, subdivididos em receptores do grupo |,
Il e lll, sdo moléculas acopladas a proteinas G que atuam modulando a atividade
de enzimas como adenilato ciclase e fosfolipase C (Danbolt, 2001).

ApoOs exercer sua funcdo nos receptores glutamatérgicos, o Glu é removido
da fenda sinaptica pelos seus transportadores dependentes de Na® localizados

principalmente nas membranas gliais, por um mecanismo chamado captacao de



Glu. Os transportadores de Glu de maior importancia incluem GLAST (EAAT1),

GLT-1 (EAAT2), EAAC1 (EAAT3), EAAT4 e EAATS5 (Danbolt, 2001).
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Figura 3. Sinapse glutamatérgica (Siegel et al., 2006)

Tem sido sugerido que a captacdo de Glu esta associada a atividade da
Na',K'-ATPase, ja que os transportadores de Glu utilizam o gradiente
eletroquimico de Na* gerado pela Na*, K*-ATPase (Rose et al., 2009; Wyse and
Netto, 2011). Esse gradiente é estabelecido através do co-transporte de 3 Na': 1
H™: 1 Glu para o meio intracelular, enquanto que 1 jon K* é lancado para o meio
extracelular, com o gasto de 1 ATP (Kanner, 2006). Ha evidéncias de que 0s
transportadores de Glu possam ser inibidos pela acdo de radicais livres, sendo
sugerido que 0s mesmos agem via grupamento- SH da proteina transportadora de
Glu (Volterra et al., 1994; Sheldon and Robinson, 2007).

Tendo em vista os pontos abordados, é de extrema importancia a
manutencdo dos niveis de Glu na fenda sinaptica através da captacdo de Glu, a
fim de se evitar um estado de excitotoxicidade e dano tecidual (Danbolt, 2001). No

entanto, um estudo realizado em nosso laboratério mostrou que a administracéo



cronica de Hcy reduz a captacao de Glu e o imunoconteudo dos transportadores

gliais, GLAST e GLT-1 em cértex parietal de ratos (Matte et al., 2010).

.7 Na" K™-ATPase

A Na' K*-ATPase (EC 3.6.3.9) ou bomba de Na" é uma proteina integral de
membrana responsavel pelo co-transporte de trés jons Na' para o meio
extracelular e dois ions K* para o meio intracelular, utilizando como energia uma
molécula de trifosfato de adenosina (ATP) hidrolisada, consumindo cerca de 50%
do ATP cerebral (Erecinska and Silver, 1994; Erecinska et al., 2004). Através do
resultado do gradiente i6nico a célula € capaz de desenvolver uma série de
funcbes como estabelecimento e manutencdo do potencial de repouso de
membrana, além de regular o volume celular, o pH intracelular, o fluxo de ions e o
transporte de moléculas ligadas ao co-transporte de Na': como glicose,
aminoacidos e neurotransmissores (Erecinska and Silver, 1994; Kaplan, 2002;
Jorgensen et al., 2003; Sjostrom et al., 2007).

Em relacdo a estrutura, a Na'K'-ATPase é constituida de duas
subunidades cataliticas a com dez segmentos transmembranicos, que contém os
sitios de ligacdo para Na', K*, ATP e ouabaina (glicosideo cardiaco e inibidor
especifico da enzima), duas subunidades [ regulatorias glicosiladas, e uma
subunidade y com acdo moduladora. As isoformas combinam entre si, formando
diversas isoenzimas que apresentam diferentes padrbes de distribuicdo nos

tecidos. No cérebro, principalmente trés isoformas a (a1, a2, a3) e duas B (B1 e



B2) séo expressas (Skou and Esmann, 1992; Wetzel et al., 1999; Taguchi et al.,
2007).

A subunidade o da Na',K'-ATPase é responsavel pelas propriedades
cataliticas e de transporte da enzima (Blanco and Mercer, 1998; Kaplan, 2002).
Acredita-se que dez dominios da subunidade o estdo inseridos na membrana
celular. J& a subunidade B, que € uma glicoproteina, esta inserida na membrana
celular uma Unica vez e sabe-se que essa subunidade ndo possui atividade
catalitica, mas apresenta uma funcdo estrutural importante (Fambrough et al.,
1994; Kaplan, 2002). Estudos mostraram que a subunidade o perde a atividade
catalitica quando é separada da subunidade B (Skou and Esmann, 1992). A
subunidade y ainda n&o tem a sua fungdo completamente elucidada. Acredita-se
que essa subunidade n&o é essencial para a atividade da Na*,K*-ATPase (Kaplan,
2002).

Devido & importancia da Na*,K*-ATPase para o funcionamento normal do
SNC, a inibicdo da sua atividade tem sido associada a diversas neuropatologias
tais como Alzheimer, esclerose multipla, doenca de Parkinson e epilepsia (Grisar
et al., 1992; Rose and Valdes, 1994; Hattori et al., 1998; Jovicic et al., 2008; Silva
et al., 2011). Estudos realizados em modelos de EIM mostraram uma diminui¢ao
da atividade da Na',K'-ATPase causada pela hiperprolinemia do tipo |,
hipermetioninemia e hiper-homocisteinemia severa (Streck et al., 2002b;

Stefanello et al., 2011; Wyse and Netto, 2011).
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[.8 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres sédo definidos como qualquer espécie quimica capaz de
existir de forma independente e que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados. Essas espécies sao altamente reativas e podem ser formadas
pela perda ou pelo ganho de um elétron por um nao radical, bem como pelo
processo de fissdo homolitica, o qual corresponde a quebra de uma ligacao
covalente (Halliwell and Gutteridge, 2007). Além disso, espécie reativa € um termo
gue caracteriza tanto espécies radicalares, quanto néo radicalares. O O,, o OH’,
H,O,, o oxigénio singlet (*O,), 6xido nitrico (NO') e peroxinitrito (ONOO) sdo
algumas das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio mais conhecidas (Halliwell
and Whiteman, 2004).

Normalmente, o nosso organismo dispde de um sistema de defesa
antioxidante eficiente a fim de evitar os danos que as espécies reativas podem
causar, agindo como detoxificadores desses agentes oxidantes. As defesas
antioxidantes podem ser divididas em enzimaticas e ndo enzimaticas. As
principais enzimas antioxidantes sdo a superéxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px). As defesas antioxidantes néo
enzimaticas incluem principalmente a GSH, a vitamina C (Vit C), o a-tocoferol, os
polifendis, a melatonina, a bilirrubina, o urato, o acido lipéico e os estrégenos
(Salvador and Henriques, 2004; Halliwell and Gutteridge, 2007).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a formagéo de

radicais livres e as defesas antioxidantes, o que pode resultar em dano celular.
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Esse desequilibrio pode ser resultado da diminuicdo de defesas antioxidantes ou
do aumento da producdo de espécies reativas, que pode ocorrer tanto em
condicdes fisiologicas como patologicas (Halliwell and Whiteman, 2004).

O cérebro é altamente suscetivel ao dano oxidativo, principalmente por
apresentar elevado consumo de oxigénio, membrana neuronal rica em &acidos
graxos poliinsaturados e modesta defesa antioxidante (Halliwell, 2006). Evidéncias
tém sugerido o envolvimento do estresse oxidativo na patogénese de doencas
neurodegenerativas como Huntington, Alzheimer e Parkinson (Petrozzi et al.,
2007; Mancuso et al., 2010). Estudos realizados em nosso laboratério
demonstraram que a administracdo de Hcy diminui as defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas em cérebro e sangue de ratos (Wyse et al., 2002;

Matte et al., 2009).

1.9 METABOLISMO ENERGETICO

O cérebro € um 6rgao que possui elevada atividade metabdlica consumindo
muita energia para exercer suas funcdes, porém ele possui pouca reserva
energética. Sendo assim, o cérebro necessita de um suprimento continuo de
glicose, seu principal composto energético. A glicolise em conjunto com o ciclo de
Krebs e a fosforilacdo oxidativa sédo as rotas essenciais para a producao de
energia cerebral (Erecinska and Silver, 1994; Erecinska et al., 2004).

A glicdlise é composta por uma sequéncia de reacdes que ocorrem no

citosol e que formam como produto final o piruvato. O ciclo de Krebs ocorre na

matriz mitocondrial e consiste de uma sequéncia de reacdes onde, em cada volta
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do ciclo, sdo formadas trés moléculas de NADH, uma de FADH,, duas de CO, e
uma de GTP. O NADH e FADH; produzidos no ciclo de Krebs sao carreadores de
elétrons utilizados na cadeia respiratéria através da fosforilagcdo oxidativa para a
producdo de ATP (Nelson and Cox, 2006).

Estudos tém demonstrado que deficiéncias no funcionamento normal da
cadeia respiratoria mitocondrial levam a diminuicdo da sintese de ATP (Heales et
al., 1999). Nesse contexto, dados da literatura sugerem que uma diminuicdo do
metabolismo energético pode estar implicada na patogénese de alguns EIM, como
a fenilcetonuria (Rech et al., 2002), hiperprolinemia tipo Il (Ferreira et al., 2010),
hiperargininemia experimental em ratos (Delwing et al., 2003) e homocistinudria

classica (Streck et al., 2003b).

.10 VITAMINA C

A Vit C é uma vitamina hidrossolivel amplamente presente nos sistemas
bioldgicos e fisiologicamente se encontra na forma do anion ascorbato, que em
funcdo do seu baixo potencial de reducédo, atua como um sequestrador de radicais
livres (Rose and Bode, 1993; Rice, 2000; Bradshaw et al., 2011). Além disso, essa
vitamina também estd envolvida em indmeras funcbes celulares como a
biossintese do colageno e no transporte de metais (Englard and Seifter, 1986;
Peterkofsky, 1991; Buettner and Jurkiewicz, 1996).

Apesar da maioria dos mamiferos sintetizarem Vit C através da via do acido
hexurdnico no figado (Banhegyi et al., 1997), os seres humanos devem adquirir os

micronutrientes solUveis em agua de fontes alimentares. Nos ultimos anos, varios
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trabalhos na literatura tém discutido os possiveis efeitos benéficos da Vit C no
tratamento do cancer (Padayatty et al.), sepse (Wilson, 2009) e das doencas

neurodegenerativas (Bowman et al., 2009; Butterfield et al., 2010).

.11 GUANOSINA

Diversos estudos tém sido realizados a fim de elucidar o papel da
guanosina (Guo) no SNC. Um estudo de Ciccarelli e colaboradores (Ciccarelli et
al., 1999) demostrou que a Guo € liberada dos astrécitos durante a hipoxia em
fatias de cérebro de ratos. Além disso, estudos in vivo demonstraram o efeito
neuroprotetor da Guo através da diminuicdo de convulsGes induzidas por
estimulacdo do sistema glutamatérgico em ratos adultos (Schmidt et al., 2000; de
Oliveira et al., 2004).

A Guo exerce efeitos troficos e mitdticos em células neurais, na faixa de
concentracdo de 30 a 300 uM (Rathbone et al., 1999). Uma vez que esses efeitos
sdo parcialmente atenuados por antagonistas de receptores de adenosina,
acredita-se que essa modulacédo da Guo pode ser mediada, pelo menos em parte,
pela adenosina (Ciccarelli et al., 2000). Por outro lado, a prépria adenosina néo é
capaz de mimetizar o efeito da Guo na sua totalidade (Rathbone et al., 1999;
Ciccarelli et al., 2000), sugerindo que existem outros mecanismos pelos quais a
Guo exerce seus efeitos.

Mesmo com a existéncia de inameros trabalhos que investigam os
possiveis efeitos protetores da Guo, 0s exatos mecanismos pelos quais esse

nucleotideo exerce suas funcdes permanecem néo esclarecidos. Os nucleotideos
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derivados da guanina, como a Guo, séo classicamente associados ao sistema de
transmissao de sinal transmembrana via proteina G (Gudermann et al., 1997) e
tem sido sugerida a existéncia de um sitio de ligacdo especifico para a Guo na
membrana plasmatica envolvendo as rotas da MAPK e da PI3K/Akt/PKB (Di lorio

et al., 2004; Rathbone et al., 2008).

.12 OBJETIVOS

Objetivo Geral

A fim de compreender os mecanismos pelos quais a Hcy exerce a sua
neurotoxicidade, o objetivo geral do presente trabalho foi investigar o efeito da
Hcy sobre parametros neuroquimicos em ratos submetidos ao modelo
experimental de HCU classica: sistema glutamatérgico e metabolismo energético
em hipocampo de ratos jovens. Além disso, investigamos 0s possiveis efeitos
neuroprotetores da Vit C e da Guo sobre as altera¢des bioquimicas causadas pela

Hcy.

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos estdo subdivididos em dois capitulos, que seréo
apresentados na forma de artigo cientifico (Capitulo I) e dados nédo publicados

(Capitulo 11), respectivamente, como seguem:
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Capitulo |

e Verificar o efeito da administracdo cronica de Hcy sobre a captacéo de Glu

em hipocampo de ratos de 21 dias;

e Verificar o efeito da administragéo cronica de Hcy sobre a atividade da

Na®,K*-ATPase em homogenato de hipocampo de ratos de 21 dias;

¢ Investigar o efeito da administracdo cronica de Hcy sobre parametros de
estresse oxidativo denominados oxidacdo do DCFH, bem como sobre a
atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em hipocampo de ratos

jovens;

e Analisar o efeito do tratamento concomitante de Vit C com a administracao
cronica de Hcy na captagdo de Glu, Na',K'-ATPase e sobre os

parametros de estresse oxidativo em hipocampo de ratos de 21 dias.

Capitulo Il

e Investigar o efeito da administracdo cronica de Hcy sobre o
imunocontetdo das subunidades ay, a, e az da enzima Na',K*'- ATPase

em hipocampo de ratos de 21 dias;

e Verificar o efeito da administragdo crénica de Hcy sobre parametros de
estresse oxidativo denominados niveis de espécies reativas ao acido

tiobarbittrico (TBARS) e sulfidrilas em hipocampo de ratos jovens;
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Investigar o efeito da administracdo cronica de Hcy sobre parametros de
metabolismo energético, tais como a atividade do Complexo Il e da
citocromo C oxidase (COX) e niveis de ATP em hipocampo de ratos de 21

dias de idade;

Analisar o efeito do tratamento concomitante de Guo com a administracéo
cronica de Hcy na captagdo de Glu, Na',K'-ATPase, parametros de
estresse oxidativo (TBARS, DCFH, sulfidrilas e das enzimas antioxidantes

SOD e CAT) e metabolismo energético em hipocampo de ratos de 21 dias.
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Il METODOS E RESULTADOS

MODELO EXPERIMENTAL

Os capitulos | e Il terdo desenhos experimentais semelhantes entre si no que

se refere ao modelo experimental de HCU classica.

Administragdo Cronica de Homocisteina

O modelo experimental de HCU classica foi induzido através de duas
injecBes diarias de D- Hcy pela via subcutanea, do 6° ao 21° dias com doses
diarias de acordo com Streck e colaboradores (Streck et al., 2002b). Os animais
controles receberam injecbes de solucdo salina (0,85% NaCl) nos mesmos
volumes que os animais dos demais grupos. Os animais foram decapitados doze
horas ap6s a ultima injecdo, o hipocampo dissecado e separado para posteriores

anéalises.
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Abstract In the present study we investigate the effect of
homocysteine on glutamate uptake, Na",K -ATPase, enzy-
matic antioxidant defenses, as well as reactive species
levels in hippocampus of rats. The influence of vitamin C, a
classic antioxidant, on the effects elicited by homocysteine
was also tested. Results showed that chronic hyperhomo-
cysteinemia decreased glutamate uptake and the activities
of Na",K'-ATPase, catalase and superoxide dismutase in
hippocampus of rats. Reactive species levels were increased
by chronic homocysteine administration. Concomitant
administration of vitamin C significantly prevented these
alterations caused by homocysteine. According to our
results, it seems possible to suggest that the reduction in
glutamate uptake and Na',K'-ATPase activity may be
mediated by oxidative stress, since vitamin C prevented
these effects. We suggest that the administration of
antioxidants should be considered as an adjuvant therapy
to specific diet in homocystinuria.

Keywords Hyperhomocysteinemia - Vitamin C -
Antioxidant - Na" K "-ATPase - Excitotoxicity -
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Introduction

Homocysteine (Hcy) is an amino acid generated metabolically
by the S-adenosylmethionine (SAM)-dependent transmethy-
lation pathway (Schalinske 2009) and the tissue accumulation
of Hcy occurs in homocystinuria, a metabolic disease
characterized biochemically by cystathionine [3-synthase
(CBS, EC 4.2.1.22) deficiency (Mudd et al. 2001). In
addition, homocysteine is present in several disorders that
affect the central nervous system (CNS), as epilepsy
(Herrmann et al. 2007; Sachdev 2004), Parkinson’s (Kuhn
et al. 1998) and Alzheimer’s disease (Gallucci et al. 2004).

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the
mammalian CNS and is probably involved in most aspects
of normal brain function including cognition, memory and
learning (Collingridge and Lester 1989; Fonnum 1984,
Headley and Grillner 1990). However, when glutamate is
present in high concentrations in the synaptic cleft, it may
lead to excitotoxicity, a process corresponding to glutamate
receptor overstimulation that subsequently leads to neuro-
nal damage (Danbolt 2001; Mattson et al. 2002). Previous
data suggests that Hcy induces neurodegeneration by
NMDA receptor overstimulation (Lipton et al. 1997,
Zieminska and Lazarewicz 2006). More recently, we have
shown that Hcy decreased the glutamate uptake in parietal
cortex of rats (Matté et al. 2010).

Na",K'-ATPase (EC 3.6.1.3), also known as the sodium
pump, is a membrane-bound enzyme responsible for
generating the membrane potential of the cell through ion
exchange, that provides energy for various cellular func-
tions such as the establishment and maintenance of
membrane resting potential and pH homeostasis (Sjostrom
et al. 2007). Studies in our laboratory indicated that acute
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administration of Hey decreased the Na‘ K'-ATPase activity
in hippocampus of rats (Wyse et al. 2002). It has been
reported that this enzyme is inhibited by free radicals
(Hitschke et al. 1994; Lees 1993). In this context, oxidative
stress has also been an important mechanism of damage
caused by Hcy (Streck et al. 2003; Wyse et al. 2002). Studies
demonstrated that Hcy chronic administration increased lipid
peroxidation, reduced antioxidant defenses and total thiol
content in the liver and blood of rats (Matté et al. 2009a, b).

Vitamin C is a hydrosoluble vitamin widely present in
the biological systems as a naturally occurring free radical
scavenger (Rose and Bode 1993). It also is involved in a
number of cellular functions such as collagen biosynthesis
and iron transport (Buettner and Jurkiewicz 1996; Englard
and Seifter 1986; Peterkofsky 1991). Although most
mammals synthesize vitamin C via the hexuronic acid
pathway in the liver (Banhegyi et al. 1997), humans must
acquire the water-soluble micronutrient from dietary sources.
Moreover, multivitamin preparations are commonly used to
supplement inadequate dietary intake and because of its
antioxidant properties (Fox and Cameron 1989).

In the present study we investigate the effect of homo-
cysteine on glutamate uptake, Na',K'-ATPase activity, as
well as levels of reactive species and enzymatic antioxidant
defenses (superoxide dismutase and catalase) in hippocam-
pus of rats. The protective effect of vitamin C was also
evaluated.

Materials and methods
Animals and reagents

Wistar rats were obtained from the Central Animal House
of the Department of Biochemistry of the Federal Univer-
sity of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. Animals
were maintained on a 12 h light/12 h dark cycle at a
constant room temperature (22+1°C). The rats had free
access to water and commercial protein chow. Animal care
followed the NIH “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (NIH publication no. 80-23, revised
1996) and our study was approved by the Ethics Committee
of the Federal University of Rio Grande do Sul.

L-[2,3-3H] glutamate (specific activity 30 Ci/mmol) was
purchased from Amersham International, UK. The other
chemicals were obtained from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

Chronic homocysteine and vitamin C administration
D, L-Hey was dissolved in saline solution (0,85% NaCl)

and buffered to pH 7.4. Hcy solution (0.3-0.6 pmol/g body
weight) was administered subcutaneously twice a day at 8 h
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interval from their 6 th to their 21 st days of age. Hcy doses
were calculated from pharmacokinetic parameters previously
determined in our laboratory (Streck et al. 2002). Vitamin C
solution (100 mg/kg body weight) was injected intraperito-
neally, once a day, also from 6 th to 21 st day of life. Control
animals received saline solution in the same volumes as
those applied to Hcy and vitamin C treated rats. The rats
were sacrificed by decapitation 12 h after the last injection
and the brain was carefully removed and hippocampus was
dissected.

Tissue and homogenate preparation

In order to measure the Na',K'-ATPase activity, the
hippocampus was homogenized in 10 volumes of
0.32 mM sucrose solution containing 5 mM HEPES and
1 mM EDTA, pH 7.4. Homogenates were centrifuged at
3000x RPM for 10 min at 4°C. The pellet was discarded
and the supernatant was immediately separated and used for
the measurements.

To determine the oxidative stress parameters, the
hippocampus was homogenized in 10 volumes (1:10, w/v)
of 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4 containing
140 mM KCIl. Homogenates were centrifuged at 3000x
RPM for 10 min at 4°C, to discard the nuclei and the cell
debris. The pellet was discarded and the supernatant was
taken to biochemical assays. The homogenates used were
from individual animals, and they were never pooled. All
experiments were repeated with different animals.

Glutamate uptake assay

Glutamate uptake was performed according to Frizzo et al.
(2002). Hippocampus was cut into 400 um thick slices with
a Mcllwain chopper. Briefly, slices were pre-incubated in
Hank’s balanced salt solution (HBSS) at 35°C for 15 min,
followed by adding a solution containing 0.33 mCi/mL L-
[2,3-3H] glutamate with 100 uM unlabeled glutamate at
35°C. Incubation was stopped after 5 min with two ice-cold
washes of 1 mL HBSS, immediately followed by the
addition of 0.5 N NaOH. Sodium-independent uptake was
determined on ice (4°C), using HBSS containing N-methyl-
D-glucamine instead of sodium chloride. Both the specific
and non-specific uptakes were performed in triplicate.
Incorporated radioactivity was measured using a liquid
scintillation counter.

Na" K'-ATPase activity assay

The reaction mixture for Na",K'-ATPase activity assay
contained 5.0 mM MgCI2, 80.0 mM NacCl, 20.0 mM KCl
and 40.0 mM Tris—HCI, pH 7.4, in a final volume of
170 pL. The reaction was initiated by the addition of ATP.
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Controls were carried out under the same conditions with
the addition of 1.0 mM ouabain. The activity was
calculated by the difference between the two assays, as
previously described (Wyse et al. 2000). Released inorganic
phosphate (Pi) was measured by the method of Chan et al.
(1986). Specific activity of the enzyme was expressed as
nmol Pi released per min per mg of protein. All samples
were run in duplicate.

2'"7'-dichlorofluorescein fluorescence assay

Reactive species production was measured following Lebel
et al. (1992) method based on 2'7'-dichlorofluorescein
(DCFH) oxidation. Samples (60 pL) were incubated for
30 min at 37°C in the dark with 240 puL of 100 uM 2'7'-
dichlorofluorscein diacetate (DCFDA) solution in a 96
wells plate. DCFDA is cleaved by cellular esterases and the
resultant DCFH is eventually oxidized by reactive species
presenting in samples. The last reaction produces the
fluorescent compound DCF which was measured at
488 nm excitation and 525 nm emission and the results
were represented by nmol DCF/mg protein. A calibration
curve was performed with purified DCF as standard.

Catalase assay

Catalase (CAT) activity was assayed using SpectraMax M5/
MS5 Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical
Technologies, Sunnyvale, California, USA). The method used
is based on the disappearance of H,O, at 240 nm in a reaction
medium containing 20 mM H,0,, 0.1% Triton X-100,
10 mM potassium phosphate buffer pH 7.0, and 0.1-
0.3 mg protein/mL (Aebi 1984). One CAT unit is defined
as 1 umol of hydrogen peroxide consumed per minute and
the specific activity is calculated as CAT units/mg protein.

Superoxide dismutase assay

Superoxide dismutase (SOD) activity was assayed using
SpectraMax M5/M5 Microplate Reader (Molecular Devices,
MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, California, USA).
This method is based on the capacity of pyrogallol to
autoxidize, a process highly dependent on superoxide,
which is substrate for SOD. The inhibition of autoxida-
tion of this compound occurs in the presence of SOD,
whose activity can be then indirectly assayed spectro-
photometrically at 420 nm, using a double beam
spectrophotometer with temperature control (Marklund
1985). A calibration curve was performed with purified
SOD as standard, in order to calculate the activity of SOD
present in the samples. A 50% inhibition of pyrogallol
autoxidation is defined as 1 unit of SOD and the specific
activity is represented as units per mg protein.

Protein determination

The protein content of hippocampus samples was deter-
mined using bovine serum albumin as standard, according
to Peterson (1977), Bradford (1976) or Lowry et al. (1951).

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA followed by the
Duncan’s multiple range test when the F-test was signifi-
cant. All analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC
compatible computer. Differences were considered statisti-
cally significant if p<0.05.

Results

Initially, we investigated the effect of chronic administra-
tion of Hecy on glutamate uptake. Figure 1 shows that
chronic hyperhomocysteinemia significantly decreased glu-
tamate uptake in hippocampus of young rats when
compared to controls (saline administration). Besides,
vitamin C alone did not alter this parameter, but prevented
the reduction in glutamate uptake caused by chronic Hcy
administration [F(3,20)=4.291; p<0.05].

Next, we evaluated the effect of chronic hyperhomocys-
teinemia on Na',K'-ATPase activity. Figure 2 shows that
rats subjected to hyperhomocysteinemia present a signifi-
cant reduction of Na",K"-ATPase activity in homogenate of
hippocampus of young rats. In addition, this figure also
shows that vitamin C, per se, did not alter the Na“ K*-
ATPase activity, but when administered concomitantly with
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Fig. 1 Effect of chronic administration of homocysteine, vitamin C
and homocysteine plus vitamin C on glutamate uptake in slices from
hippocampus of young rats. Data are mean =+ S.D. for 5-6 animals in
each group. Results are expressed in nmol/min/mg protein. *p<0.05
compared to control (Duncan multiple range test). Hcy, homocysteine;
Vit, vitamin
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Fig. 2 Effect of chronic administration of homocysteine, vitamin C
and homocysteine plus vitamin C on Na',K'-ATPase activity in
homogenates from hippocampus of young rats. Data are mean + S.D.
for 5-6 animals in each group. Results are expressed in nmol Pi/
min mg protein. ¥*p<0.05 compared to control (Duncan multiple range
test). Hcy, homocysteine; Vit, vitamin

Hcy, it was able to prevent the damage caused by Hcy
[F(3,20)=4.122; p<0.05].

We also investigated some parameters of oxidative stress
in order to determine the involvement of reactive species on
the effects promoted by Hcy in hippocampus of young rats
subjected to hyperhomocysteinemia. Figure 3 shows that
Hcy increased the levels of reactive species in this cerebral
structure. Moreover, vitamin C, per se, significantly
increased the amount of reactive species, but when
administered concomitantly with Hey, the vitamin was able
to prevent the damage caused by the aminoacid [F(3,24)=
4.34; p<0.01]. Besides, the effect of chronic hyperhomo-
cysteinemia on antioxidant enzymes CAT and SOD in
hippocampus of young rats was also evaluated. Figure 4
shows that Hcy significantly reduced the activities of CAT
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Fig. 3 Effect of chronic administration of homocysteine, vitamin C
and homocysteine plus vitamin C on the levels of reactive oxygen
species in hippocampus of young rats. Data are mean + S.D. for 5-6
animals in each group. Results are expressed in nmol/mg protein. **p
<0.01 compared to control (Duncan multiple range test). Hcy,
homocysteine; Vit, vitamin
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[F(3,24)=3.759; p<0.05] and SOD [F(3,24)=8.324; p<
0.001]. Furthermore, vitamin C, per se, did not alter the
SOD and CAT activities, but prevented the inhibition of
these enzymes caused by Hcy.

Discussion

Inborn errors of metabolism (IEM) are multifactorial
diseases, mostly autosomal recessive, covering genetic
and biochemical changes. These disorders involve chemical
changes in phenotype as a consequence of blocking the
metabolic pathways where these anomalous enzymes are
inserted (Scriver et al. 2001). Homocystinuria is an IEM,
which occurs due to the accumulation of Hcy, a
methionine-derived sulphur amino acid. Clinically, affected
patients present neurological manifestations such as mental
retardation, psychiatric disturbances and seizures (Mudd et al.
2001), whose physiopathology is still unknown.

It has been showed that chronic hyperhomocysteinemia
decreases the glutamate uptake in parietal cortex of rats
(Matté et al. 2010). On this basis, we decided to extend our
investigation in order to investigate whether this alteration
also occur in hippocampus, a cerebral structure essential to
spatial memory processes, which has been shown to be
impaired in rats subjected to Hcy administration (Streck et al.
2004). Our results showed that chronic hyperhomocysteine-
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Fig. 4 Effect of chronic administration of homocysteine, vitamin C
and homocysteine plus vitamin C on antioxidant enzyme activities
CAT (a) and SOD (b) in hippocampus of young rats. Data are mean +
S.D. for 5-6 animals in each group. Results are expressed in U/mg
protein. *p<0.05 compared to control; ***p<0.001 compared to
control (Duncan multiple range test). CAT, catalase; SOD, superoxide
dismutase; Hcy, homocysteine; Vit, vitamin
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mia significantly decreased the glutamate uptake in hippo-
campus of young rats.

Glutamate uptake is a crucial mechanism of deactivation of
glutamatergic signalling in the brain, mediated by glutamate
transporters (Danbolt 2001). It has been suggested that
glutamate uptake is associated to Na",K'-ATPase activity,
since glutamate transporters are sodium-dependent proteins
that use the inwardly directed electrochemical sodium
gradient generated by Na",K'-ATPase activity, to drive the
uphill transport of this neurotransmitter (Rose et al. 2009).
With this idea in mind, we also investigated the effect of Hey
administration on Na",K'-ATPase activity. Results showed
that chronic hyperhomocysteinemia decreased the Na',
K'-ATPase activity in rat hippocampus. Therefore, the
ineffective glutamate uptake found in hippocampus of rats
submitted to chronic hyperhomocysteinemia in this work
may be intimately linked to failure of Na' K'-ATPase
activity.

Since free radicals can impair the glutamate transport by
direct oxidation of SH-group of the carrier protein (Sheldon
and Robinson 2007; Volterra et al. 1994) and inhibit Na,
K'-ATPase (Pari and Murugavel 2007; Potts et al. 2006;
Siems et al. 1996), in the present study we also investigated
the influence of vitamin C, a classical antioxidant, on the
effects elicited by Hcy on glutamate uptake and Na',
K"-ATPase activity in order to verify the involvement of
oxidative stress in these parameters. Data showed that
vitamin C was able to prevent the decrease of glutamate
uptake and Na',K'-ATPase activity caused by Hcy,
suggesting that oxidative stress is probably involved in
such effects. In fact, Hcy has been shown as a potent
oxidizing agent of SH-group by inducing reactive species
production as peroxynitrite (Radi et al. 1991), which can be
produced by Hcy autooxidation (Dayal et al. 2004; Faraci
and Lentz 2004).

In this context, previous studies performed in our labora-
tory showed that acute hyperhomocysteinemia decreased
tissue antioxidant potential in cerebral cortex of rats (Wyse
et al. 2002) and that chronic administration of Hcy reduced
total radical-trapping antioxidant potential and the activities
of antioxidant enzymes catalase and glutathione peroxidase
in parietal cortex of rats (Matté et al. 2009a). Considering
that oxidation of Hcy may lead to the formation of reactive
species as superoxide and hydrogen peroxide which subse-
quently alter neuronal function and predispose to brain
damage (White et al. 2001), we extend our study and
investigated other oxidative stress parameters, namely DCFH
that measures reactive species. Results showed that chronic
administration of Hcy enhanced the oxidation of DCFH in
hippocampus of young rats and that antioxidant vitamin C
was able to prevent such effect. However, we observed that
vitamin C, per se, also increased the DCFH oxidation. This
finding is in agreement with Bromme et al. (2008) who

showed the prooxidant effect of vitamin C on DCFH
oxidation induced by "OH. In addition, other recent studies
have shown that this vitamin can act as prooxidant,
generating hydrogen peroxide and ascorbate radical at
pharmacologic concentrations (Chen et al. 2007, 2008).

Regarding the enzymatic antioxidant defenses that are
responsible for removing reactive species, our results
showed that chronic administration of Hcy reduces CAT
and SOD activities in hippocampus of rats and that vitamin
C administration prevents such effects. We believe that this
imbalance between antioxidant enzymes caused by Hcy
probably alters reactive species elimination, increasing the
free radicals amount. These effects of Hcy could be
responsible for, at least in part, by the ability of Hey to inhibit
the expression of antioxidant enzymes such as glutathione
peroxidase and superoxide dismutase (Upchurch et al. 1997;
Yamamato et al. 2000).

Although clinical studies have demonstrated a negative
association between vitamin C and Hcy concentration in
healthy individuals (Cascalheira et al. 2008), we have
observed that the pretreatment with vitamin C did not
decrease the elevated Hcy plasma levels after acute Hcy
administration in rats (data not published), but this vitamin
C prevented oxidative damage caused by Hecy (Wyse et al.
2002). In agreement with our data, Chambers et al. (1999)
showed that vitamin C did not alter the increase of Hcy
levels, but prevented the impairment of vascular endothelial
function caused by this amino acid, suggesting that the
adverse effects of homocysteine are mediated through
oxidative stress mechanisms.

In conclusion, we showed that chronic Hcy administra-
tion decreases glutamate uptake and the activities of Na",
K'-ATPase and enzymatic antioxidant defenses, as well as
enhances reactive species, reinforcing the hypothesis that
this amino acid can act as an oxidative stressor. We also
showed that vitamin C administration prevents Hcy effects
possibly by its antioxidant propriety. Together, these
observations prompt us to hypothesize that free radicals
can decrease Na',K'-ATPase activity and consequently to
lead to an ineffective glutamate uptake. Considering that
oxidative stress elicited by Hcy could contribute to
pathophysiology of disorders that accumulate this amino
acid such as metabolic and neurodegenerative disorders and
if confirmed in human beings, we might propose the use of
vitamin C as an adjuvant therapy in hyperhomocysteinemic
patients. However, we reinforce the importance of careful
prescription of vitamin C for healthy people, because of
their possible prooxidant properties.
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Capitulo Il- DADOS NAO PUBLICADOS

1. Materiais e Métodos

Para o desenvolvimento dos objetivos deste capitulo foram utilizados os

seguintes métodos:

1.1 Animais e reagentes

Foi realizado um estudo experimental controlado, utilizando ratos Wistar,
obtidos do Biotério do Departamento de Bioquimica da UFRGS, mantidos em
ciclos claro/escuro de 12/12 h em temperatura constante (22 + 1°C), com livre
acesso a agua e alimento comercial protéico (20%). Os cuidados com 0s animais
seguiram as diretrizes governamentais oficiais conforme a Federacdo das
Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental aprovada pelo Comité de Etica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Todos os reagentes foram obtidos pela Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA.

1.2 Administracdo Crénica de Homocisteina
O modelo experimental de HCU classica foi induzido conforme descrito na

pagina 18.
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1.3 Administracdo Crénica de Guanosina

Em outra série de experimentos os animais foram divididos em quatro
grupos: Grupo | (salina); Grupo Il (Hcy); Grupo 11l (Guo); Grupo IV (Hcy + Guo). Os
ratos do grupo Guo e Hcy+Guo receberam uma uUnica injecao diaria de 7,5 mg/Kg
de Guo (Schmidt et al., 2009) pela via intraperitoneal, também do 6° ao 21° dias.
Todos os animais foram decapitados 12 horas apos a ultima injecdo, o hipocampo

dissecado e separado para posteriores analises.

1.4 Preparacdo da amostra

Para a determinacdo da atividade da Na',K'-ATPase o tecido foi
homogeneizado em 10 volumes de solugcdo de sacarose 0,32 mM contendo
HEPES 5,0 MM e EDTA 1,0 mM em pH 7,4. Os homogenatos foram centrifugados
a 3000 x RPM por 10 min a 4°C, o pellet foi descartado e o sobrenadante retirado
para o ensaio bioquimico.

Para determinar os parametros de estresse oxidativo, a hipocampo foi
homogeneizado em 10 volumes (1:10, p/v) de 20 mM tampéao fosfato de sédio, pH
7,4 contendo 140 mM KCI. Os homogenatos foram centrifugados a 3000 x
RPM por 10 min a 4°C, para descartar o nucleo e os detritos celulares. O pellet foi
descartado e o sobrenadante retirado para 0Ss ensaios bioquimicos. Os
homogeneizados foram usados de animais individuais, e eles nunca foram

agrupados. Todos os experimentos foram repetidos com diferentes animais.
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1.5 Determinacdo da Captacédo de Glutamato

A captacédo de Glu foi medida de acordo com Frizzo e colaboradores (Frizzo
et al., 2002). O hipocampo foi cortado em fatias de 400um que foram pré-incubadas
em solucdo salina balanceada de Hank (HBSS) a 35°C por 15 min, seguido pela
adicao de solucédo contendo 0,33 mCi / mL L-[2,3-3 H glutamato] com 100 mM de
Glu ndo marcado em 35°C. A incubacao foi interrompida apdés 5 min com duas
lavagens a frio com 1 ml de HBSS, imediatamente seguido pela adicdo de 0,5 N
NaOH. A captacdo de Glu independente de Na* foi determinada no gelo a 4°C. A
radioatividade incorporada foi medida utilizando um contador de cintilacdo em meio

liquido.

1.6 Determinacio da atividade da Na*,K*- ATPase

A atividade da enzima Na’,K*- ATPase foi mensurada de acordo com Wyse
a colaboradores (Wyse et al.,, 2000). A amostra foi incubada em meio MgCl, 5,0
mM, NaCl 80,0 mM, KCI 20,0 mM e Tris-HCI 40,0 mM em pH 7,4, em um volume
final de 170uL. A reacao foi iniciada pela adicdo de ATP. Os controles negativos
foram realizados nas mesmas condi¢des, porém com a adicdo de 1,0 mM de
ouabaina. A atividade da enzima Na*,K"ATPase foi calculada pela diferenca entre
os dois ensaios. O fosfato inorganico liberado foi medido pelo método de Chan e

colaboradores (Chan et al., 1986).

29



1.7 Determinacdo do Imunocontetdo das subunidades da Na*,K*- ATPase
A determinacdo do imunocontetdo foi realizado de acordo com Laemmli
(Laemmli, 1970), utilizando anticorpos especificos para as subunidades a;, a; e a3
da enzima Na',K*- ATPase. As proteinas foram separadas em mini gel SDS-PAGE
10% e transferidos para membrana de nitrocelulose utilizando um sistema de
Trans-Blot (Bio-Rad, Hercules CA). As amostras foram processadas e a
guimioluminescéncia detectada utilizando filmes de raios-X. Os filmes foram
digitalizados e a intensidade das bandas analisadas usando Image J software
(desenvolvido na E.U. National Institutes of Health e disponivel na Internet no

http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).

1.8 Determinacdo de TBARS

TBARS, indice de lipoperoxidacao, foi determinado de acordo com o método
descrito por Ohkaha e colaboradores (Ohkawa et al., 1979). A técnica consistiu na
adicdo de 25uL de uma solucdo de dodecil sulfato de sédio 8,1%, 195uL de
solucéo de acido acético 20% em pH 3,5 e 195uL de acido tiobarbiturico 0,8% em
100yl de homogenato de tecido em um eppendorf. Em seguida, o eppendorf foi
aguecido em banho de agua fervente por 60 min. Depois do resfriamento com agua
da torneira, a mistura foi centrifugada a 3000 x RPM por 10 min e o sobrenadante

retirado para determinagéo em espectrofotometro a 535 nm.

1.9 Determinacéo dos niveis de espécies reativas- DCFH
A producdo de espécies reativas foi medida de acordo com Lebel e

colaboradores (LeBel et al., 1992), método baseado na oxidacao do reagente 2'7'-
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diclorofluoresceina (DCFH). As amostras (60uL) foram incubadas por 30 min a
37°C, no escuro, com 240uL de solucdo de diacetato de 2'7'- diclorofluoresceina
(DCFDA) 100uM em placa de 96 pocos. O DCFDA é clivado por esterases
celulares e o DCFH eventualmente resultante é oxidado por espécies reativas
presentes nas amostras. A Ultima reacdo produz o composto fluorescente DCF
que foi medido em 488 nm de excitacdo e 525 nm de emissdo e os resultados
foram representados por nmol DCF/mg proteinas. A calibracdo da curva foi

realizada com padréao de DCF purificado.

1.10 Enzimas Antioxidantes

a) Superoxido Dismutase:

A atividade da SOD foi determinada de acordo com Marklund (Marklund,
1985). A técnica se baseou na capacidade de auto-oxidacdo do pirogalol, um
processo altamente dependente de O, que € substrato para a SOD. A inibicdo da
auto-oxidacdo desse composto ocorreu na presenca da SOD, cuja atividade foi

indiretamente medida em espectrofotbmetro a 412 nm.

b) Catalase:
A atividade da CAT foi baseada na medida da diminuicdo do consumo de
peréxido de hidrogénio (H202) em 240 nm, em uma reacdo contendo H,O, 20 mM

com 0,1 mM de Triton X-100, fosfato de potassio 10 mM, pH: 7,4. Uma unidade de
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CAT é definida em 1 uM de H,O, consumido por minuto. A atividade da CAT foi

representada em unidades/mg de proteina (Aebi, 1984).

1.11 Conteudo de sulfidrilas

Este parametro foi realizado de acordo com Aksenov e Markesbaery
(Aksenov and Markesbery, 2001). A oxidacdo de tiodis livres na amostra levou a
formacéo de pontes dissulfeto. O Acido 5,5 'ditio-bis (2-nitrobenzoico), reagente de
cor, é reduzido pelos tidis, e ndo pelos tidis oxidados, gerando um derivado
amarelo TNB, lido espectrofotometricamente em 412 nm. O conteudo de sulfidrilas
é inversamente proporcional ao dano oxidativo a proteina. Os resultados foram

representados como nmol TNB/mg proteina.

1.12 Determinacéo da atividade do Complexo Il

Imediatamente antes da técnica, as amostras foram congeladas e
descongeladas trés vezes para romper as membranas mitocondriais. A atividade
da succinato: DCIP oxirredutase foi medida em homogeneizado depois da reducao
a 2,6-dicloroindofenol a 600 nm com 700 nm de comprimento de onda de
referéncia (a2 = 19,1 mM-1cm-1 ) na presenca de metassulfato de fenazina, de
acordo com Fischer e colaboradores (Fischer et al., 1985). A mistura de reacao
consistiu de 40 mM de fosfato de potassio, pH 7,4, 16 mM succinato e DCIP 8uM
e foi pré-incubada com 40-80 mg de homogenato de proteina a 30°C por 20 min.
Posteriormente, para a atividade do complexo II, foi adicionado 4 mM de azida de

Na®, a fim de inibir a atividade do Complexo | e rotenona 7uM para inibir a
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atividade do complexo IV. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 40 mM DCIP e foi

monitorada por 5 min.

1.13 Determinacéo da atividade da Citocromo C Oxidase

A atividade da COX foi medida de acordo com Rustin e colaboradores
(Rustin et al., 1994). A atividade enzimatica foi mensurada observando a queda da
absorvancia devido a oxidacédo do citocromo c¢ anteriormente reduzido a 550 nm
com 580 nm de comprimento de onda de referéncia (& mM*cm™ = 19,1). O
tampdao de reacdo continha 10 mM fosfato de potassio, pH 7,0, 0,6 mM n-dodecil-
a-D-maltosideo e a reacgao foi iniciada com a adicdo de 2-4 mg de homogeneizado
protéico e 0,7 mg de citocromo c reduzido. A atividade da COX foi medida a 25°C

por 10 min.

1.14 Determinacédo dos niveis de ATP

Imediatamente apO6s os ratos serem sacrificados, o hipocampo foi
dissecado e congelado em nitrogénio liquido. A estrutura cerebral foi pesada e
homogeneizada em 1 ml de 0,1 M NaOH (para inativar a atividade das ATPases
celulares). As amostras foram analisadas usando o sistema de deteccdo de
Luminescéncia ATPlite (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA), de acordo com Witt et
al. (Witt et al., 2003). A quimioluminescéncia foi medida utilizando a microplaca
microbeta analisadora de cintilacdo Perkin-Elmer. As concentracdes de ATP foram
calculadas a partir de uma curva padrao, normalizado contra pesos de tecido em

gramas e expressa como pmol/g.
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1.15 Determinacédo Protéica
A determinacdo das proteinas totais foi realizada através do método
colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976), de Lowry et al. (Lowry et al., 1951) ou

de Peterson (Peterson, 1977), utilizando albumina bovina como padréo.

1.16 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao utilizando ANOVA

de uma via seguida pelo teste multiplo de Duncan quando F foi significativo.
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2. Resultados

Inicialmente, investigamos o efeito neuroprotetor da Guo sobre as
alteracOes causadas pela administragcédo cronica de Hcy sobre a captacdo de Glu.
Como mostrado no capitulo I, a Hcy diminuiu a captacéo de Glu em hipocampo de
ratos jovens. Entretanto, a Guo nao foi capaz de prevenir as alteragbes causadas

pela Hey [F (3,20) = 6,312; p < 0,01] (Figura 1).
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Figura 1. Efeito da administracdo crdnica de homocisteina e/ou guanosina sobre a captacéo de
glutamato em fatias de hipocampo de ratos jovens. Os dados estdo expressos como média + DP
para 5-7 animais em cada grupo. **p<0,01 comparado com controle (ANOVA de uma via, seguida

pelo teste mdltiplo de Duncan). Hcy: homocisteina; Guo: guanosina.
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Posteriormente, avaliamos o efeito protetor da Guo sobre a diminuicdo na
atividade da Na*,K'-ATPase causada pela hiper-hnomocisteinemia crénica severa.
A Figura 2 mostra que a Guo, per se, nao alterou esse paramentro, no entanto foi

capaz de prevenir as alteracdes causadas pela Hcy em hipocampo de ratos jovens

[F (3,20) = 3,97; p < 0,05].
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Figura 2. Efeito da administracdo crénica de homocisteina e/ou guanosina sobre a atividade da
Na",K'- ATPase em hipocampo de ratos jovens. Os dados estdo expressos como média + DP para
5-7 animais em cada grupo. *p<0,05 comparado com controle (ANOVA de uma via, seguida pelo

teste multiplo de Duncan). Hcy: homocisteina; Guo: guanosina.
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Também avaliamos o imunoconteudo das subunidades cataliticas ai, oz e
as; da Na',K'-ATPase em animais submetidos a administracdo crénica de Hcy
e/ou Guo. Como pode ser observado na Figura 3, a administracao de Hcy diminuiu
o imunocontetdo da subunidade a; (A) [F (3,12) = 9,46; p < 0,005]. A Guo nao
alterou, per se, esse parametro, no entanto, foi capaz de prevenir tal alteragéo.
Por outro lado, a administacéo de Hcy e/ou Guo né&o alterou o imunoconteudo das
subunidades a, (B) [F (3,12) = 0,007; p > 0,05] e a3 (C) [F (3, 12) = 0,267; p >

0,05] na estrutura cerebral estudada.
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Figura 3. Efeito da administracdo crénica de homocisteina e/ou guanosina sobre imunoconteddo
das subunidades da Na',K'- ATPase: a; (A), a, (B) e as (C) em hipocampo de ratos jovens. A
uniformidade de carga de gel foi confirmada com B-actina como padrdo (D). Os dados estdo
expressos como média = DP para 4 animais em cada grupo. A figura representativa do western
blot das subunidades esta disposta abaixo de cada grafico. **p<0,01 comparado com controle

(ANOVA de uma via, seguida pelo teste multiplo de Duncan). Hcy: homocisteina; Guo: guanosina.
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A fim de elucidar o possivel efeito antioxidante da Guo sobre as alteractes
causadas pela Hcy, investigamos os efeitos desse nucleotideo sobre os niveis de
espécies reativas e a atividade de enzimas antioxidantes. Como observado na
figura 4, a Guo nao foi capaz de prevenir 0 aumento nos niveis de espécies
reativas causado pela administracdo cronica de Hcy [F (3,23) = 5,665; p < 0,01];
Entretanto, ela foi capaz de prevenir a diminuicdo nas atividades das enzimas
antioxidantes SOD [F (3,20) = 20,197; p < 0,001] Figura 5 (a) e CAT [F (3,20) =
4,309; p < 0,05] Figura 5 (b) causadas pela Hcy. A Guo néo foi capaz de alterar,

per se, nenhum dos parametros citados anteriormente.
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Figura 4. Efeito da administracdo crénica de homocisteina e/ou guanosina sobre niveis de
espécies reativas em hipocampo de ratos jovens. Os dados estdo expressos como média + DP
para 5-7 animais em cada grupo. **p<0,01 comparado com controle (ANOVA de uma via, seguida

pelo teste multiplo de Duncan). Hcy: homocisteina; Guo: guanosina.
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Figura 5. Efeito da administracdo crénica de homocisteina e/ou guanosina sobre a atividade da
superoxide dismutase (A) e catalase (B) em hipocampo de ratos jovens. Os dados estao expressos
como média + DP para 5-7 animais em cada grupo. ***p<0,001, *p<0,05 comparado com controle

(ANOVA de uma via, seguida pelo teste multiplo de Duncan). Hcy: homocisteina; Guo: guanosina.
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A seguir, avaliamos se 0 estresse oxidativo causado pela Hcy promove
danos as biomoléculas (lipidios e proteinas) no hipocampo de ratos submetidos ao
modelo experimental crénico de hiper-homocisteinemia severa. Como observado
na figura 6, a Hcy promoveu aumento no TBARS, um marcador de
lipoperoxidacdo; a Guo néo foi capaz de prevenir tal alteracdo [F (3,20) = 7,378; p
< 0,01]. Na figura 7, mostramos que a administracao crénica de Hcy diminuiu os
niveis totais de sulfidrilas, uma medida de dano protéico. A Guo, per se, ndo
alterou os niveis de sulfidrilas, mas foi capaz de prevenir tal efeito causado pela

Hey [F (3,20) = 4,705; p < 0,05].
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Figura 6. Efeito da administracdo crénica de homocisteina e/ou guanosina sobre niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico em hipocampo de ratos jovens. Os dados estao
expressos como média + DP para 5-7 animais em cada grupo. **p<0,01 comparado com controle

(ANOVA de uma via, seguida pelo teste multiplo de Duncan). Hcy: homocisteina; Guo: guanosina.
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Figura 7. Efeito da administracédo cronica de homocisteina e/ou guanosina sobre niveis totais de
sulfidrilas em hipocampo de ratos jovens. Os dados estdo expressos como média + DP para 5-7
animais em cada grupo. *p<0,05 comparado com controle (ANOVA de uma via, seguida pelo teste

multiplo de Duncan). Hcy: homocisteina; Guo: guanosina.
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Para melhor compreensdo dos mecanismos pelos quais a Hcy exerce sua
neurotoxicidade, também investigamos o efeito da administracdo crénica de Hcy
sobre alguns parametros de metabolismo energético (Complexo I, COX e niveis
de ATP). A figura 8 mostra que a administracdo de Hcy e/ou Guo, nao alterou a
atividade do complexo Il da cadeia respiratéria [F (3,24) = 1,834; p > 0,05].
Entretanto, a figura 9 mostra que a hiper-homocisteinemia crénica severa diminuiu
a atividade da COX em hipocampo de ratos jovens e que a Guo apesar de nao
alterar, per se, esse parametro, preveniu tal alteracéo [F (3,20) = 4,427; p < 0,05].
Por fim, analisamos o efeito da administracdo de Hcy e/ou Guo sobre os niveis de
ATP, e 0s nossos resultados mostraram que ndo houve alteracdo significativa em

nenhum dos grupos avaliados [F (3,20) = 0,133; p > 0,05] (figura 10).
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Figura 8. Efeito da administragcao crénica de homocisteina e/ou guanosina sobre a atividade do
complexo Il em hipocampo de ratos jovens. Os dados estdo expressos como média + DP para 5-7
animais em cada grupo. p>0,05 (ANOVA de uma via, seguida pelo teste multiplo de Duncan). Hcy:

homocisteina; Guo: guanosina.
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Figura 9. Efeito da administracdo crénica de homocisteina e/ou guanosina sobre a atividade do
citocromo C oxidase em hipocampo de ratos jovens. Os dados estdo expressos como média + DP
para 5-7 animais em cada grupo. *p<0,05 (ANOVA de uma via, seguida pelo teste multiplo de

Duncan). Hcy: homocisteina; Guo: guanosina.
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Figura 10. Efeito da administracdo crénica de homocisteina e/ou guanosina sobre os niveis de
ATP em hipocampo de ratos jovens. Os dados estdo expressos como média £ DP para 5-7 animais
em cada grupo. p>0,05 (ANOVA de uma via, seguida pelo teste multiplo de Duncan). Hcy:

homocisteina; Guo: guanosina.

44



l1l. DISCUSSAO

A HCU é um EIM, que ocorre devido ao acumulo de Hcy, causada pela
deficiéncia da enzima CBS, resultando no bloqueio da via metabdlica de
transulfuracdo da Hcy a cisteina. A HCU foi reportada pela primeira vez em 1969
por McCully, com a identificacdo de homocistina [duas moléculas de Hcy ligadas
por ponte dissulfeto] na urina de uma paciente. Clinicamente, pacientes afetados
apresentam manifestacdes neurolégicas, tais como retardo mental, transtornos
psiquiatricos e convulsdes, 0s quais ainda possuem fisiopatologia desconhecida

(McCully, 1969; Mudd et al., 2001).

Para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nos danos
ocasionados por diversas doencas metabdlicas que ocorrem em humanos, 0s
modelos animais tém sido importantes instrumentos de pesquisa. Diversos
modelos de EIM ja foram desenvolvidos em nosso grupo, tais como a
fenilcetonuria (Wyse et al., 1995), a hiperprolinemia do tipo Il (Moreira et al., 1989)

e também a HCU cléssica (Streck et al., 2002b).

Utilizando o modelo animal de HCU classica, citado anteriormente, foram
realizados diversos estudos em nosso grupo de pesquisa com a finalidade de
compreender 0os mecanismos pelos quais a Hcy exerce efeitos toxicos. Os
resultados mostraram que a administracdo de Hcy alterou parametros de

metabolismo energético (Streck et al., 2003a), diminuiu a atividade da Na*,K'-
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ATPase (Matte et al., 2004) e induziu estresse oxidativo em cérebro de ratos
(Wyse et al., 2002; Streck et al., 2003c; Matte et al., 2009). Além disso, a hiper-
homocisteinemia crbénica severa também diminuiu a captacdo de Glu em cortex

parietal de ratos (Matte et al., 2010).

A captacdo de Glu € um mecanismo crucial de desativacdo de sinalizagcéao
glutamatérgica no cérebro, mediada pelos transportadores de Glu (Danbolt, 2001).
Com base nessas informacdes, decidimos expandir a nossa investigacao, a fim de
elucidar se essa alteracdo também ocorre no hipocampo, uma estrutura cerebral
essencial para processos de memoria espacial, e que tem se mostrado alterada
em ratos submetidos a administracdo de Hcy (Streck et al., 2004). Nossos
resultados mostraram que a hiper-homocisteinemia crénica severa diminuiu

significativamente a captacdo de Glu no hipocampo de ratos jovens.

Além disso, tem sido sugerido que a captacdo de Glu estda associada a
atividade da Na'K'-ATPase, desde que os transportadores de Glu sio
dependentes do gradiente eletroquimico de Na' gerado por esta enzima para
realizar o transporte (Rose et al., 2009). Considerando o que foi exposto, também
investigamos o efeito da administracdo de Hcy sobre a atividade da Na'*,K'-
ATPase. Nossos resultados mostraram que a Hcy diminuiu a atividade da Na*,K*-
ATPase no hipocampo de ratos. Portanto, a ineficaz captacdo de Glu encontrada
em hipocampo de ratos submetidos a hiper-homocisteinemia crbnica severa, pode

estar intimamente ligada a inibicdo na atividade da Na',K'-ATPase apresentada

em nosso estudo.
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Uma vez que os radicais livres podem prejudicar o transporte de Glu pela
oxidacdo direta do grupamento-SH da proteina transportadora (Volterra et al.,
1994; Sheldon and Robinson, 2007) e inibir a Na*,K*-ATPase (Siems et al., 1996;
Potts et al., 2006; Pari and Murugavel, 2007), investigamos a influéncia da Vit C,
um antioxidante classico, sobre os efeitos causados pela Hcy na captacdo de Glu
e sobre a atividade da Na*,K'-ATPase. Nossos resultados mostraram que a Vit C
foi capaz de prevenir a diminuicdo na captacdo de Glu e a inibicdo da atividade da
Na®',K'-ATPase causadas pela Hcy, sugerindo o envolvimento do estresse

oxidativo em tais efeitos.

Espécies reativas podem ser geradas de diversas formas pela Hcy, entre
elas via auto-oxidacao, produzindo superéxido (Loscalzo, 1996; Dayal et al., 2004;
Faraci and Lentz, 2004), e via superativacdo dos receptores NMDA (Lipton et al.,
1997; Das, 2003), permitindo o influxo excessivo de Ca*" e a ativacdo da 6xido
nitrico sintase, com consequente producdo de espécies reativas em neurbnios.
Considerando que essas alteracdes podem levar a um prejuizo na funcéo
neuronal e pré-dispor ao dano cerebral (Culcasi et al., 1994; Gbadegesin et al.,
1999; White et al., 2001; Nelson et al., 2003), estendemos nosso estudo para
investigar outros parametros de estresse oxidativo que podem estar relacionados

aos efeitos toxicos da Hcy no hipocampo de ratos.

Nossos resultados mostraram que administracédo crénica de Hcy aumentou
0S niveis de espécies reativas em hipocampo de ratos jovens e que a Vit C foi

capaz de prevenir tal efeito. No entanto, observamos que Vit C, per se, também
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aumentou os niveis de espécies reativas. Esse achado esta de acordo com estudo
(Bromme et al., 2008) que mostrou o efeito pré-oxidante da Vit C sobre a oxidac&o
do DCFH induzida por OH". Além disso, outros estudos recentes tém demonstrado
gue essa vitamina pode atuar como pré-oxidante, gerando peroxido de hidrogénio
e radical ascorbato em concentracfes farmacoldgicas (Chen et al., 2007; Chen et

al., 2008).

Posteriormente, no presente trabalho, analisamos o efeito da hiper-
homocisteinemia crénica severa sobre as defesas antioxidantes enzimaticas, que
sdo responsaveis pela remocdo de espécies reativas no nosso organismo.
Resultados mostraram que a administracdo crénica de Hcy reduziu as atividades
da SOD e da CAT no hipocampo de ratos e que a administracdo de Vit C preveniu
tais efeitos. Acreditamos que esse desequilibrio entre as enzimas antioxidantes,
causado pela Hcy, provavelmente altere a eliminacdo de espécies reativas,
aumentando a quantidade de radicais livres. Esses efeitos observados podem
estar relacionados, pelo menos em parte, a capacidade da Hcy em inibir a
expressdo de enzimas antioxidantes como ja foi observado na GHS-Px e SOD

(Upchurch et al., 1997; Yamamoto et al., 2000).

Embora ndo possamos explicar precisamente os mecanismos pelos quais a
Hcy exerce seus efeitos sobre o metabolismo glutamatérgico é razoavel propor
gue o estresse oxidativo pode estar envolvido em tais alteracdes, desde que a Vit
C, um antioxidante classico, preveniu os efeitos oxidativos da Hcy e a inibicdo da

Na®,K'-ATPase. Em conjunto, esses dados sugerem que a Hcy induz estresse
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oxidativo, prejudicando direta e indiretamente a captacdo de Glu através do efeito
das espécies reativas sobre os transportadores e sobre a inibicdo da atividade da

Na®,K*-ATPase, respectivamente.

A seguir, investigamos o possivel efeito protetor da Guo sobre as alteracdes
causadas pela Hcy, desde que esse nucleotideo tem demonstrado efeito
modulador em modelos animais que envolvem o metabolismo glutamatérgico (Dal-
Cim et al.; Ferreira et al.; Molz et al., 2009). Estudos prévios mostraram que hiper-
homocisteinemia crénica severa diminuiu a captacdo de Glu em cortex parietal e
hipocampo de ratos (Matte et al., 2010; Machado et al., 2011) e o imunoconteudo
dos transportadores GLAST e GLT-1 em cortex parietal de ratos (Matte et al.,
2010). Porém, nossos resultados mostraram que a Guo nao foi capaz de prevenir
a diminuicdo na captacao de Glu causada pela administracdo crénica de Hcy em

hipocampo de ratos.

Como mostrado no capitulo | dessa dissertacéo, a Hcy inibiu a atividade da
Na®,K'-ATPase em hipocampo de ratos de 21 dias. A Guo preveniu tal efeito
causado pela Hcy. Com o intuito de avaliar os mecanismos envolvidos nessa
prevencdo, avaliamos o efeito da administracdo de Hcy e/ou Guo sobre o
imunocontetdo das subunidades cataliticas da Na*,K*-ATPase a3, a, e as. Nossos
resultados mostraram que a administracdo cronica de Hcy diminuiu o
imunoconteddo da subunidade a; da Na',K'-ATPase, e n&o alterou as
subunidades a, e as. Nossos experimentos também mostraram que a Guo foi

capaz de prevenir essa alteracdo no imunoconteudo da subunidade aj,
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fundamental para a fungdo catalitica da Na*,K*-ATPase neuronal, indicando um
possivel mecanismo neuroprotetor sobre a inibicdo dessa enzima. NO0SSO0S
achados permitem sugerir que a ineficacia da Guo em prevenir os efeitos da Hcy
sobre o sistema glutamatérgico hipocampal possa ser devido aos complexos
mecanismos pelos quais a Hcy atua nesse sistema, tais como nos transportadores
de Glu. Novos estudos serdo necessarios para elucidar os mecanismos dos

efeitos da Hcy sobre o sistema glutamatérgico.

Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo, a Guo ndo preveniu o
aumento das espécies reativas causado pela Hcy, porém foi capaz de prevenir a
inibicdo na atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em hipocampo de
ratos. Apesar de a Guo ter prevenido a diminuicdo da atividade das enzimas
antioxidantes causada pela Hcy, provavelmente, essa modulacdo nao foi
suficiente para a depuracao total dos niveis de espécies reativas presentes em

hipocampo de ratos, como veremos a segulir.

O efeito da administracdo crénica de Hcy e da Guo sobre os niveis de
TBARS, um parametro classico para avaliacdo de peroxidacao lipidica foi
investigado. Nossos resultados mostraram que a administragcdo cronica de Hcy
aumentou os niveis de TBARS no hipocampo de ratos jovens. Porém, a

administracdo concomitante de Guo nao foi capaz de prevenir tal alteracéo.

Considerando que a Hcy é conhecida como um potente agente oxidante do

grupamento-SH, induzindo a producdo de espécies reativas (Radi et al., 1991)
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através da sua auto-oxidacdo (Dayal et al.,, 2004; Faraci and Lentz, 2004),
avaliamos também outro indicador de dano tecidual, os niveis de sulfidrilas. Os
resultados indicaram que a hiper-homocisteinemia cronica severa diminuiu 0s
niveis de sulfidrilas no hipocampo de ratos, e que a Guo preveniu tal alteracéo.
Sabendo que os grupos sulfidrilas s@o essenciais para a atividade catalitica da
Na',K'-ATPase (Radi et al., 1991; Kurella et al., 1999; Wang et al., 2003),
podemos sugerir que a prevencao das sulfidrilas € um mecanismo pelo qual a Guo

age como protetor na diminuicdo da atividade da Na*,K*-ATPase.

Baseado em estudos que mostram que anormalidades no metabolismo
energético parecem estar envolvidas na fisiopatologia de doencas que afetam o
SNC (Heales et al., 1999; Blass, 2001; Schurr, 2002; Beal, 2005; Petrozzi et al.,
2007), avaliamos o efeito da hiper-homocisteinemia cronica severa sobre as
atividades do complexo Il e da enzima COX em ratos de 21 dias. Nossos
resultados mostraram que a administracdo crénica de Hcy ndo alterou a atividade
do complexo Il, porém diminuiu a atividade da enzima COX, sugerindo que a Hcy
pode alterar o funcionamento da cadeia respiratoria em cérebro de ratos jovens.
Além disso, também mostramos que a Guo foi capaz de prevenir a diminuicdo na

atividade da COX.

A COX, complexo IV da cadeia respiratoria mitocondrial, catalisa a
transferéncia de elétrons do citocromo ¢ para o O, (Capaldi, 1990). Tem sido
descrito que os radicais livres podem danificar os componentes mitocondriais

(Sharpe and Cooper, 1998; Cadenas and Davies, 2000) e que produtos da
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peroxidacao lipidica como o malondialdeido podem prejudicar a atividade da COX
(Chen et al., 2000; Chen et al., 2001), podendo levar a reducdo incompleta do O,
e, por consequéncia, a formacao de radicais livres e diminuicdo da producéo de

ATP (Gupta et al., 2001; Milatovic et al., 2001).

Considerando que uma inibicdo na atividade da COX pode estar
relacionada a uma menor disponibilidade de ATP (Gupta et al., 2001; Milatovic et
al., 2001), avaliamos os niveis de ATP no hipocampo de ratos submetidos a
administracdo crbnica de Hcy e/ou Guo. Nossos resultados mostraram que 0s
niveis de ATP ndo foram alterados pela hiper-homocisteinemia crénica, e nem
pela administracdo de Guo. Nossos dados corroboram com estudos que mostram
que a producdo de ATP é regulada por inUmeros mecanismos compensatorios
mitocondriais, a fim de manter a repiracdo celular e a producdo de ATP, mesmo
gquando as células sdo submetidas a insultos (Rossignol et al.,, 2003). Esses
mecanismos incluem complexos da cadeia respiratéria estocados como reserva
na matriz mitocondrial, conhecidos como supercomplexos (Rossignol et al., 2003).
Nossos achados reforcam a hipétese que a inibicdo da Na',K*-ATPase causada

pela Hcy é devido principalmente ao estresse oxidativo uma vez que o

fornecimento de energia para a sua atividade parece nao estar prejudicado.

Embora os mecanismos responsaveis pelo dano cerebral presente nos
pacientes homocistindricos sejam pouco conhecidos, demonstramos ao longo
desse trabalho que a HCU classica experimental comprometeu o metabolismo

glutamatérgico cerebral provavelmente através da indugcéo do estresse oxidativo,
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pela inibicdo da atividade da Na',K'-ATPase e/ou por outros mecanismos que
necessitam ser avaliados no futuro, tal como os transportadores de glutamato.
Também demonstramos que a Hcy prejudicou 0 metabolismo energético,
observado através da diminuicdo da COX, e nao alterou os niveis de ATP. Através
da administracdo da Vit C e Guo mostramos algumas possibilidades de prevencao
para os efeitos causados pela Hcy. Esses achados podem ser relevantes para o
entendimento das alteracBes neuroldgicas presentes na HCU classica e como

possiveis estratégias de neuroprotecao.
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IV. CONCLUSOES

1. A administracdo cronica de Hcy diminui a captacdo de Glu em
hipocampo de ratos jovens;

2. A hiper-homocisteinemia cronica severa reduz a atividade da Na*,K*-
ATPase e diminui o imunoconteudo da subunidade catalitica a; dessa enzima em
hipocampo;

3. A hiper-homocisteinemia cronica severa aumenta o nivel de espécies
reativas em hipocampo de ratos;

4. A administragdo cronica de Hcy diminui a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT na mesma estrutura;

5. A hiper-homocisteinemia cronica severa aumenta o dano a
biomoléculas (TBARS e SULFIDRILAS);

6. A administragéo cronica de Hcy diminui a atividade da COX, e ndo
altera a atividade do complexo Il e niveis de ATP em hipocampo;

7. A administragcdo concomitante de Vit C previne alteragbes no
metabolismo glutamatérgico (captagdo de Glu), na atividade da Na*,K*-ATPase e
em parametros de estresse oxidativo (DCFH e atividade da SOD e CAT),
causados pela Hcy em hipocampo de ratos jovens;

8. A administracdo concomitante de Guo previne a diminuicdo na
atividade da Na*,K*-ATPase e no imunocontetdo da sua subunidade a1, a inibicido

das enzimas antioxidantes SOD e CAT, os niveis de sulfidrilas, bem como a
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diminuicdo da COX em hipocampo de ratos de 21 dias submetidos a HCU classica
experimental.

A partir desses achados sugerimos que a administracdo da Vit C e da Guo
pode ser benéfica como terapia adjuvante na homocistinuria classica. Entretanto,
mais estudos sd80 necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nas

modulac¢des mostradas nesse estudo.
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V. PERSPECTIVAS

. Investigar o efeito da administracdo cronica de Hcy sobre o
imunocontetudo dos transportadores de Glu GLAST e GLT-1 em hipocampo de
ratos jovens;

o Avaliar o efeito da hiper-homocisteinemia crbnica severa sobre a
atividade da enzima glutamina sintetase em hipocampo;

o Avaliar o efeito neuroprotetor da administragéo cronica de Vit C sobre
a alteracdo da COX;

. Avaliar o efeito da administracdo cronica de Hcy e/ou Guo e Vit C
sobre outros parametros mitocondriais, tais como massa e potencial de membrana

mitocondrial.
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