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“Ainda que eu falasse a lingua dos

homens e dos anjos e ndo tivesse amor,

seria como o metal que soa,

OuU como 0 Sino que tine.
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e conhecesse todos 0s mistérios e toda a ciéncia,
e ainda que tivesse toda a fé,

de maneira tal que transportasse os montes,
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| Cor 13, 1-2.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Carlos Severo Dutra Filho, pela orientacdo e amizade.

Aos demais professores do Grupo de Erros Inatos do Metabolismo, Moacir Wajner,

Clovis Wannmacher e Angela T. S. Wyse, pelas criticas construtivas e sugestées.

Aos amigos dos laboratoérios 34, 36 e 38, pela colaboracéo constante.

Aos bolsistas de iniciacdo cientifica, pela dedicacéo e interesse.

Ao CNPq, pela bolsa concedida.

Aos meus pais, Sandro (in memoriam) e Elza, por tudo.

Aos meus irmaos, especialmente ao Flavio, pela confianga e incentivo.

Ao Fabiano, pelo companheirismo, admiracéo e amor.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

ABSTRACT

1 INTRODUCAO 12
1.1 DEFICIENCIA DA SEMIALDEI'DO SUCCINICO DESIDROGENASE (OU
ACIDURIA y-HIDROXIBUTIRICA) 12
1.1.1 Historico 14
1.1.2 Caracteristicas Clinicas 14
1.1.3 Caracteristicas Bioquimicas 15
1.1.4 Caracteristicas Genéticas 17
1.1.5 Diagnéstico 17
1.1.6 Tratamento 18
1.2 EFEITOS DO ACIDO y-HIDROXIBUTIRICO 19
1.3 ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO 20
1.3.1 Aspectos Gerais 20
1.3.2 Defesas Antioxidantes 24
1.3.2.1 Defesas Antioxidantes Enzimaticas 24
1.3.2.1.1 Superoxido dismutase 24
1.3.2.1.2 Catalase 25
1.3.2.1.3 Glutationa peroxidase 26
1.3.2.2 Defesas Antioxidantes Nao-Enzimaticas 27
1.3.2.2.1 Glutationa 27
1.3.2.2.2 a-Tocoferol 27

1.3.2.2.3 Acido ascorbico 28



1.3.3 Estresse Oxidativo

1.3.4 Estresse Oxidativo e Sistema Nervoso Central
2 OBJETIVOS

3 ARTIGO CIENTIFICO

4 DISCUSSAO

5 CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

28
29

31

32

58

62

63



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Metabolismo do GABA e a sua relacdo com a deficiéncia da semialdeido

succinico desidrogenase 13



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com deficiéncia da

semialdeido succinico desidrogenase 15



LISTA DE ABREVIATURAS

CAT Catalase

ERN Espécies reativas de nitrogénio

ERO Espécies reativas de oxigénio

Fe*? fon ferroso

Fe*? fon férrico

GABA Acido y-aminobutirico

GPX Glutationa peroxidase

GR Glutationa redutase

GSH Glutationa reduzida

GSSG Glutationa oxidada

H,O, Perdxido de hidrogénio

LOOH Hidroperéxido organico

NADP" Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidada
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
NO* Oxido nitrico

0O,* Radical superoéxido

OH* Radical hidroxila

ONOO" Peroxinitrito

ONOOH Acido peroxinitroso

SOD Superoxido dismutase

TAR Reatividade antioxidante total



TBA-RS Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TRAP Potencial antioxidante total



RESUMO

A deficiencia da semialdeido succinico desidrogenase, ou aciduria
y-hidroxibutirica, € um erro inato do metabolismo do acido y-aminobutirico.
Bioquimicamente, € caracterizada pelo acumulo de elevadas concentracdes do
acido y-hidroxibutirico nos tecidos, liquido cefalorraquidiano, sangue e urina dos
pacientes. As manifestacdes clinicas descritas nesses pacientes sdo muito variadas
e inespecificas, mas observa-se que 0s principais sintomas e sinais clinicos sao
neurologicos. Entretanto, os mecanismos responsaveis pela disfuncdo neurologica
desses pacientes sdo pouco conhecidos. Neste trabalho, o efeito in vitro do acido
y-hidroxibutirico foi investigado sobre a quimiluminescéncia, as substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBA-RS), o potencial antioxidante total (TRAP), a reatividade
antioxidante total (TAR) e as atividades das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) em
homogeneizados de coOrtex cerebral de ratos jovens com o intuito de esclarecer, ao
menos em parte, a etiopatogenia dos sintomas neurologicos caracteristicos dessa
doenca. O &cido y-hidroxibutirico aumentou significativamente a quimiluminescéncia
e 0s niveis de TBA-RS, enquanto que o TRAP e o TAR foram marcadamente
reduzidos. No entanto, as atividades das enzimas antioxidantes n&o foram alteradas
pelo acido y-hidroxibutirico. Esses resultados indicam que o acido y-hidroxibutirico
estimula a lipoperoxidacdo e reduz as defesas antioxidantes nao-enzimaticas,
sugerindo a participacdo do estresse oxidativo na neuropatologia da deficiéncia da
semialdeido succinico desidrogenase. Porém, esses achados devem ser

confirmados em pacientes afetados por essa doenca.

Palavras-chave: deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase; &acido

y-hidroxibutirico; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Succinic  semialdehyde  dehydrogenase  (SSADH) deficiency, or
v-hydroxybutyric aciduria, is a neurometabolic inherited disorder caused by an
enzyme deficiency in y-aminobutiric acid degradation. It is biochemically
characterized by increased concentrations of y-hydroxybutyric acid in cerebrospinal
fluid, blood, tissues and urine of affected patients. Clinical manifestations are
variable, ranging from mild retardation of mental, motor, and language development
to more severe neurological defects associated with hypotonia, ataxia and seizures.
However, the underlying mechanisms of the neuropathology of SSADH deficiency
are practically unknown. In the present study, the in vitro effect of 0.1-1.0 mM
y-hydroxybutyric acid was studied on chemiluminescence, thiobarbituric acid-reactive
substances (TBA-RS), total radical-trapping antioxidant potential (TRAP), total
antioxidant reactivity (TAR), and the activities of the antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPX) in cerebral
cortex homogenates of young rats. y-Hydroxybutyric acid significantly increased
chemiluminescence and TBA-RS levels while TRAP and TAR measurements were
markedly diminished. However, the activities of the antioxidant enzymes were not
altered by y-hydroxybutyric acid. The results indicate that y-hydroxybutyric acid
induces lipid peroxidation and reduces the non-enzymatic antioxidants defenses,
strongly suggesting the participation of oxidative stress in the neuropathology of
SSADH deficiency. If these effects also occur in humans, it is possible that they

might contribute to the brain damage of SSADH-deficient patients

Keywords: succinic semialdehyde dehydrogenase deficiency, y-hydroxybutyric acid,

oxidative stress.



1 INTRODUCAO

1.1 DEFICIENCIA DA SEMIALDEIDO SUCCINICO DESIDROGENASE

(OU ACIDURIA y-HIDROXIBUTIRICA)

A deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase, ou aciduria
y-hidroxibutirica, € um erro inato do metabolismo do &cido y-aminobutirico (GABA).
As enzimas GABA transaminase e semialdeido succinico desidrogenase convertem
o GABA em acido succinico, que pode ser utilizado como fonte de energia através
de sua entrada no ciclo de Krebs. Entretanto, quando a atividade da enzima
semialdeido succinico desidrogenase esta deficiente, o semialdeido succinico se
acumula e é reduzido a acido y-hidroxibutirico (Figura 1). Consequentemente, ocorre
um aumento das concentracbes do &cido y-hidroxibutirico nos tecidos e fluidos

fisioldgicos dos pacientes afetados por essa doenca (GIBSON & JAKOBS, 2001).
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Figura 1. Metabolismo do GABA e a sua relacdo com a deficiéncia da semialdeido

succinico desidrogenase. Fonte: GROPMAN, 2003.
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1.1.1 Histérico

JakoBs et al. (1981) identificaram o primeiro caso da deficiéncia da
semialdeido succinico desidrogenase em um menino turco que apresentava retardo
no desenvolvimento motor e mental, ataxia ndo-progressiva e hipotonia muscular. A
presenca de elevadas concentracbes do &cido v-hidroxibutirico nos fluidos
fisiologicos (liquido cefalorraquidiano, sangue e urina) e do semialdeido succinico na
urina desse paciente fez com que esses pesquisadores propusessem a deficiéncia
da semialdeido succinico desidrogenase como causa desses achados visto que, em
condicBes fisiologicas, o &cido y-hidroxibutirico é encontrado em pequenas
guantidades e o semialdeido succinico ndo € detectado como metabdlito endégeno
do sistema nervoso central. Algum tempo depois, a hipétese de JAKOBS et al. (1981)
foi confirmada com a comprovacdo da deficiéncia da semialdeido succinico

desidrogenase em lisados de linfocitos (GIBSON et al., 1984).

1.1.2 Caracteristicas Clinicas

As caracteristicas clinicas descritas em pacientes com a deficiéncia da
semialdeido succinico desidrogenase sdo muito variadas e inespecificas (Tabela 1),
porém observa-se que 0s principais sintomas e sinais clinicos sao neurolégicos.

Além dos sintomas clinicos heterogéneos, os pacientes afetados pela
deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase ndo desenvolvem alteracbes
metabolicas, tais como acidose, hiperamonemia, hipoglicemia e retardo no
crescimento, comuns em outros erros inatos do metabolismo (JAkoBS et al., 1993;

GIBSON et al. 1997).
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Tabela 1. Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com deficiéncia da

semialdeido succinico desidrogenase.

Caracteristica clinica Frequéncia (n=60)

Retardo

e mental 50 (83%)

o fala 49 (82%)

e motor 45 (75%)
Hipotonia 48 (80%)
Convulsdes 38 (63%)
Problemas de comportamento 30 (50%)
Ataxia 29 (48%)
Hiporreflexia 27 (45%)
Problemas oculares 15 (25%)
Sintomas gastrointestinais 13 (22%)
Problemas neonatais 08 (13%)

Adaptada de PEARL et al., 2003.

1.1.3 Caracteristicas Bioquimicas

A principal alteracdo bioquimica encontrada nos pacientes com a deficiéncia
da semialdeido succinico desidrogenase € o acumulo do &cido y-hidroxibutirico nos
fluidos fisiol6gicos. A concentracdo do acido y-hidroxibutirico pode atingir 0,6 mM no
liguido cefalorraquidiano, 1,0 mM no sangue e 2,5 mM na urina desses pacientes

(Jakoss et al., 1981; GiBSON et al., 1984; GIBSON & JAKOBS, 2001).
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Além do &cido y-hidroxibutirico, o GABA e o acido homovanilico foram
detectados em elevadas concentragfes no liquido cefalorraquidiano de alguns
pacientes (GIBSON & JAKoBS, 2001; ISHIGURO et al., 2001; GiBsoN et al., 2003;
PEARL et al., 2003).

A excrecao urinaria dos acidos 3,4-diidroxibutirico, 3-ceto-4-hidroxibutirico e
glicdlico indica que o excesso do &acido y-hidroxibutirico é metabolizado por
B-oxidacdo. A conversdo do acido glicélico em glicina pode explicar, em parte, o
aumento dos niveis de glicina nos fluidos fisiolégicos dos pacientes (GIBSON &
Jakoss, 2001).

A a-oxidagdo do acido y-hidroxibutirico é representada pela eliminacdo dos
acidos 2,4-diidroxibutirico e 3-hidroxipropidnico na urina dos pacientes. O acido
3-hidroxipropidnico e a aciduria dicarboxilica, que ocorre secundariamente a inibicao
da pB-oxidacdo mitocondrial, podem interferir no diagnostico da deficiéncia da
semialdeido succinico desidrogenase, porque refletem desordens do metabolismo
do propionil-CoA e acil-CoA, respectivamente (GIBSON & JAKOBS, 2001).

A presenca dos acidos treo- e eritro-4,5-diidroxihexandico (e suas lactonas
correspondentes) na urina de alguns pacientes é extremamente relevante, porque
esses compostos nao foram identificados em outros erros inatos do metabolismo.
Portanto, esses acidos organicos podem ser considerados marcadores especificos
para a deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase, além do &cido
y-hidroxibutirico. BROWN et al. (1987) sugeriram que o acido 4,5-diidroxihexandico e
seus derivados sdo produtos da condensacdo do semialdeido succinico com

intermediarios de dois carbonos do metabolismo do piruvato.
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1.1.4 Caracteristicas Genéticas

A deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase apresenta um padréo
de heranca autossdmico recessivo. Diversas mutacdes no gen da semialdeido
succinico desidrogenase, cuja localizacdo é o0 cromossomo 6p22, foram
identificadas, indicando que esse polimorfismo € suficientemente importante para
permitir uma variagdo da atividade enzimatica entre os individuos afetados

(BLAsI et al., 2002; AKABOSHI et al., 2003).

1.1.5 Diagnéstico

Devido a heterogeneidade dos sintomas, o diagnéstico da deficiéncia da
semialdeido succinico desidrogenase nédo pode ser feito baseado nas manifestacdes
clinicas. Entretanto, a identificacdo e a quantificacdo do &cido y-hidroxibutirico
através de métodos cromatogréaficos nos fluidos fisiol6gicos, principalmente na urina,
€ de crucial importancia para a confirmacdo diagndstica, além de avaliar a
deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase em leucdécitos e/ou fibroblastos
dos pacientes (GIBSON & JAKOBS, 2001).

O diagnostico pré-natal € realizado pela determinacdo da atividade da
semialdeido succinico desidrogenase em puncdo de corddo umbilical (coleta de
sangue fetal) ou amniocentese juntamente com a andlise do &cido
y-hidroxibutirico no liquido amniético (THORBURN et al., 1993) e de mutacBes em

cultura de leucacitos ou linfoblastos (HOGEMA et al, 2001).
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1.1.6 Tratamento

As estratégias terapéuticas tém tido como finalidade diminuir a formacao do
acido y-hidroxibutirico, uma vez que o aumento dos niveis desse &cido esta
associado as manifestagdes clinicas encontradas nos pacientes com a deficiéncia da
semialdeido succinico desidrogenase.

Embora ndo exista um tratamento eficaz para a deficiéncia da semialdeido
succinico desidrogenase, o anticonvulsivante vigabatrina, inibidor irreversivel da
GABA transaminase, € amplamente utilizado (GiBSON & JakoBs, 2001).
Teoricamente, a vigabatrina deveria suprimir a formacéo do semialdeido succinico e
do &cido y-hidroxibutirico com concomitante aumento das concentracdes cerebrais
do GABA. Porém, a reducdo dos niveis do acido y-hidroxibutirico no liquido
cefalorraquidiano foi insignificante nos pacientes tratados com vigabatrina,
favorecendo a idéia de que ocorre um suprimento periférico do acido y-hidroxibutirico
(HoweLLs et al., 1992). Além disso, os resultados clinicos variaram de melhoras no
comportamento e ataxia em alguns casos, até exacerbacdo, ou mesmo inducéo, de
crises convulsivas em outros (GIBSON & JAKOBS, 2001; GROPMAN, 2003).

Outros anticonvulsivantes usados no tratamento da deficiéncia da
semialdeido succinico desidrogenase sdo a carbamazepina e a lamotrigina. No
entanto, 0os agentes terapéuticos promissores sao os antagonistas dos receptores do
acido y-hidroxibutirico (NCS-382) ou GABAérgicos (CPG 35348) (GIBSON & JAKOBS,
2001; GROPMAN, 2003; PEARL et al., 2003).

Manifestacbes clinicas como, por exemplo, agressividade, alucinagdes,
ansiedade e hipercinesia tém sido tratadas com medicacdes especificas para esses

sintomas (PEARL et al., 2003).
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1.2 EFEITOS DO ACIDO y-HIDROXIBUTIRICO

O acido y-hidroxibutirico € um constituinte endégeno do sistema nervoso
central sintetizado a partir do GABA através das enzimas GABA transaminase e
semialdeido succinico redutase em neurénios GABAEérgicos ou naqueles neurénios
capazes de formar GABA (MAITRE, 1997).

A sua localizacdo sinaptossomal, a presenca de mecanismos proprios de
liberacdo e recaptacdo, e a distribuicdo cerebral heterogénea dos receptores do
acido y-hidroxibutirico de baixa e alta afinidade sugerem que o acido y-hidroxibutirico
atue como um neurotransmissor ou neuromodulador (MAITRE, 1997).

A administracdo exdgena do acido y-hidroxibutirico causa alteracdes
eletrofisiolégicas, bioquimicas e comportamentais de forma dose-dependente.
Estudos eletrofisiolégicos sobre o efeito farmacoldgico de baixas e altas doses do
acido y-hidroxibutirico indicaram a existéncia de uma resposta mediada por
receptores do acido y-hidroxibutirico e GABAérgicos, respectivamente. Essa acgao
GABAérgica poderia ser induzida pelo controle do &cido y-hidroxibutirico sobre a
liberagdo do GABA ou através da sintese do GABA a partir do acido
y-hidroxibutirico (MAITRE, 1997).

Achados bioquimicos mostram que o &cido y-hidroxibutirico influencia a
atividade de diferentes neurotransmissores. Os efeitos desse acido sobre a atividade
do sistema dopaminérgico estdo entre os mais estudados. A administracdo de
baixas doses de acido y-hidroxibutirico hiperpolariza as estruturas dopaminérgicas,
causando uma reducdo na liberacdo de dopamina, enquanto que doses maiores
estimulam a sintese e 0 acumulo tecidual de dopamina com subseqiiente aumento

de sua liberacdo. Mesmo assim, é importante salientar que o &cido y-hidroxibutirico
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ndo inibe as enzimas responsaveis pela degradacdo da dopamina - monoamino
oxidase e catecol-o-metil-transferase (MAMELAK, 1989; CAsH, 1994; MAITRE, 1997).

Aliado a isso, experimentos in vitro demonstraram que 1,0 mM do &cido
y-hidroxibutirico ndo s6 aumentou a liberagdo de dopamina apds uma inibicdo inicial
(HECHLER et al.,, 1991), mas também comprometeu o metabolismo energético
mitocondrial através da diminuicdo da producdo de CO, e, como consequUéncia,
inibiu a sintese lipidica (SILVvA et al., 1999).

Além disso, a administracdo do acido y-hidroxibutirico em animais provocou
modificacbes comportamentais e eletroencefalograficas semelhantes aquelas
comumente observadas nas convulsbes de auséncia. De fato, o acido
y-hidroxibutirico apresenta propriedades sedativas e, por isso, foi usado como
adjuvante em anestesias gerais. Atualmente, o acido y-hidroxibutirico tem sido
utiizado no tratamento de pacientes narcolépticos, catalépticos e viciados em
drogas, apesar de também ser usado como droga de abuso (MAMELAK, 1989; CASH,

1994; MAITRE, 1997; WONG et al., 2004).

1.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

1.3.1 Aspectos Gerais

O termo espécies reativas do oxigénio (ERO) refere-se aos radicais livres
dele derivados e aos outros estados do oxigénio, como o0 oxigénio “singlet” e o
peréxido de hidrogénio. Um radical livre € definido como qualquer espécie quimica
capaz de ter existéncia independente e que conttm um ou mais elétrons

desemparelhados. Os radicais livres sdo formados em um cenario de oxirreducao ou
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se, no rompimento de uma ligacdo covalente, cada um dos &tomos envolvidos ficar
com um elétron (fissdo homolitica) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbio, pelo menos 95%
do oxigénio molecular sofre reducéo tetravalente, resultando na geracdo de agua.
Durante esse processo, 0s radicais superoxido, hidroperoxila e hidroxila, e o
peréxido de hidrogénio sdo produzidos em pequenas quantidades na mitocondria
(cadeia respiratoria) (CoHEN, 1989). Outras fontes celulares de ERO sé&o o reticulo
endoplasmatico, a membrana nuclear, a membrana plasmatica (lipoxigenase,
prostaglandina sintetase) e algumas substancias encontradas no citosol (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1999).

Além de ser formado durante a respiracao celular, o radical superéxido (O2")
pode ser produzido em reacOes de auto-oxidacdo e por certas enzimas, como a
xantina oxidase (FRIDOVICH, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Apesar de nao
causar, diretamente, danos ao DNA, proteinas e lipidios, a citotoxidade do O," esta
relacionada a sua capacidade de gerar outras ERO. Contudo, em concentracdes
elevadas, o O," tem condicdes de mobilizar pequenas quantidades de ferro da
proteina ferritina (BOLANN & ULVIK, 1990), além de atacar o sitio ativo de enzimas que
contenham centros ferro-enxofre, causando a liberagéo do ferro e a inativagdo das
mesmas (LIOCHEV, 1996).

O peréxido de hidrogénio (H,0,) pode ser formado pela dismutacdo do O,"
(FRIDOVICH, 1997) ou por outras reacfes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999;
HALLIWELL, 2001). O H,O, é pouco reativo e parece ser incapaz de oxidar o DNA,
lipidios e proteinas, exceto aquelas proteinas que possuem grupos tiolicos hiper-
reativos e residuos de metionina (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; LEVINE et al.,

1999; BORUTAITE & BROWwWN, 2001). Essa baixa reatividade do H,O, pode ser
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vantajosa, se considerarmos que essa ERO é gerada em processos inflamatorios e
esta presente no ar exalado, na urina e na maioria das bebidas quentes que
consumimos (café soluvel, por exemplo) (HALLIWELL et al., 2000). Porém, em niveis
milimolares, o H,O, pode promover a liberacdo de ions ferro das hemeproteinas,
como a mioglobina e os citocromos (PuPPO & HALLIWELL, 1988; HAREL et al., 1988).

O ferro, por sua vez, pode converter o H,O, em radical hidroxila (OH®) através
das reacdes de Fenton e Haber-Weiss devido a sua habilidade de transferir um
anico elétron (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Por
essa razdo, qualquer agente redutor capaz de transformar o fon férrico (Fe*®) em
ferroso (Fe*?), como o radical superéxido, pode ser responsavel pela continuidade
dessas reacgoes.

O radical OH® reage com DNA, -carboidratos, proteinas e lipidios,
danificando-os. Assim, se o OH® for produzido proximo ao DNA, poderdo ocorrer
modificacdes de bases nitrogenadas e residuos de acucar, levando a inativacdo ou
mutacdo do DNA (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; HALLIWELL, 2001). Além disso, 0
OH® ndo s6 compromete a atividade biolégica das proteinas ao oxida-las
(DEAN et al., 1997), mas também induz a oxidacdo dos acidos graxos
polinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidacdo) (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999; HALLIWELL, 2001). Os efeitos da lipoperoxidacdo sobre as

membranas podem ser de quatro tipos:

1. Mudancas no microambiente lipidico;
2. Formacdo de novos canais de membrana, alterando a sua

permeabilidade;
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3. Formacdo de ligacbes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios,
inativando-os irreversivelmente;
4. Oxidacdo de grupos sulfidrilas nos sitios ativos de enzimas ligadas a

membrana, acarretando a perda de suas propriedades funcionais.

Dependendo da intensidade desses efeitos, a lipoperoxidacdo pode causar
desde pequenas alteracfes na permeabilidade das membranas afetadas até morte
celular (MEersoN et al., 1982; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

Além das ERO, as espécies reativas de nitrogénio (ERN) desempenham um
papel importante na fisiologia e patologia humana (BReDT, 1999; HoBBs et al., 1999).
O oxido nitrico (NO®), por exemplo, é um radical livre pouco reativo que, em excesso,
inibe a enzima mitocondrial citocromo oxidase e, consequentemente, aumenta a
formacdo do O, (FORFIA et al., 1999). O NO® pode reagir com o O,", gerando o

peroxinitrito (ONOQO~) (BECKMAN & KOPPENOL, 1996):

NO®* + O, —» ONOO®

O ONOO" é protonado em pH fisiol6gico e o acido peroxinitroso (ONOOH)
formado favorece a producdo de agentes citotéxicos com capacidade de nitragéo,
hidroxilagdo e oxidagdo (BECKMAN & KOPPENOL, 1996; HALLIWELL et al., 1999). Por
essa razao, a geracao in vivo do ONOO" contribui para a oxidagao e nitracdo de
lipidios, DNA e proteinas (BECKMAN & KoOPPENOL, 1996; ISCHIROPOULOS, 1998;
HALLIWELL et al., 1999).

Diversos estudos sugerem que a decomposicdo do ONOO™ consiste em um

mecanismo independente de metais de transicdo para formar o OH® (HALLIWELL
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et al., 1999). Porém, a participacdo do OH® na toxicidade desse radical € pequena,

visto que a sua forma protonada é, por si sG, muito mais reativa (HALLIWELL, 2001).

NO® + O, — ONOO®
ONOO™ + H" - ONOOH

ONOOH — OH® + NO;*

1.3.2 Defesas Antioxidantes

Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para retardar e/ou prevenir
0 acumulo de espécies reativas e seus efeitos deletérios. Os sistemas de defesa
podem ser enzimaticos ou ndo. As principais enzimas que exercem esse papel sdo a
superoxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase. Essas enzimas evitam o
acumulo de radical hidroxila, contra o qual ndo existe nenhum sistema enzimatico de
defesa. As defesas ndo-enzimaticas incluem antioxidantes lipofilicos (tocoferéis,
carotendides e bioflavonodides) e hidrofilicos (glutationa, acido ascorbico, indois e

catecois) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; FANG et al., 2002).

1.3.2.1 Defesas Antioxidantes Enzimaticas

1.3.2.1.1 Superéxido dismutase

A superoxido dismutase (SOD) catalisa a reacdo de dismutacdo do radical

superoxido até peroxido de hidrogénio e, consequentemente, diminui a formacéo
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das ERO e ERN dele derivadas, assim como qualquer dano direto por ele causado

(FRIDOVICH, 1997; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

2H +2 02._—) O, + H0O,

Existem duas formas de superdxido dismutase nas células eucaribticas: a
manganés-SOD (Mn-SOD) e a cobre-zinco-SOD (CuzZn-SOD). A importancia da
Mn-SOD, presente na matriz mitocondrial (FRIDOVICH, 1997; WARD & PETERS, 1995),
foi demonstrada em estudos onde camundongos geneticamente modificados nao a
sintetizavam e morriam precocemente com danos mitocondriais severos (LI et al.,
1995; LeBoviTz et al., 1996; MELov et al., 1999). A CuZn-SOD esta localizada no
citosol, mas também pode ser encontrada nos lisossomas, nucleo celular, espaco
intermembrana da mitocondria, peroxissomas e fluido extracelular (EC-SOD)
(ABRAHAMSSON et al., 1992; FRIDOVICH, 1997; WARD & PETERS, 1995).

Embora a remocdo do O," previna a formacdo de ERO e ERN, o H,0O,
produzido pela SOD deve ser eliminado pelas enzimas catalase e glutationa
peroxidase para impedi-lo de reagir com metais de transicdo e gerar o OH’

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; CADENAS & DAVIES, 2000).

1.3.2.1.2 Catalase

A catalase (CAT) é uma hemeproteina que acelera a decomposi¢do do

peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio (CHANCE et al., 1979; WARD & PETERS,

1995).
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2 H0, - 2H0 + 0O

A catalase é encontrada na maioria das células humanas, principalmente nos
peroxissomas (CHANCE et al., 1979). Alguns érgdos como o cora¢do, 0 musculo
esquelético e o cérebro, contém menor quantidade e atividade de catalase que o
figado, o que os tornam mais vulneraveis a acdo das ERO e ERN (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1999).

1.3.2.1.3 Glutationa peroxidase

A glutationa peroxidase (GPX) catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio

e hidroperéxidos organicos (LOOH) para seus alcoois correspondentes as custas da

conversao da glutationa reduzida (GSH) a dissulfeto de glutationa (GSSG) (CHANCE

et al., 1979; SHAN et al., 1990).

H,O2 + 2 GSH — GSSG + 2 H,0

LOOH + 2 GSH — GSSG + H,O + LOH

A glutationa redutase (GR), que regenera a GSH a partir do GSSG, é uma

flavoproteina dependente de NADPH e, portanto, também dependente da

integridade da via das pentoses (CHANCE et al., 1979; GILBERT, 1990).

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*
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A GPX e a GR estdo presentes em diversos compartimentos celulares,
inclusive na mitocondria (CHANCE et al., 1979; LASH et al., 1998; EspPosITO et al.,

2000).

1.3.2.2 Defesas Antioxidantes Nao-Enzimaticas

1.3.2.2.1 Glutationa

A glutationa reduzida (GSH) € um tripeptidio formado pelos residuos de
glicina, glutamato e cisteina. A capacidade redutora da GSH é determinada pela
presenca do grupamento tiolico (-SH) da cisteina. Na maioria das células, a GSH é
encontrada em elevadas concentracbes (mMM) no meio intracelular e atua como
transportadora e reservatorio de cisteina, além de participar da detoxificagcdo de
ERO, ERN e produtos da lipoperoxidacdo. A GSH, ainda, € requerida para a sintese
de DNA, proteinas e algumas prostaglandinas (DENEKE & FANBURG, 1989;

ANDERSON, 1998; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

1.3.2.2.2 o~Tocoferol

Os tocoferais (o, B, v, ) e os tocotrienos (a, B, v, 8) provenientes da dieta sdo
0S responsaveis pela atividade da vitamina E. A forma biologicamente ativa, o
a-tocoferol, € selecionada pelo figado, incorporada nas lipoproteinas plasméticas e
distribuida pelo organismo, enquanto que os outros tocoferoéis sdo eliminados na bile
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; HALLIWELL, 2001). O a-tocoferol confere protecéo a

membrana celular por reagir com as ERO produzidas durante a lipoperoxidacéo e o
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radical a-tocoferil formado pode ser regenerado pelo acido ascorbico, ubiquinol ou

por mecanismos enzimaticos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

1.3.2.2.3 Acido ascérbico

Os seres humanos sado incapazes de sintetizar o acido ascoérbico (vitamina C)
e devem obté-lo a partir da dieta (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). O acido ascérbico
reage diretamente com varias espécies reativas (oxigénio “singlet”, O,", OH*, LO®,
LOO*, NOQO®) e regenera o a-tocoferol a partir do radical a-tocoferil. Contudo, o &cido
ascérbico pode agir como pro-oxidante na presenca de metais de transicdo e
estimular danos oxidativos as biomoléculas através da formagédo do OH® (HALLIWELL,
1999). Além disso, 0 acido ascoOrbico esta envolvido em algumas reacbes de
hidroxilagdo, como aquelas necessarias para a sintese do colageno, onde atua
como cofator. Por esse motivo, a deficiéncia prolongada de acido ascérbico pode
levar a uma condicdo patologica denominada escorbuto, em que a incapacidade de
sintetizar o colageno de forma adequada reflete-se no aparecimento de edema e

sangramento (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

1.3.3 Estresse Oxidativo

Os sistemas de defesa antioxidante controlam os niveis de espécies reativas,
mas nao as eliminam e, conseqientemente, o dano oxidativo as biomoléculas néo é
completamente evitado. Deste modo, os sistemas de reparo sdo fundamentais para
prevenir o acumulo de biomoléculas danificadas oxidativamente (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1999).
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O termo estresse oxidativo refere-se a qualquer situacdo em que a geracao
de espécies reativas excede as defesas antioxidantes e a capacidade de reparo do

organismo. Portanto, o estresse oxidativo pode resultar da:

1. Producéo excessiva de espécies reativas;
2. Diminuicdo das defesas antioxidantes;
3. Liberacdo de metais de transicao;

4. Combinacéao dos fatores mencionados anteriormente.

As células expostas ao estresse oxidativo podem se adaptar através de um
aumento das defesas antioxidantes e/ou do sistema de reparo, tornando-se mais
resistentes as injarias subsequentes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Além da
adaptacdo celular, o estresse oxidativo pode ocasionar a morte da célula. O
comprometimento da funcédo mitocondrial, por exemplo, € capaz de liberar citocromo
c, ativar caspases e desencadear a apoptose. Entretanto, o estresse oxidativo
severo pode inativar as caspases por oxidacao e inibir a apoptose. Nessa situacao,
provavelmente ocorreria a necrose celular, o que iria resultar na liberacdo de

agentes toxicos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; HALLIWELL, 2001).

1.3.4 Estresse Oxidativo e o Sistema Nervoso Central

A susceptibilidade do sistema nervoso central ao estresse oxidativo se deve a
diversos fatores. Dentre esses, cinco merecem destaque. Primeiro, a grande
dependéncia do metabolismo energético oxidativo faz com que pequenas alteracdes

na funcdo mitocondrial aumentem a formacao de radicais superéxido. Segundo, 0s
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ions ferro encontram-se em altas concentracbes em certas areas cerebrais e,
quando liberados, sao capazes de catalisar reactes de producdo de radicais livres.
Terceiro, varios neurotransmissores, como a dopamina, sao moléculas auto-
oxidaveis e podem reagir com o0 oxigénio molecular, gerando ERO. Quarto, o
cérebro apresenta um conteudo lipidico alto em relacdo aos outros tecidos,
principalmente quanto ao nivel de acidos graxos poliinsaturados, que sao
especialmente sensiveis ao ataque de radicais livres. E quinto, os baixos niveis de
enzimas antioxidantes e sua localizacdo nas células gliais fazem com que os
neurbnios estejam menos protegidos contra os oxidantes presentes no cérebro
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

O estresse oxidativo parece estar envolvido em varias doencas ou
alteracOes patoldgicas que afetam o sistema nervoso central. Entre elas, destacam-
se as doencas neurodegenerativas, esclerose mdltipla, convulsées, desordens
acompanhadas de desmielinizacdo, deméncia e sindrome de Down (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999; HALLIWELL, 2001). Ainda, diversos estudos tém demonstrado o
envolvimento do estresse oxidativo em modelos animais de diferentes erros inatos
do metabolismo (WysE et al.,, 2001; KIENZLE-HAGEN et al., 2002; DELWING et al.,

2003).



2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do acido y-hidroxibutirico sobre
alguns parametros de estresse oxidativo em homogeneizados de cértex cerebral de
ratos Wistar de 15 dias a fim de melhor compreender a etiopatogenia dos sintomas
neurologicos dessa doenga. Para tanto, o efeito in vitro do acido
y-hidroxibutirico foi investigado sobre os seguintes aspectos bioquimicos do sistema

nervoso central:

1. Lipoperoxidacdo (quimiluminescéncia e substancias reativas ao acido

tiobarbiturico);

2. Defesas antioxidantes nédo-enzimaticas (potencial antioxidante total e

reatividade antioxidante total);

3. Defesas antioxidantes enziméaticas (superéxido dismutase, catalase e

glutationa peroxidase).
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Abstract

[[gamma]]-Hydroxybutyric aciduria is a neurometabolic inherited disorder
caused by deficiency of succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH) activity. It is
biochemically characterized by increased concentrations of [[gammal]]-hydroxybutyric
acid (GHB) in tissues, cerebrospinal fluid, blood and urine of affected patients.
Clinical manifestations are psychomotor retardation, hypotonia, ataxia, speech delay,
seizures and a variable degree of mental retardation. However, the underlying
mechanisms of the neuropathology of [[gamma]]-hydroxybutyric aciduria are
practically unknown. In the present study, we investigated the in vitro effect of GHB
on some parameters of oxidative stress in cerebral cortex of 15-day-old Wistar rats.
We evaluated chemiluminescence, thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS),
total radical-trapping antioxidant potential (TRAP), total antioxidant reactivity (TAR)
and the activities of the antioxidant enzymes catalase (CAT), glutathione peroxidase
(GPX) and superoxide dismutase (SOD). GHB significantly increased
chemiluminescence and TBA-RS levels while TRAP and TAR measurements were
markedly diminished. The activities of the antioxidant enzymes were not altered by
GHB. The results indicate that GHB induces lipid peroxidation and reduces the non-
enzymatic antioxidants defenses, strongly suggesting the participation of oxidative
stress in the neuropathology of [[gamma]]-hydroxybutyric aciduria. If these effects
also occur in humans, it is possible that they might contribute to the brain damage of

SSADH-deficient patients.

Keywords: [[gamma]]-Hydroxybutyric aciduria; [[gamma]]-hydroxybutyric acid,;

oxidative stress.
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Abbreviations:  ABAP, 2,2’-azo-bis(2-amidinopropane); CAT, catalase; CSF,
cerebrospinal fluid; GABA, [[gamma]]-aminobutyric acid; GHB, [[gamma]]-
hydroxybutyric acid or 4-hydroxybutyric acid; GPX, glutathione peroxidase; GSH,
glutathione; SOD, superoxide dismutase; SSA, succinic semialdehyde; SSADH,
succinic semialdehyde dehydrogenase; TAR, total antioxidant reactivity; TBA-RS,
thiobarbituric acid-reactive substances; TRAP, total radical-trapping antioxidant

potential.
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[[gamma]]-Hydroxybutyric aciduria is an autosomal-recessively inherited metabolic
disorder caused by deficiency of succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH;
EC 1.2.1.24) activity. The enzymatic defect blocks the oxidation of succinic
semialdehyde (SSA) to succinic acid, resulting in conversion of SSA to [[gamma]]-
hydroxybutyric acid (GHB), which accumulates in tissues, cerebrospinal fluid (CSF),
blood and is excreted in high amounts in urine of affected patients (Gibson & Jakobs,
2001). In addition to GHB, CSF and serum levels of [[gamma]]-aminobutyric acid
(GABA) are increased in these patients (Ishiguro et al., 2001; Gibson & Jakobs,
2001; Pearl et al., 2003).

Clinical manifestations of [[gamma]]-hydroxybutyric aciduria are variable
including mild to severe retardation of intellectual, motor, speech, and language
development. Many patients also present with hypotonia and nonprogressive ataxia,
whereas others succumb to a fatal outcome, despite the fact that there is no
metabolic acidosis, hyperammonemia, hypoglycemia, or other signs of clinical
decompensation with vomiting and/or lethargy (Jakobs et al., 1993; Gibson et al.,
1997; Gibson & Jakobs, 2001). Vigabatrin, an irreversible GABA transaminase
inhibitor, remains the most widely used drug in [[gamma]]-hydroxybutyric aciduria
(Gibson & Jakobs, 2001). The lack of a therapeutic efficacy of this antiepileptic drug
for all patients reflects heterogeneity at the genetic or enzymatic level (Gibson et al.,
1997). On the other hand, Howells and coworkers (1992) have suggested that
vigabatrin has limited use in [[gamma]]-hydroxybutyric aciduria because of differential
effects on organ specific GABA transaminases. These investigators postulated that,
although vigabatrin effectively inhibits brain GABA transaminase, limited inhibition of
peripheral organ transaminases could lead to resupply of GHB across the blood-brain

barrier, thereby decreasing clinical efficacy of therapeutic intervention in the central
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nervous system. Therefore, long-term clinical efficacy has been questioned (Gibson
et al., 1995).

Although neurological symptoms predominate in SSADH-deficient patients,
the mechanisms underlying the neurological dysfunction are poorly known. However,
there are increasing evidence correlating high GHB levels to some neurological
features seen in mutant mice and in humans with SSADH deficiency (Hogema et al.,
2001; Gibson et al., 2002; Gupta et al., 2003; Pearl et al., 2003). In this context, we
have previously shown that GHB decreases lipid synthesis in vitro in developing rat
brain probably due to its inhibitory action on energy production (Silva et al., 1999),
indicating that GHB may disturb myelination and other important events.
Furthermore, GHB administration induces behavioral responses including sedation
and eventually anesthesia accompanied with electroencephalographic abnormalities
similar to those seen in human petit mal epilepsy (Cash, 1994; Maitre, 1997).
Similarly, individuals affected by SSADH deficiency also present absence or tonic-
clonic seizures (Pearl et al., 2003). On the other hand, it has been postulated that
some of the effects of GHB may be exerted via its transformation to GABA, and that
GABAergic besides cholinergic, dopaminergic and serotoninergic systems may be
involved in the neurological effects of GHB (Cash, 1994; Maitre, 1997). In this
context, an increase in brain dopamine concentrations after GHB administration has
been reported (Cash, 1994; Maitre, 1997; Wong et al., 2003). In addition, an
enhanced catecholamines turnover related to high GHB levels in SSADH-deficient
mice and in various SSADH-deficient unrelated patients has been demonstrated
(Gibson & Jakobs, 2001; Gupta et al., 2003; Pearl et al., 2003).

Therefore, considering increased dopamine levels and decreased energy

metabolism are related to free radical generation, in the present study we
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investigated the in vitro effect of GHB on some parameters of oxidative stress in
cerebral cortex homogenates of young Wistar rats. We evaluated the influence of this
organic acid on lipid peroxidation, by measuring chemiluminescence and
thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS), as well as on the brain antioxidant
defenses, by determining the total radical-trapping antioxidant potential (TRAP), the
total antioxidant reactivity (TAR) and the activities of the antioxidant enzymes

catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX) and superoxide dismutase (SOD).

Material and Methods

Reagents

All chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) except by
thiobarbituric acid and 2,2-azo-bis(2-amidinopropane) (ABAP), which were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany) and Wako Chemicals (Richmond, VA,
USA), respectively. GHB was prepared on the day of the experiment in the incubation

medium of each technique and the pH was adjusted when necessary.

Animals

Fifteen-day-old Wistar rats obtained from the Central Animal House of the
Department of Biochemistry, ICBS, UFRGS were used. The animals were maintained
on a 12:12 h light/dark cycle in air-conditioned constant temperature (22 + 1°C)
colony room, with free access to water and to a standard commercial chow. The
“Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publication 80-23, revised 1996) were

followed in all the experiments.
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Tissue preparation and incubation

Rats were sacrificed by decapitation without anesthesia and the brain was
rapidly removed. The olfactory bulb, pons and medulla were discarded and the
cerebral cortex was isolated, weighed and kept chilled until homogenization. Cerebral
cortex was homogenized (1:10 w/v) in 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)
containing 140 mM KCI for chemiluminescence, TBA-RS, TRAP and TAR. For the
antioxidant enzyme activity determinations, cerebral cortex was homogenized (1:10
w/v) in the incubation medium used for each technique. Homogenates were
centrifuged at 750 g for 10 min at 4°C to remove nuclei and cell debris (Llesuy et al.,
1985). The pellet was discarded and the supernatant, a suspension of mixed and
preserved organelles including mitochondria, was separated and immediately used
for analyses.

Cerebral cortex supernatants were incubated in the absence (controls) or
presence of GHB (at final concentrations ranging from 0.1 to 1.0 mM) at
37 °C for 1 hour. After incubation, aliquots were taken to measure
chemiluminescence, TBA-RS, TRAP and TAR. To test the effect of GHB on the

activity of the antioxidant enzymes (CAT, SOD and GPX), the organic acid was

added to the cerebral cortex homogenates without previous incubation.

Chemiluminescence

Samples were assayed for chemiluminescence in a dark room by the method
of Lissi et al. (1986) using a beta liquid scintillation spectrometer Tri-Carb 2100TR.
Incubation flasks contained 3.5 mL of the medium, and the background
chemiluminescence was measured for 5 min. An aliquot of 0.5 mL of supernatant

was added and chemiluminescence was measured for 10 minutes at room
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temperature. The background chemiluminescence was subtracted from the total

value. Chemiluminescence was calculated as cps/mg protein.

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS were determined according to the method described by Esterbauer &
Chesseman (1990) using a Beckman Du®640 Spectrophotometer. Briefly, 300
[[mu]]L of cold 10% (w/v) trichloroacetic acid were added to 150 [[mu]]L of
supernatant and centrifuged at 300 g for 10 min. Three hundred [[mu]]L of the
supernatant were transferred to a Pyrex tube and incubated with 300 [[mu]]L of
0.67% (w/v) thiobarbituric acid in 7.1% (w/v) sodium sulphate in a boiling water bath
for 25 min. The mixture was allowed to cool on water for 5 min. The resulting pink
stained TBA-RS was determined in a spectrophotometer at 532 nm. Calibration curve
was performed using 1,1,3,3-tetramethoxypropane. TBA-RS were calculated as nmol

TBA-RS /mg protein.

Total radical-trapping antioxidant potential (TRAP)

TRAP was determined by measuring the chemiluminescence intensity of
luminol induced by ABAP according to the method of Evelson et al. (2001) using a
Wallac 1409 Scintillation Counter. The reaction mixtures contained 3 mL of 10 mM
ABAP and 10 [[mu]]L of 4 mM luminol dissolved in 50 mM sodium phosphate buffer
(pH 7.4) and 0.1 M NaOH, respectively. Incubation of these mixtures generates an
almost constant light intensity at room temperature. Ten [[mu]]L of 300 [[mu]]M Trolox
(water-soluble [[alpha]]-tocopherol analogue) or tissue supernatant was added and at
this point, the luminescence intensity is practically abolished. The time required to

consume the active antioxidants present in brain tissue was evaluated by observing
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the return of the luminescence and this was compared to those obtained employing
Trolox under identical experimental conditions. TRAP values were calculated as nmol

Trolox/mg protein.

Total antioxidant reactivity (TAR)

TAR was determined by measuring the luminol chemiluminescence intensity
induced by ABAP according to the method of Lissi et al. (1995) using a Wallac 1409
Scintillation Counter. The background chemiluminescence was measured by adding
4 mL of 2 mM ABAP into a glass scintillation vial. Fifteen [[mu]]L of 4 mM luminol
were added to each vial and the chemiluminescence was measured. This was
considered the basal value. Ten [[mu]]L of 10-100 [[mu]]M Trolox (curve calibration)
or tissue supernatant was added and the chemiluminescence was measured during
60 sec. The rapid reduction of luminol intensity is considered as a measure of the

antioxidant reactivity of the tissue and was calculated as nmol Trolox/mg protein.

Catalase assay

CAT activity was assayed by the method of Aebi (1984) using a double-beam
spectrophotometer with temperature control (Hitachi U-2001). Brain tissue was
homogenized 1:10 (w/v) in 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0. This method
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. One CAT unit is defined as one [[mu]Jmol of H,O, consumed

per minute and the specific activity is represented as units per mg protein.
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Glutathione peroxidase

GPX activity was measured by the method of Wendel (1981), using tert-butyl
hydroperoxide as substrate. Tissue was homogenized 1:10 (w/v) in 100 mM
potassium phosphate buffer containing 1 mM EDTA (pH 7.7). NADPH disappearance
was monitored at 340 nm using a double-beam spectrophotometer with temperature
control (Hitachi U-2001). The reaction medium contained 2 mM glutathione,
0.15 U/mL glutathione reductase, 0.4 mM azide, 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide and
0.1 mM NADPH. One GPX unit is defined as one [[mu]Jmol of NADPH consumed per

minute and specific activity is represented as units per mg protein.

Superoxide dismutase

The assay of SOD activity was determined by the method of Marklund (1985).
Cerebral tissue was homogenized 1:10 (w/v) in 50 mM Tris-HCI buffer containing 1
mM EDTA (pH 8.2). This method is based on capacity of pyrogallol to autoxidize, a
process highly dependent on superoxide radical. The inhibition of autoxidation of this
compound occurs in the presence of SOD, whose activity can be indirectly assayed
spectrophotometrically at 420 nm, using a double-beam spectrophotometer with
temperature control (Hitachi U-2001). A calibration curve was performed with purified
SOD as standard. A 50% inhibition of pyrogallol autoxidation is defined as one unit of

SOD and the specific activity is represented as units per mg protein.

Protein determination
Protein concentrations were determined in cerebral cortex supernatants by the

method of Lowry et al. (1951), using bovine serum albumin as standard.
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Statistical analysis

Data were analyzed by ANOVA followed by the Tukey test when the
F-value was significant. Linear regression analysis was also used to test dose-
dependent effects. All analyses were performed using the Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) software in a PC-compatible computer. A value of p<0.05

was considered to be significant.

Results

GHB-induced lipid peroxidation

Lipid peroxidation was investigated by measuring chemiluminescence and
TBA-RS levels in rat cerebral cortex. Figure 1 shows that GHB at the higher
concentrations strongly increased chemiluminescence [F(3,16)=33.38; p<0.001] in a
dose-dependent way ([[beta]]=0.92; p<0.001). In addition, TBA-RS levels were
significantly increased by 1.0 mM GHB [F(3,12)=13.51; p<0.01] and this effect was
dose dependent ([[beta]]=0.88; p<0.001) (Figure 2). These results show that GHB

stimulates in vitro lipid peroxidation in cerebral cortex homogenates.

Non-enzymatic antioxidants defenses are decreased by GHB

Next, the antioxidant capacity of cerebral cortex homogenates was studied by
determining TRAP and TAR, which represent non-enzymatic antioxidant quantity and
reactivity, respectively. It can be observed in Figure 3 that 0.5 and 1.0 mM GHB
markedly decreased TRAP [F(3,12)=12.374; p<0.001] in a concentration-dependent
way ([[beta]]=-0.80; p<0.001). Similarly, TAR measurement was significantly reduced
in a dose-related fashion when cerebral cortex was exposed to GHB [F(3,16)=8.86;

p<0.001] ([[beta]]=-0.73; p< 0.001) (Figure 4). These results suggest that the
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non-enzymatic antioxidants defenses of the cerebral cortex were significantly

reduced by GHB in brain.

GHB does not alter the activity of antioxidant enzymes

Finally, the activities of the antioxidant enzymes CAT, SOD and GPX were
assayed in the presence of GHB (Table 1). GHB did not alter the activities of CAT
[F(3,24)=0.64; p>0.05], GPX [F(3,8)=1.59; p>0.05] and SOD [F(3,8)=1.4; p>0.05].
These results indicate that GHB does not directly affect the activities of enzymatic

antioxidant defenses.

Discussion

The understanding of the exact biochemical alterations in brain of SSADH-
deficient patients may contribute to a better therapeutic management since the
current therapy with vigabatrin is not uniformly successful (Gibson & Jakobs, 2001).

Recently, Gupta et al. (2003) observed that SSADH-knockout mice present
elevated levels of homovanilic acid, a product of dopamine metabolism, suggesting
that oxidative stress may be involved of in SSADH deficiency. Therefore, to test this
hypothesis and to better comprehend the mechanisms of GHB neurotoxicity, we
evaluated the in vitro effect of GHB on some parameters of oxidative stress in
cerebral cortex of young rats.

We initially investigated the influence of GHB on lipid peroxidation by
measuring chemiluminescence and TBA-RS levels. We demonstrated that this
organic acid, at concentrations similar to those found in CSF and blood of patients
with [[gammal]]-hydroxybutyric aciduria, significantly increased chemiluminescence

and TBA-RS levels in cerebral cortex of young rats. Considering that the light emitted
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in chemiluminescence assay arises from peroxidizing lipids (Halliwell & Gutteridge,
1999) and that TBA-RS reflects the content of malondialdehyde, the most abundant
individual aldehyde resulting from lipid peroxidation (Esterbauer & Cheeseman,
1990), our present findings indicate that GHB strongly induces lipid peroxidation
probably due to an increase in reactive oxygen or nitrogen species production.

The next experiments were performed to study the effect of GHB on the brain
non-enzymatic antioxidant defenses by determining TRAP and TAR. We observed a
significant reduction in TRAP measurement by GHB, indicating a decrease of the
non-enzymatic components responsible for the antioxidant defenses in brain.
Furthermore, as TRAP values in brain are mainly correlated to GSH levels (Evelson
et al., 2001), it is feasible that GSH is consumed due to generation of reactive
species elicited directly or indirectly by GHB. Since, dopamine turnover is increased
in SSADH deficiency (Gupta et al., 2003), we cannot exclude an alternative
mechanism due to the formation of catecholamine-thiol conjugates leading to GSH
depletion (Spencer et al., 1998). Another interesting observation is that GSH
depletion in rats causes marked degeneration of brain mitochondria (Jain et al.,
1991), which can secondarily lead to increased formation of reactive oxygen species
that may result in a vicious cycle. TAR, which considers not only the quantity of
antioxidants (given by TRAP) but also their quality (given by its reactivity), was also
markedly diminished by GHB, demonstrating a deficient capacity of brain tissue to
modulate the damage associated with an enhanced production of free radicals.
These observations strongly indicate that GHB reduces non-enzymatic antioxidants
defenses of brain tissue.

We finally observed the effect of GHB on the activities of enzymes CAT, GPX

and SOD, which are considered the main enzymatic defenses of brain against
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oxidative damage. The antioxidant enzyme activities were not directly affected by
GHB indicating no apparent interaction between GHB and these enzymes. We
cannot, however, exclude that longer or chronic exposure of brain supernatants to
GHB would alter these enzyme activities, which become enhanced in situations of
increased free radical generation. In this context, it seems desirable to measure
oxidative stress parameters in the SSADH-deficient murine models.

It is considering that oxidative stress can result from distinct situations, such as
generation of reactive species at an abnormally high rate, insufficient antioxidant
defenses, releasing of transition metal ions or due to a combination of these
conditions (Halliwell, 2001). Therefore, our data clearly demonstrate that GHB
induces oxidative stress by stimulating lipid peroxidation and by decreasing the non-
enzymatic antioxidant defenses in cerebral cortex of young rats. This conclusion is
strengthened by a significantly inverse correlation between chemiluminescence and
TRAP (Pearson correlation=-0.834; p<0.001) as illustrated in Figure 5.

On the other hand, it should be emphasized that the brain is highly sensitive to
oxidative stress due to its high oxygen consumption, its high iron and lipid contents,
especially polyunsaturated fatty acids, the fact that many neurotransmitters are
autoxidisable molecules, and the modest antioxidant defenses (Halliwell, 2001). In
fact, the damaging consequences of oxidative stress have been implicated in a
variety of human disorders including neurodegenerative diseases, such as tardive
dyskinesia, Parkinson’s disease, Alzheimer's disease, Huntington's disease,
amyotrophic lateral sclerosis, Friedreich’s ataxia and Down’s syndrome (Halliwell,
2001). This may be particularly interesting in Huntington’s disease because high
levels of GHB were detected post-mortem in brain obtained from patients with this

disorder (Ando et al., 1979).
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Although the concentrations of GHB used in our experiments are comparable
to those found in physiological fluids of patients affected by [[gamma]]-hydroxybutyric
aciduria, it seems simplistic to extrapolate our findings to the human condition.
However, if this is the case it is possible that oxidative stress may contribute, at least
in part, to the neurological dysfunction characteristic of SSADH deficiency. Further
experiments performed in brain of the SSADH deficient murine model should be
carried out to confirm our results. In case similar findings are achieved, it is proposed
that administration of antioxidants should be considered as an adjuvant therapy for

patients affected by [[gamma]]-hydroxybutyric aciduria.
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Table 1. Effect of [[gamma]]-hydroxybutyric acid on antioxidant enzyme activities in

cerebral cortex from 15-day-old rats.

Antioxidant enzyme activity [[gammal]]-Hydroxybutyric Acid (mM)
(U/mg protein) 0 0.1 0.5 1.0
CAT (n=7) 1230+190 11.52+1.92 11.10+145 11.34+1.54
GPX (n=3) 1891+2.34 1991+0.51 17.65+0.95 19.50+0.82
SOD (n=3) 4.87 + 0.37 5.84 +0.46 5.16 + 0.87 5.29 + 0.63

Data are expressed as mean + SD for experiments performed in duplicate. CAT,
catalase; GPX, glutathione peroxidase; SOD, superoxide dismutase. One CAT unit is
defined as one [[mu]]mol of H,O, consumed per minute. One GPX unit is defined as
one [[mu]Jmol of NADPH consumed per minute. One SOD unit is defined as 50%

inhibition of pyrogallol autoxidation.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Effect of [[gamma]]-hydroxybutyric acid on chemiluminescence in cerebral
cortex of rats. Data are expressed as mean + SD for five independent experiments

performed in duplicate. *p< 0.01 compared to control (Tukey test).

Figure 2. Effect of [[gamma]]-hydroxybutyric acid on thiobarbituric-acid reactive
substances (TBA-RS) in cerebral cortex of rats. Data are expressed as mean + SD
for four independent experiments performed in duplicate. *p< 0.01 compared to

control (Tukey test).

Figure 3. Effect of [[gammal]]-hydroxybutyric acid on total radical-trapping antioxidant
potential (TRAP) in cerebral cortex of rats. Data are expressed as mean = SD for
four independent experiments performed in duplicate. *p< 0.01 compared to control

(Tukey test).

Figure 4. Effect of [[gamma]]-hydroxybutyric acid on total antioxidant reactivity (TAR)
in cerebral cortex of rats. Data are expressed as mean + SD for five independent

experiments performed in triplicate. *p< 0.01 compared to control (Tukey test).

Figure 5. Correlation between chemiluminescence and total radical-trapping
antioxidant potential (TRAP) in cerebral cortex of rats. Data were taken from

experiments on the in vitro effect of GHB (Figures 1 and 3).
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4 DISCUSSAO

A presenca de sintomas neurolégicos e de elevadas concentracdes do acido
y-hidroxibutirico nos fluidos fisiolégicos, especialmente no liquido cefalorraquidiano
dos pacientes, sugere que o acido y-hidroxibutirico pode ser o agente neurotdxico
primario da deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase. Por essa razao, a
compreensdao das alteracbes bioquimicas no sistema nervoso central desses
pacientes podera contribuir para um melhor controle terapéutico da deficiéncia da
semialdeido succinico desidrogenase, visto que o tratamento atual ndo €, na maioria
das vezes, satisfatorio.

Recentemente, GUPTA et al. (2003) observaram um aumento nos niveis do
acido homovanilico, um produto do metabolismo da dopamina, em camundongos
geneticamente modificados e sugeriram o envolvimento do estresse oxidativo na
deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase. Diante disso, o efeito in vitro do
acido y-hidroxibutirico sobre alguns parametros de estresse oxidativo em
homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens foi avaliado para testar essa
hip6tese e melhor entender os mecanismos neurotdxicos desse acido organico.

Inicialmente, a influéncia do acido y-hidroxibutirico sobre a lipoperoxidacao foi
investigada através da medida da quimiluminescéncia e das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBA-RS). O acido vy-hidroxibutirico, em concentracdes
semelhantes as encontradas nos fluidos fisiologicos dos pacientes afetados pela
deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase, aumentou significativamente os

dois parametros estudados. Considerando que a quimiluminescéncia é um processo
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no qual ocorre a emissao de luz visivel quando espécies excitadas (oxigénio “singlet”
e carbonilas excitadas) geradas durante a lipoperoxidacdo retornam ao seu estado
fundamental (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999) e que o TBA-RS reflete o contetdo de
malondialdeido formado através da decomposicdo de hidroperédxidos lipidicos
(ESTERBAUER & CHEESEMAN, 1990), os resultados anteriormente citados sugerem que
o acido y-hidroxibutirico induz a lipoperoxidacdo em cortex cerebral de ratos por
aumentar a producao de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio.

A etapa seguinte foi estudar o efeito do &acido y-hidroxibutirico sobre as
defesas antioxidantes n&o-enzimaticas cerebrais através da determinacdo do
potencial antioxidante total (TRAP) e da reatividade antioxidante total (TAR).
Verificou-se uma reducdo significativa do TRAP, indicando que houve um
decréscimo dos componentes nao-enzimaticos responsaveis pela defesa
antioxidante cerebral. Aléem disso, como os valores do TRAP estdo relacionados,
principalmente, com os niveis de GSH em cérebro de ratos (EVELSON et al., 2001), é
provavel que a GSH seja consumida em resposta ao aumento da formacao de
espécies reativas provocadas direta ou indiretamente pelo acido y-hidroxibutirico.
Apesar da glicina ser um dos amino&cidos requerido para a biossintese de GSH
(ANDERSON, 1998) e dos niveis desse aminoacido estarem aumentados nos fluidos
fisiologicos dos pacientes com a deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase
(GiBSON & JAkoBs, 2001), é possivel que ocorra uma reducdo do TRAP nesses
individuos. A explicacdo para tal hipétese é o fato de que o aminoacido limitante
para a formacdo desse antioxidante é a cisteina (ANDERSON, 1998) e,
conseglentemente, o aumento de glicina nesses pacientes ndo ira interferir na
biossintese de GSH. TAR avalia tanto a quantidade quanto a qualidade (reatividade)

dos antioxidantes através da medida da velocidade com que esses compostos sao
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capazes de neutralizar os radicais livres (Lissi et al., 1995). Esse parametro também
foi marcadamente diminuido pelo &cido y-hidroxibutirico, demonstrando que o tecido
cerebral apresenta uma pequena capacidade de modular os danos associados ao
aumento da producdo de radicais livres. Essas observacfes mostram que o acido vy-
hidroxibutirico reduz as defesas antioxidantes nao-enzimaticas do tecido cerebral de
ratos.

Finalmente, o efeito do &cido y-hidroxibutirico sobre a atividade das enzimas
antioxidantes superoéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase foi avaliado.
As atividades das enzimas antioxidantes ndo foram diretamente afetadas pelo acido
y-hidroxibutirico, indicando que ndo existe interacdo aparente entre o acido y-
hidroxibutirico e essas enzimas. Porém, ndo se pode excluir que uma exposicao
maior ou crénica do tecido cerebral ao acido y-hidroxibutirico poderia alterar a
atividade dessas enzimas por aumentar a sintese e/ou a atividade das mesmas em
situagcbes em que 0 estresse oxidativo esteja bem caracterizado (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). Neste sentido, parece interessante medir alguns parametros de
estresse oxidativo em modelos animais da deficiéncia da semialdeido succinico
desidrogenase.

Como o estresse oxidativo pode resultar da producéo excessiva de espécies
reativas, diminuicdo das defesas antioxidantes, liberagdo de metais de transi¢cao ou
pela combinacédo dos fatores acima mencionados (HALLIWELL, 2001), os resultados
obtidos nesse trabalho sugerem claramente que o acido y-hidroxibutirico pode
causar 0 estresse oxidativo por estimular a lipoperoxidacdo e diminuir as defesas
antioxidantes nao-enzimaticas em homogeneizados de cortex cerebral de ratos
jovens. Essa conclusdo é reforcada pela correlacdo negativa (correlacdo de

Pearson=-0.834; p<0.001) entre a quimiluminescéncia e o TRAP, mostrando que 0
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aumento da medida da quimiluminescéncia esta intimamente relacionado com uma
diminuicdo do TRAP como ilustrado na Figura 5 do artigo cientifico.

Além disso, é importante enfatizar que o sistema nervoso central é
particularmente sensivel ao estresse oxidativo e que as consequéncias deletérias
desse processo estdo envolvidas em varias doencas neurodegenerativas como, por
exemplo, na doenca de Parkinson, na doenca de Alzheimer, na doenca de
Huntington e na sindrome de Down (HALLIWELL, 2001). Isso é particularmente
interessante na doenca de Huntington em que niveis elevados do acido y-
hidroxibutirico foram detectados post-mortem no cérebro de alguns individuos com
essa doenca (ANDO et al., 1979).

Apesar das concentracbes do acido y-hidroxibutirico usadas nesses
experimentos serem compativeis com as encontradas nos fluidos fisiologicos dos
pacientes afetados pela deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase, é dificil
extrapolar esses resultados para a condicdo humana. Porém, se for esse o caso, €
possivel que o estresse oxidativo possa contribuir para as disfuncées neurolégicas
peculiares da deficiéncia da semialdeido succinico desidrogenase. Entretanto,
experimentos adicionais deverao ser realizados in vivo através da administracdo do
acido y-hidroxibutirico e em modelos animais da deficiéncia da semialdeido
succinico desidrogenase para confirmar esses dados. Além disso, varios parametros
de estresse oxidativo poderdo ser avaliados em pacientes com esse disturbio.
Portanto, se os resultados forem semelhantes aos encontrados nesse trabalho, a
administracao de antioxidantes deveria ser testada como uma terapia adjuvante no
tratamento dos pacientes afetados pela deficiéncia da semialdeido succinico

desidrogenase.



5 CONCLUSAO

O acido y-hidroxibutirico aumentou significativamente a medida de
quimiluminescéncia e os niveis de TBA-RS, enquanto que o TRAP e o TAR foram
marcadamente reduzidos. No entanto, as atividades das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GPX ndo foram alteradas pelo acido y-hidroxibutirico. Esses resultados
indicam que in vitro o acido y-hidroxibutirico induz o estresse oxidativo por estimular
a lipoperoxidacdo e reduzir as defesas antioxidantes nao-enziméaticas em

homogeneizados de cértex cerebral de ratos jovens.
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