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RESUMO

A hipertirosinemia é uma doenga autossémica recessiva do catabolismo da
tirosina que se caracteriza pelo acumulo de tirosina nos tecidos, no fluido cérebro-
espinhal, no sangue e na urina de pacientes. Em humanos, trés tipos foram

identificados: tirosinemia tipo 1, que € causada pela deficiéncia da enzima
fumarilacetoacetato hidrolase (FAH); a tipo IlI, pela deficiéncia da tirosina
aminotransferase (TAT) e a tipo Ill, devido a deficiéncia da 4-hidroxifenilpiruvato

dioxigenase (4HPPD). A tirosinemia tipo | tem incidéncia de 1:200.000 nascimentos e é
conhecida por ser a forma mais grave da doenca, onde a concentracdo de tirosina varia
de 50 a 120 umol/L. O bloqueio desta enzima (FAH) resulta no acimulo de metabdlitos
toxicos como o maleilacetoacetato (MAA), fumarilacetoacetato (FAA) e
succinilacetona (SA), 0s quais sdo responsaveis por problemas hepéticos e renais
caracteristicos da doenca. A tirosinemia tipo Il tem incidéncia de 1:250.000 nascidos
Vivos e se caracteriza por ter os niveis mais elevados de tirosina (370 a 3420 pmol/L). A
deficiéncia da TAT leva a manifestacfes clinicas como distarbios oculares, cutaneos e
neurolégicos. Estudos recentes mostram que o estresse oxidativo pode estar envolvido
na fisiopatologia de doencas hereditarias do metabolismo, onde ocorre acumulo de
aminodacidos e acidos organicos, 0s quais se supdem serem responsaveis pela producgéo
excessiva de espécies reativas. Considerando que os mecanismos das disfuncbes
neurologica e hepatica sdo pouco conhecidos em pacientes hipertirosinémicos, o
presente estudo investigou o possivel papel do estresse oxidativo na neuro e
hepatotoxicidade da tirosina a fim de melhor compreender os mecanismos de danos
observados no cérebro e no figado desses pacientes. Para isso, o0 efeito da administracao
aguda e crénica da L-tirosina foi investigado sob o0s seguintes parametros de estresse
oxidativo em cérebro e/ou figado de ratos jovens: a atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PD); o conteldo de substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBA-RS); o contetdo de carbonilas protéicas; o0 conteudo de 2’7’diclorofluoresceina
formado (DCF). Foi observado que no modelo agudo a L-tirosina diminuiu apenas a
atividade da CAT e da SOD, sem alterar os outros parametros analisados em figado de
ratos, e que no modelo crénico ela foi capaz de diminuir as defesas antioxidantes
enzimaticas, alterar a lipoperoxidacdo e aumentar a producdo de radicais em ambos 0s
tecidos estudados. Esses resultados indicam que a hipertirosinemia é uma situacdo de
risco para a célula e sugerem que o estresse oxidativo possa estar envolvido na
fisiopatologia da doenca, no entanto, mais estudos precisam ser realizados para melhor
esclarecer 0s mecanismos responsaveis pelas disfungdes caracteristicas da
hipertirosinemia.



ABSTRACT

Hypertyrosinemia is an autosomal recessive disease of tyrosine catabolism
which is characterized by the accumulation of tyrosine in tissues, cerebrospinal fluid,
blood and urine of patients. In humans, three types have been identified: tyrosinemia
type | is caused by deficiency of the enzyme fumarylacetoacetate hydrolase (FAH), type
I1, by deficiency of tyrosine aminotransferase (TAT) and type 111, due to the deficiency
of 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (4HPPD). Tyrosinemia type | has an
incidence of 1:200,000 newborns and is known for being the gravest form of the
disease, where the concentration of tyrosine varies from 50 to 120 pmol/L. The
blockade of this enzyme (FAH) results in the accumulation of toxic metabolites such as
maleylacetoacetate (MAA), fumarylacetoacetate (FAA) and succinylacetone (SA),
which are responsible for liver and kidney problems characteristic of the disease.
Tyrosinemia type Il has an incidence of 1:250,000 newborns and is characterized by
having the highest level of tyrosine (370 a 3420 umol/L). The TAT deficiency leads to
clinical manifestations such as eye, skin and neurological disturbances. Recent studies
have shown that oxidative stress may be involved in the pathophysiology of inherited
metabolic disorders where there is an accumulation of amino acids and organic acids,
which are supposed to be responsible for the overproduction of reactive species.
Whereas the mechanisms of neurological and hepatic dysfunctions are poorly
understood in hypertyrosinemic patients, the present study investigated the possible role
of oxidative stress in neuro- and hepatotoxicity tyrosine in order to better understand the
mechanisms of damage observed in the brain and liver of these patients. For this, the
effect of acute and chronic administration of L-tyrosine was investigated under the
following oxidative stress parameters in brain and/or liver of young rats: the activity of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glucose
6-phosphate dehydrogenase (G6PD); the content of thiobarbituric acid reactive
substances (TBA-RS); the protein carbonyl content; the content of
2'7'diclorofluorescein formed (DCF). It was observed that in the acute model L-tyrosine
decreased CAT and SOD activity only, without changing the other parameters analyzed
in liver of rats and that in the chronic model it was able to decrease the enzymatic
antioxidant defenses, alter lipid peroxidation and increases the radicals production in
both analyzed tissues. These results indicate that hypertyrosinemia is a risk to the cell
and suggest that oxidative stress may be involved in the pathophysiology of the disease,
however, more studies are needed to better clarify the mechanisms responsible for the
dysfunction of hipertirosinemia characteristics.



LISTA DE ABREVIATURAS

0, Oxigénio singlet

4HPPD 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase
CAT Catalase

DCF 2’, 7’ diclorofluoresceina
DCFH-DA 2’, 7° diclorofluoresceina diacetato
EIM Erros inatos do metabolismo

ERO Espécies reativas de oxigénio

FAA Fumarilacetoacetato

FAH Fumarilacetoacetato hidrolase
G6PDH Glicose-6-fosfato desidrogenase
GR Glutationa redutase

GSH Glutationa reduzida

GSH-Px Glutationa peroxidase

GSSG Glutationa oxidada

H,0O, Peroxido de hidrogénio

HO' Hidroxila

HO," Hidroperoxila

HOCI Acido hipocloroso

HTI Tirosinemia tipo |

LOOH Pero6xidos organicos

MAA Maleilacetoacetato

MAI Maleilacetato isomerase

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida



NTBC 2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)-1,3-cicloexanodiona
O, Oxigénio molecular

O, Radical anion superdxido

O3 Oz6nio

SA Succinilacetona

SNC Sistema Nervoso Central

SOD Superéxido dismutase

TAT Tirosina aminotransferase

TBA-RS Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
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INTRODUCAO

1 Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo distarbios hereditarios causados pela
deficiéncia parcial ou total de uma proteina, que geralmente tem funcéo de enzima. A
sintese defeituosa desta enzima levara a auséncia ou deficiéncia severa na sua atividade,
comprometendo a formagdo do produto e ocasionando acumulo de substratos tdxicos,
ou ainda, originar outros produtos por rotas metabdlicas alternativas (Scriver et al.,
2001).

Visto que o quadro clinico é bastante diverso devido ao grande nimero de
alteracOes geneticas, alguns EIM sdo assintomaticos até a fase adulta, enquanto outros
implicam em morte neonatal. Embora isoladamente ndo apresentem grande incidéncia,
os EIM somados representam aproximadamente 10% das doengas genéticas (Giugliani,
1988).

Os EIM foram classificados em trés grupos de acordo com o fenoétipo clinico dos
pacientes: grupo |, desordens de sintese ou catabolismo de moléculas complexas; grupo
I1, desordens do metabolismo intermediario, como € o caso da tirosinemia; e grupo IlI,
desordens na producdo e utilizacdo energética (Saudubray et al., 2002).

Este trabalho enfoca um EIM do grupo Il: a hipertirosinemia, tanto a tipo |

quanto atipo I1.

1.1 Hipertirosinemias

A tirosina € um aminoacido aromatico que pode ser obtido a partir da hidrdlise
de proteinas da dieta ou do tecido ou atraves da hidroxilacdo da fenilalanina, sendo,
portanto, um aminoacido semi-essencial. Ela esta diretamente envolvida na biossintese

de catecolaminas, melanina e hormodnios da tireoide e, além disso, tem dois destinos
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metabdlicos principais: sintese proteica ou degradacdo em fumarato e acetoacetato

(Mitchell et al., 2001).

Dentro do citoplasma dos hepatdcitos e do epitélio do tabulo proximal do rim,
ocorre uma série de reacBes enzimaticas que sdo responsaveis pelo metabolismo da
tirosina. A deficiéncia de quatro de cinco dessas enzimas leva a hipertirosinemia, devido
ao acumulo de tirosina nos tecidos, no fluido cérebro-espinhal, no sangue e na urina.
Em humanos, diferentes defeitos genéticos associados a rota de metabolizacdo desse
aminoécido foram identificados e classificados em trés sub-tipos de tirosinemia (tipo I,
tipo 1l e tipo Ill) e alcaptonuria. A tirosinemia tipo | é causada pela deficiéncia da
enzima fumarilacetoacetato hidrolase (FAH); a tipo Il por uma deficiéncia da tirosina
aminotransferase (TAT); a tipo Ill, uma desordem extremamente rara, devido a
deficiéncia da 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (4HPPD) e a alcaptonuria onde ocorre
deficiéncia da homogentizato 1,2-dioxigenase (Mitchell et al., 2001; Held, 2006)

(Figura 1).
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Figura 1: Metabolismo da tirosina. Enzimas: (1) fenilalanina hidroxilase; (2)
tirosina aminotransferase (TAT); (3) 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (4HPPD); (5)
maleilacetato isomerase (MAI); (6) fumarilacetoacetato hidrolase (FAH). As enzimas

(7) e (8) ainda nao foram identificadas. Adaptada de Mitchell et al., 2001.
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1.1.1 Tirosinemia Tipo |

A tirosinemia tipo | (HTI), também denominada de tirosinemia hepatorenal, €
uma doenga autossdmica recessiva com incidéncia de 1:100.000 nascidos Vivos,
conhecida por ser a forma mais grave dentre as tirosinemias. O bloqueio da ultima
enzima da rota metabdlica da tirosina, a fumarilacetoacetato hidrolase (FAH), leva ao
acumulo de metabdlitos tdxicos como o maleilacetoacetato (MAA), fumarilacetoacetato
(FAA) e succinilacetona (SA), os quais sdo responsaveis por problemas hepéticos e
renais caracteristicos da doenca (Mitchell et al., 2001; Held, 2006; Masurel-Paulet et al.,
2008). Relatos mostram que a concentracdo de tirosina varia de 50 a 120 umol/L

(normal <90 pmol/L) (Pass e Morrissey, 2008).

1.1.1.1 Caracteristicas Clinicas

Os problemas hepaticos relatados sdo: insuficiéncia hepatica, cirrose
micronodular e carcinoma hepatocelular, desenvolvido na forma mais avancada da
doenca. Entre as lesdes renais, estdo descritas a Sindrome de Fanconi e tubulopatia com
raquitismo secundario (Masurel-Paulet et al., 2008). Scott et al., (2006) relata que a fase
inicial da doenca pode progredir para necrose hepaética, ictericia, ascite e hemorragia
gastrointestinal. Nos primeiros meses de vida, na forma aguda, os pacientes apresentam
problemas no figado e se ndo for tratada, leva a morte. Na forma crénica, esses
pacientes tem maior problema renal, caracterizado por uma aminoaciduria generalizada,
perda de fosfato e acidose renal tubular (Scott et al.,, 2006). Esses pacientes sdo
geralmente diagnosticados no inicio da infancia com sintomas de hepatomegalia, cirrose
hepatica, raquitismo hipofosfatémico ou a combinacdo desses sintomas e, além disso,

podem ter crises neurolégicas (Held, 2006).
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1.1.1.2 Diagnéstico

O diagndstico desses pacientes é feito através da analise de acidos organicos na
urina, onde os acidos 4-hidroxifenilpiravico, 4-hidroxifenilatico e 4-hidroxifenilacético
encontram-se aumentados (Endo e Sun, 2002). H& relatos que a urina apresenta um
cheiro de “repolho cozido” ou “cogumelo podre”, essa caracteristica associada a uma
elevada concentragdo de uma o-fetoproteina no soro, ajuda na identificacdo da
tirosinemia tipo 1. Além disso, ocorre um aumento na concentracdo de metionina e
tirosina no plasma e acumulo de succinilacetoacetato e succinilacetoacetona na urina e
no plasma, sendo esta Ultima considerada o principal indicador para o diagnéstico da
doenca (Scott et al., 2006; Held, 2006). O teste confirmatdrio ¢ feito atraves da medida
da enzima FAH em cultura de fibroblastos de pele ou atraves da analise de mutacédo de

DNA (Scott et al., 2006).

1.1.1.3 Dieta e Tratamento

Os pacientes HTI recebem uma dieta restrita em tirosina e fenilalanina para
evitar 0 acUmulo do metabdlito toéxico FAA, porém essa restricio nao impede
totalmente a disfuncdo hepatica e renal (Langlois et al., 2006; Langlois et al., 2008). Em
1991, a 2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil)-1,3-cicloexanodiona (NTBC) foi introduzida
no tratamento desses pacientes para prevenir esse acimulo nas células do figado e do
rim. O NTBC bloqueia a enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase, segunda enzima da
via metabdlica da tirosina, suprimindo o acimulo dos metabolitos MAA, FAA e SA,
mas ndo impedindo o de tirosina (Lindsedt et al., 1992; Luijerink et al., 2003; Masurel-
Paulet et al., 2008). Embora haja uma melhora nos sintomas, essa droga ndo € capaz de
impedir o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (Luijerink et al., 2003; Langlois
et al., 2006). Nesses casos, a Unica terapia efetiva € o transplante de figado, embora

ainda se encontre baixos niveis de SA, que é atribuido a continua producdo renal (Scott
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et al., 2006). Essa droga também tem sido testada em ratos knockout-FAH para que néo
ocorra a morte neonatal, mas 50% dos ratos desenvolveram hepatocarcinoma (Langlois

et al., 2006).

1.1.2 Tirosinemia Tipo 1l

A tirosinemia tipo Il, também conhecida como tirosinemia oculocutanea ou
sindrome de Richner-Hanhart, é causada pela deficiéncia autossomica recessiva da
enzima hepatica tirosina aminotransferase (TAT), sua atividade determina a taxa de
degradacdo da tirosina, pois controla o primeiro passo da rota metabllica desse
aminodcido. Tem incidéncia de 1:250.000 nascidos vivos e se caracteriza por ter 0s
niveis mais elevados de tirosina, em pacientes ndo tratados varia entre 370 a 3420
umol/L (normal < 90 pmol/L) (Natt et al., 1987; Macsai et al., 2001; Mitchell et al.,

2001; Held, 2006).

1.1.2.1 Caracteristicas Clinicas

A deficiéncia da TAT leva a manifestacfes clinicas como, lesdes oculares,
lesbes cutéaneas e alteracdes neuroldgicas (Mitchell et al., 2001).

As lesdes oculares geralmente se manifestam no primeiro ano de vida e
caracterizam-se por fotofobia, lacrimejamento, vermelhiddo e dor. Além disso, €
observado nesses pacientes conjuntivites e ulceragdes na cornea, o que pode levar ao
glaucoma. Os cristais de tirosina rompem os lisossomos, induzindo a uma resposta
inflamatéria nos olhos. As lesbes cutdneas consistem tipicamente de placas de
hiperceratose nas plantas dos pés e nas palmas das mdos. Em individuos mais velhos,
hiperceratose dos cotovelos, joelhos e tornozelos também tém sido relatados. O
envolvimento neuroldgico varia desde um leve decréscimo na inteligéncia até retardo

mental severo associado a microcefalia, automutilacdo, hiperatividade, disturbios
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motores e no desenvolvimento da fala. Possivelmente, o grau de acometimento do
sistema nervoso central esteja relacionado com os altos niveis de tirosina no plasma
desses pacientes (Rabinowitz et al., 1995; Goldsmith et al., 1973; Macsai et al., 2001;

Mitchell et al., 2001; Held, 2006; Scott et al., 2006).

1.1.2.2 Diagndéstico

O diagnéstico é feito através da determinacdo da concentracdo de tirosina na
urina e no plasma dos pacientes, assim como 0s niveis de seus metabdlitos na urina. O
teste confirmatorio € realizado pela avaliacdo da atividade da TAT em bidpsia hepatica

ou pela analise de mutacgdes no gene da enzima (Mitchell et al., 2001; Held, 2006).

1.1.2.3 Dieta e Tratamento

Pacientes tirosinémicos tipo Il tém demonstrado amenizar as lesdes oculares e
cutdneas com a restricdo dietética de fenilalanina e tirosina. No entanto, as
concentracdes plasmaticas apropriadas de tirosina para evitar o dano neurolégico ainda

ndo foram esclarecidas (Mitchell et al., 2001; Held, 2006).

2 Radicais Livres

O termo radical livre refere-se a qualquer espécie quimica capaz de ter existéncia
independente e que contém um ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima
camada eletrbnica, situacdo energeticamente instavel, conferindo-lhe alta reatividade
(Southorn e Powis, 1988; Halliwell e Gutteridge, 2007). Um radical livre pode reagir
com um nao-radical, assim outro radical livre pode ser formado, desencadeando reacées
em cadeia de transferéncia de elétrons (Boveris, 1998).

Em condicBes fisioldgicas do metabolismo celular aerdébico, cerca de 95% do

oxigénio molecular (O) sofre reducdo tetravalente, resultando na formagdo de &gua.
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Durante esse processo, intermediarios reativos, como os radicais anion superoxido (O;”
), hidroperoxila (HO,"), hidroxila (HO") e perdxido de hidrogénio (H,O;) sdo formados
em pequenas quantidades na cadeia respiratéria mitocondrial (Cohen, 1989). O termo
genérico espécies reativas de oxigénio (ERO) refere-se tanto aos radicais livres
formados pela reducédo do O, (O, e HO'), quanto aos ndo-radicais dele derivados, como
o perdxido de hidrogénio (H-0-), o oxigénio singlet (*Os), o 4cido hipocloroso (HOCI)
e 0 0zonio (O3) (Halliwell e Gutteridge, 2007). Essas espécies reativas ocorrem tanto
em processos fisioldégicos quanto em patolégicos do organismo. Quando formadas em
excesso, devido a um desequilibrio entre os sistemas de producdo e os de remocéo,
essas especies reativas podem promover a lipoperoxidacdo da bicamada lipidica (com
excecdo do H,O, e 0O;7), oxidar proteinas e DNA, resultando em um processo

patologico (Bergendi et al., 1999; Halliwell e Whiteman, 2004).

2.1 Sistema de Defesa Antioxidante

Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para retardar e/ou prevenir o
acumulo de especies reativas e seus efeitos deletérios. Os sistemas de defesa séo
classificados em enzimaticos e ndo-enzimaticos e conservam o equilibrio entre a
producdo fisioldégica de ERO e sua detoxificacdo (Halliwell e Gutteridge, 2007; Behl e
Moosmann, 2002). As principais enzimas antioxidantes que exercem esse papel sdo a
superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px). Ja
nas defesas ndo—enzimaticas incluem os antioxidantes lipofilicos (tocoferdis,
carotendides e bioflavonoides) e hidrofilicos (glutationa, acido ascorbico, indodis e
catecois) (Halliwell e Gutteridge, 2007).

A SOD é uma metaloenzima que catalisa a reacdo de dismutacdo do radical
anion superoxido formando peréxido de hidrogénio e oxigénio, assim diminuindo a

formacdo de ERO e ERN deles derivadas. E considerada a defesa primaria contra o
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estresse oxidativo, ja que o radical &nion superoxido é um iniciador de reacdes em
cadeia (Marks, Marks e Smith, 1996). Embora ocorra a remoc¢do do O;", 0 H;0;
produzido pela SOD deve ser eliminado por outros sistemas, como a catalase e a

glutationa peroxidase (Fridovich, 1975).
2H +2 0" = 07 + HO»

Em células eucarioticas, existem duas formas de SOD: a SOD cobre-zinco
(CuznSOD) encontrada principalmente no citosol e a SOD manganés (MnSOD)
presente na matriz mitocondrial (Fridovich, 1995; Ward e Peters, 1995).

Ja a CAT é uma hemeproteina que catalisa a dismutacdo do peroxido de

hidrogénio, um é reduzido a &gua e o outro é oxidado a oxigénio.
2HO2 - 2H0+ 0O

Essa enzima se encontra principalmente nos peroxissomas, que contém varias
enzimas produtoras de H,O, e em menor quantidade no citosol (Chance et al., 1979;
Marks, Marks e Smith, 1996). Orgdos como o coragdo, o musculo esquelético e o
cérebro contém menor quantidade e atividade de CAT que o figado, tornando-0s mais
vulneraveis as espécies reativas (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Por fim, a glutationa peroxidase (GPx) catalisa a decomposicdo do peréxido de
hidrogénio e peroxidos organicos (LOOH) para seus alcoois correspondentes as custas
da glutationa reduzida (GSH), que atua como doadora de elétrons, e é oxidada a

glutationa oxidada (GSSG) (Chance et al., 1979).
H202 + 2 GSH — GSSG + 2 H20

LOOH + 2 GSH — GSSG + H0 + LOH
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A glutationa redutase (GR) catalisa a reducdo da GSSG, utilizando NADPH
como coenzima, assim dependendo da integridade da via das pentoses fosfatos (Chance

et al., 1979; Marks, Marks e Smith, 1996).

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*

2.2 Estresse Oxidativo

Em situacdes fisioldgicas, a producdo de espécies ativas de oxigénio e de nitrogénio
é balanceada pelos sistemas de defesa de antioxidantes do organismo. O controle entre a
producdo e a remogao dessas espécies reativas garante a homeostase fisiologica. Porém,
quando h& um desequilibrio entre a producdo de oxidantes e as defesas antioxidantes,
tem-se a condicdo de estresse oxidativo (Halliwell, 2001; Behl e Moosmann, 2002).

O aumento das ERO esta associado a inadequada oxidacdo de biomoléculas que
leva a um dano celular e ao comprometimento de sua fungédo. Esse dano biomolecular
que leva ao estresse oxidativo pode ter como consequéncias: adaptacdo celular,
geralmente por up-regulation das defesas antioxidantes; injdria celular; ou morte da
célula por apoptose ou necrose (Behl e Moosmann, 2002; Halliwell e Whiteman, 2004).

O estresse oxidativo parece estar envolvido em diversas doencas ou alteracdes
patologicas que atingem o SNC, incluindo arteriosclerose. Além disso, nosso grupo de
pesquisa mostrou que 0 estresse oxidativo parece estar aumentado em modelos
experimentais de alguns EIM, como a hiperargininemia (Wyse et al.,, 2001), a
fenilcetondria (Kienzle-Hagen et al., 2002), a homocistindria (Matté et al., 2004) e
inclusive, a tirosinemia tipo Il (Sgaravatti et al., 2008; Sgaravatti et al., 2009).

O SNC ¢é o mais suscetivel a lipoperoxidacdo quando comparado com outros
tecidos, devido ao seu alto consumo de oxigénio, a rica composicdo de lipidios

insaturados, a elevada concentracdo de ferro e a escassa defesa antioxidante (Halliwell e
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Gutteridge, 2007). No entanto, estudos com outros tecidos, como o figado, tambem
demonstram ser suscetiveis ao ataque de ERO e estarem envolvidos com o estresse

oxidativo, como a hiperprolinemia (Ferreira et al., 2012).

2.3 Estresse Oxidativo e Tirosinemia

Estudos recentes mostram que o estresse oxidativo pode estar envolvido na
fisiopatologia de doencas do metabolismo, dentre elas, a tirosinemia (Sgaravatti et al.,
2008; Sgaravatti et al., 2009), onde ocorre acimulo de aminoacidos e acidos organicos,
0s quais se supdem serem responsaveis pela producdo excessiva de espécies reativas
(Wajner et al., 2004). A administracdo de FAA e MAA pode diminuir os niveis de
glutationa (GSH), importante antioxidante celular, sugerindo o envolvimento de
espécies reativas na HTI (Bird et al., 1995). Além disso, Sgaravatti et al., (2008)
mostrou que a incubacdo de L-tirosina em tecido cerebral alterou diversos parametros
de estresse oxidativo, como o potencial antioxidante total, contetdo de tiois e de &cido
ascorbico, dano ao DNA e atividade da catalase. E estudos com um modelo agudo de
tirosinemia mostraram que o modelo da doenca aumentou a lipoperoxidacdo, o
conteldo de carbonilas protéicas e atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase, e

diminuiu o contetdo de tidis e de GSH no sistema nervoso (Sgaravatti et al., 2009).

Portanto, é importante investigar o possivel papel do estresse oxidativo na hepato e
neurotoxicidade da tirosina a fim de avaliar sua participacdo nos mecanismos
responsaveis pelas disfungbes observadas nos pacientes hipertirosinémicos,

especialmente do tipo | e tipo Il, respectivamente.
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3  Objetivo Geral

Investigar os efeitos da administracdo de L-tirosina sobre varios parametros de
estresse oxidativo em homogeneizados de figado e cérebro de ratos jovens a fim de
melhor compreender 0s mecanismos responsaveis pelas disfungdes hepéticas e

neuroldgicas observados em pacientes hipertirosinémicos.

Obijetivos Especificos

1) Avaliar o efeito agudo de L-tirosina sobre diversos parametros de estresse
oxidativo, tais como niveis de TBA, contetdo de carbonilas protéicas, a
fluorescéncia da diclorofluoresceina (DCF) e atividade das enzimas CAT,

SOD, GPx e G6PD em figado de ratos jovens.

2) Estudar o efeito da administracdo crénica de L-tirosina em figado e cérebro
de ratos jovens sobre 0s seguintes parametros de estresse oxidativo: os niveis
de TBA, o conteudo de carbonilas protéicas, a fluorescéncia da
diclorofluoresceina (DCF) e atividade das enzimas CAT, SOD, GPx e

G6PD.
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Abstract

Hypertyrosinemia is an autosomal recessive disease of tyrosine catabolism
which is characterized by the accumulation of tyrosine in tissues, brain-spinal fluid,
blood and urine of patients. In humans, three different diseases were identified:
tyrosinemia type | is caused by deficiency of fumarylacetoacetate hydrolase (FAH);
tyrosinemia type Il caused by a deficiency of tyrosine aminotransferase (TAT) and
tyrosinemia type Ill due to the deficiency of 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
(4HPPD). Tyrosinemia type | (HTI) leads to the accumulation of toxic metabolites
which are considered to be responsible for hepatic and kidney damage, characteristic of
the disease. However, tyrosinemia type Il presents clinically as ocular lesions,
cutaneous lesions and neurological changes. Considering that the role of tyrosine on the
mechanisms of neurological and hepatic dysfunctions of the tyrosinemias are poorly
known, the present study investigated the possible role of oxidative stress on neuro and
hepatotoxicity of hypertyrosinemia in order to better comprehend the possible
mechanisms of damage in presented the tyrosinemias. Therefore, the chronic effect of
L-tyrosine was investigated on the follow parameters of oxidative stress in brain and
liver of young rats: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx), glucose 6-phospate dehydrogenase (G6PD), tiobarbituric acid
reactive substances (TBA-RS) and dichlorofluorscein (DCF). Hypertyrosinemia
condiction caused decrease in SOD, CAT, GPx and G6PD, and increase in TBA-RS and
DCF. Thus, if these effects also occur in humans, it is possible that oxidative stress may
contribute for hepatic and neurological dysfunctions characteristic of the

hypertyrosinemias.

Keywords: Hypertyrosinemia, Tyrosinemia type I, tyrosinemia type |1, oxidative stress
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Introduction

Tyrosine is a semi-essential amino acid which can be obtained by hydrolysis of
proteins from diet or tissue and by hydroxylation of phenylalanine (Held et al. 2006;
Sgaravatti et al. 2009).

Various enzymatic reactions which are responsible for the metabolism of
tyrosine occur in the cytoplasm of hepatocytes and epithelium of the proximal tubule of
the kidney (Held et al. 2006). The deficiency of some these enzymes produces
hypertyrosinemia, due to the accumulation of tyrosine in the tissues, brain-spinal fluid,
blood and urine (Scott et al. 2006). In humans, three different autosomal recessive
diseases were identified: tyrosinemia type | is caused by deficiency of
fumarylacetoacetate hydrolase (FAH); tyrosinemia type Il caused by a deficiency of
tyrosine aminotransferase (TAT) and tyrosinemia type Ill, a rare disorder, due to the
deficiency of 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (4HPPD) (Mitchell et al. 2001).

Tyrosinemia type | (HTI), also named hepatorenal tyrosinemia, has an incidence
of 1:100.000 births and it is known to be the more severe form of the disease (Mitchell
et al. 2001; Held et al. 2006). The blockade of the last enzyme in the metabolic route of
tyrosine catabolism, the FAH, leads to the accumulation of toxic metabolites such as
maleylacetoacetate (MAA), fumarylacetoacetate (FAA) and succinylacetone (SA),
which are considered to be responsible for hepatic and kidney damage, characteristic of
the disease (Held et al. 2006; Masurel-Paulet et al. 2008). Reports show that the
concentration of tyrosine may reach from 50 to 120 umol/L (Pass e Morrissey 2008).
The hepatic involvement may eventually develop to hepatic insufficiency, cirrhosis
micro nodular or carcinoma hepatocellular. While alterations in the renal system may
present as Fanconi syndrome and tubulopathy with secondary rickets (Masurel-Paulet et

al. 2008).
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However, tyrosinemia type Il, also known as tyrosinemia oculocutonea or
Richner-Hanhart syndrome, has incidence of 1:250.000 born alive infants and
characterizes itself for having the highest levels of tyrosine (370 a 3420 umol/L). The
deficiency of TAT presents clinically as ocular lesions, cutaneous lesions and
neurological changes (Mitchell et al. 2001; Held et al. 2006). The neurological
involvement varies from a slight decrease of intelligence to severe mental retardation
associated to microcephaly, self-mutilation, hyperactivity, motor disturbances and
language deficits (Natt et al. 1987; Macsai et al. 2001; Mitchell et al. 2001; Held, 2006).

Oxidative stress has been studied in several inherited metabolic disorders
characterized by the accumulation of amino acids and organic acids, which are
supposed to be the responsible for excessive production of reactive species (Wajner et
al. 2004). Considering that the role of tyrosine on the mechanisms of the neurological
and hepatic dysfunctions of the tyrosinemias are poorly known and that tyrosine altered
oxidative stress parameters in rat brain in vitro (Sgaravatti et al. 2008) and by acute
administration (single injection) of tyrosine (Sgaravatti et al. 2009), the present study
investigated the role of oxidative stress on neuro and hepatotoxicity of hypertyrosinemia
in order to better comprehend the possible mechanisms of damage presented in the
tyrosinemias. Therefore, the chronic effect of L-tyrosine was investigated on the follow
parameters of oxidative stress in brain and liver of young rats: tiobarbituric acid reactive
substances (TBA-RS) to measure lipoperoxidation, dichlorofluorscein (DCF) to assess
reactive species production, the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GPx) to measure the antioxidants enzymatic
defenses, and glucose 6-phospate dehydrogenase (G6PD) to measure the main

production system of NADPH.
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Materials and Methods
Reagents and equipments

All chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). A SpectraMax
M5/M5 Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies,
Sunnyvale, CA, USA) was used for the measurements. For centrifugation procedures,

an Eppendorf 5417R (refrigerated version) and Eppendorf 5403 were used.

Animals

Seven day-old Wistar rats bred in the Department of Biochemistry, 1CBS,
UFRGS, were used. Rats were kept with dams until they were sacrificed. The dams had
free access to water and 20% (w/w) protein commercial chow (Supra, Porto Alegre, RS,
Brazil). They were maintained in a room with a 12:12 h light/dark cycle (lights on 7:00-
19:00 h) and with air conditioned controlled temperature (22 = 1°C). The “Principles of
Laboratory Animal Care” (NIH publication # 80-23, revised 1996) were followed

throughout the experiments.

Experimental Design

The chronic model of hypertyrosinemia was produced in Wistar rats after the 7th
day of life and the animals were divided in two groups. Control group received 0.1%
Tween 20 dissolved in saline solution and hypertyrosinemic group received L-tyrosine
methyl ester (500 mg / kg body weight) (Sgaravatti et al.., 2009). Solutions were
prepared each day and were administered by intraperitoneal (ip) twice daily injections

for seven days.

Tissue Preparation
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Twelve hours after the last injection, animals were anesthetized (85 mg ketamine /
Kg body weight and 3 mg xylazine/ Kg body weight, ip) and the liver was perfused with
saline solution then, animals were killed by decapitation and the liver and brain were
immediately removed. The olfactory bulbs and cerebellum were discarded. Tissues were
weighed and homogenized 1:10 w/v in 20 mM sodium phosphate and 140 mM KCI (pH
7.4) buffer and centrifuged at 800 g per 10 min at 4°C, and the supernatants were

immediately used for measurements.

Catalase assay

The method used is based on the disappearance of H,O; at 240 nm in a reaction
medium containing 20 mM H202, 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

SOD activity was determined according to Marklund (1985) based on pyrogallol
autoxidation, a process highly dependent on superoxide radical. At 420 nm pyragallol
oxidation is analyzed per min in a mix with 50 mM Tris-HCI 1mM EDTA pH 8.2
buffer, 30 uM catalase, homogenate and 24 mM pyrogallol. 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 one

unit of SOD and the specific activity is represented as units/mg protein.
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Glutathione peroxidase assay

GSH-Px activity was measured using tert-butyl-hydroperoxide as substrate
(Wendel, 1981). NADPH disappearance was monitored at 340 nm. The medium
contained 2 mM glutathione, 0.15 U/mL glutathione reductase, 0.4 mM azide, 0.5 mM
tert-butylhydroperoxide and 0.1 mM NADPH. One GSH-Px unit is defined as one umol
of NADPH consumed per minute and the specific activity is represented as GSH-Px

units/mg protein.

Glucose-6-phosphate dehydrogenase assay

This assay was performed to measure the activity of G6PD and 6PGD, two
enzymes of the pentose phosphate pathway produces NADPH. To obtain the total
dehydrogenase activity, substrates for both dehydrogenase enzymes were added to a
cuvette. The reaction mixture contained the following: 100 mM Tris—HCI, pH 7.5, 10
mM MgCI2, 0.5 mM NADP", 1 mM 6-phosphogluconate (6PGD substrate), 1 mM G6P
(G6PD substrate), and the sample. In another cuvette, the same reaction mixture without
G6P was used to obtain the activity of 6PGD alone. The reactions were started through
the addition of 1 mM NADP"* and monitored in a spectrophotometer at 340 nm. One
6PGD unit is defined as one pmol NADPH produced per minute and specific activity is
represented as 6PGD units/mg protein. Then, the G6PD activity was obtained by the
subtraction of the total activity by the activity of 6PGD. One G6PD unit is defined as
one pumol of NADPH produced per minute and specific activity is represented as G6PD

units/mg protein (Leong and Clark 1984; Tian et al. 1994).

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS)
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TBA-RS was measured according to the method of Ohkawa et al. (1979).
Briefly, to glass tubes were added, in order of appearence: 500 pL of tissue supernatant;
50 pL of SDS 8.1%; 1500 pL of 20% acetic acid in aqueous solution (v/v) pH 3.5; 1500
pL of 0.8 % thiobarbituric acid; and 700 pL of distilled water. The mixture was
vortexed and the reaction was carried out in a boiling water bath for 1 hour. The mixture
was allowed to cool on water for 5 min, and was centrifuged 750 g for 10 min. The
resulting pink stained TBA-RS were determined spectrophotometrically at 532 nm.

TBA-RS were calculated as nmol TBA-RS/mg protein.

2’7 dichlorofluorscein oxidation assay (DCF)

Reactive oxygen/nitrogen species production was measured following Lebel et
al. (1992) method based on 2’7’-dichlorofluorscein (H,DCF) oxidation. The 30 pL
samples were incubated for 30 min at 37°C and dark with 30 pL 20 mM sodium
phosphate and 140 mM KCI (pH 7,4) buffer and 240 pL 100 uM 2°7’-
dichlorofluorscein diacetate (H,DCF-DA) solution in a 96 wells plate. H,DCF-DA is
cleaved by cellular esterases and H,DCF formed is eventually oxidized by ROS or RNS
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 as nmol DCF/mg protein.

Protein determination

Protein concentration was determined in samples by the method of Lowry et al.,

(1951) using bovine serum albumin as a standard.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed by Student’s t test, 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 statistically significant.

Results

Initially, we measured the effect of L-tyrosine administration for 7 days on the

antioxidant enzymatic defenses in liver and brain of rats.

Figure 1 shows that the activity of SOD was significantly decreased in
hypertyrosinemic rats when compared to control, both in liver (A) [t(12)=3.762; p<0.05]
and brain (B) [t(12)=12.018; p<0.01]. Figure 2 shows that the administration of L-
tyrosine caused a significant decrease of CAT activity in liver (A) [t(9)=11.633; p<0.01]

and brain (B) [t(11)=6.960; p<0.01].

Figures 3A and 3B show a significant decrease of GPx activity in liver (A)
[t(10)=6.197; p<0.01] and brain (B) [t(11)=20.038; p<0.01], showing an inhibition of
about 50% in the brain when compared to control. The activity of G6PD is showed in
figure 4 and it can be observed that hypertyrosinemia model was capable of causing a
significant inhibition of G6PD activity in liver (A) [t(11)=8.982; p<0.01] and brain (B)

[t(12)=5.639; p<0.01].

Figure 5 shows that the chronic administration of L-tyrosine was capable of

increasing significantly the lipoperoxidation measured by the production of TBA-RS in
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liver (A) [t(12)=2.688; p<«0.05] and brain (B) [t(12)=3.283; p<0.01] when compared to
control.

Finally, the formation of reactive species measured by production of DCF was
evaluated and showed in figure 6. The chronic model of hypertyrosinemia was capable
of increasing reactive species production in liver (A) [t(12)=2.663; p<0.05] and brain

(B) [t(12)=2.929; p<0.05] of young rats.

Discussion

Inborn errors of tyrosine catabolism lead to increased concentration of this
amino acid in tissues, brain-spinal fluid, blood and urine of patients characterizing the
hypertyrosinemias type | (FAH deficiency) and type Il (TAT deficiency) (Scott et al.
2006). Although symptoms of these disturbances are well described, the
pathophysiological mechanisms caused by FAH and TAT deficiencies are broadly
unknown. Then it is speculated that these damages are related with the abnormal
increase of tyrosine levels found in these patients (Mitchell et al. 2001). In addition,
studies in vitro and in vivo (acute model), demonstrated that tyrosine alters parameters

of oxidative stress in rat cerebral cortex (Sgaravatti et al. 2008; Sgaravatti et al. 2009).

In this study, the influence of L-tyrosine chronic administration under
antioxidant enzymatic defenses was evaluated in liver and brain of young rats. The
activity of SOD, which turns superoxide radical into hydrogen peroxide (Halliwell e
Gutteridge 1985), was decreased by administration of L-tyrosine in liver and brain of
rats. In previous studies, SOD activity was not changed neither in vitro nor in vivo
(acute model) by a single injection of tyrosine (Sgaravatti et al. 2008; Sgaravatti et al.

2009). Our results show that a longer insult of tyrosine is capable of affecting the
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activity of this enzyme probably reducing the elimination of superoxide radical which,

in turn, may increase the formation of other reactive species of oxygen and nitrogen.

CAT activity was also evaluated. This enzyme metabolizes hydrogen peroxide
(H20,) into water and molecular oxygen. In the present hypertyrosinemia model, CAT
also had its activity inhibited in both analyzed tissues. This result corroborates with our
previous results of in vitro tyrosine effect (Sgaravatti et al. 2008), indicating that this
activity is probably affected by the presence of this amino acid. CAT inhibition may
lead to an excessive concentration of H,O, which, in turn, can itself decrease CAT
activity, once H,O; is capable of inactivating enzymes by oxidation of hyper-reactive
sulfhydryl groups, which are essential for catalyzes, resulting in a vicious cycle

(Halliwell and Gutteridge 2007).

We also evaluated the activity of GPx. This enzyme is capable of removing
hydrogen peroxide and organic hydroperoxides (Halliwell e Gutteridge 1985) using
reduced glutathione oxidation. In previous in vitro and acute models of
hypertyrosinemia (Sgaravatti et al. 2008; Sgaravatti et al. 2009), the GPx activity was
not changed in cerebral cortex of rats, but in our hypertyrosinemia chronic model, its
activity was visibly inhibited in both analyzed tissues. So, it is presumed that the
inhibition of this enzyme in vivo occurs through an indirect effect of this amino acid. In

addition, this inhibition along with CAT inhibition points to a possible increase of H,0,.

The last enzyme activity evaluated was G6PD, an enzyme of pentose phosphate
pathway, which produces NAPDH to attend cellular needs for reductive biosynthesis
and maintenance of cellular redox state (Kletzien et al. 1994). G6PD activity was
inhibited by L-tyrosine, in rat liver and brain, an effect that could promote a deficiency
in the NADPH production and harm cell by altering redox balance. This effect may

exacerbate the inhibition observed at GPx, once this enzyme activity depends on the
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regeneration of reduced glutathione by reductase glutathione, which in turn, depends on

NADPH produced mainly by G6PD (Hashida et al. 2002; Williams et al. 2004).

The influence of tyrosine chronic administration on lipid oxidation was also
analyzed. TBA-RS reflects the malondialdehyde content, the most abundant aldehyde
resultant of lipid peroxidation (Esterbauer and Cheeseman, 1990). We demonstrated that
L-tyrosine was capable of increasing TBA-RS levels in liver and brain homogenates,
demonstrating that L-tyrosine can promote lipoperoxidation, then, suggesting that
oxidative damage in lipids could occur in vivo.

The last analyzed parameter was DCF formation which represents a nonspecific
index of reactive species production. Hypertyrosinemia model increased the
concentration of these compounds in liver and brain, confirming that tyrosine promotes
an overproduction of reactive species.

According to the present results, it can be observed that L-tyrosine chronic
administration to young rats alters various parameters of oxidative stress in liver and
brain, diminishing antioxidant enzymatic defenses, inducing lipoperoxidation and
increasing the production of reactive species. Thus, if these effects also occur in
humans, it is possible that oxidative stress may contribute, besides other mechanisms,

for hepatic and neurological dysfunctions characteristic of the hypertyrosinemias.
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Figure Captions

Fig 1: Effect of L-tyrosine chronic administration on the activity of superoxide
dismutase (SOD) in homogenates of liver (A) and brain (B) of young rats. Results are

mean + SD (n=7), p<0.05 and ** p<0.01 compared to control (Student’s t test).

Fig 2: Effect of L-tyrosine chronic administration on the enzyme activity of catalase
(CAT) in homogenates of liver (A) and brain (B) of young rats. Results are mean = SD

(n=5-7), ** p<0.01 compared to control (Student’s t test).

Fig 3: Effect of L-tyrosine chronic administration on the enzyme activity of glutathione
peroxidase (GPx) in homogenates of liver (A) and brain (B) of young rats. Results are

mean £ SD (n=5-7), ** p<0.01 compared to control (Student’s t test).

Fig 4: Effect of L-tyrosine chronic administration on the enzyme activity of glucose 6-
phosphate dehydrogenase (G6PD) in homogenates of liver (A) and brain (B) of young

rats. Results are mean = SD (n= 6-7), ** p<0.01 compared to control (Student’s t test).

Fig 5: Effect of L-tyrosine chronic administration about the TBA-RS content in
homogenates of liver (A) and brain (B) of young rats. Results are mean £ SD (n=7), *

p<0.05 and ** p<0.01 compared to control (Student’s t test).
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Fig 6: Effect of L-tyrosine chronic administration on the production of reactive species
in homogenates of liver (A) and brain (B) of young rats. Results are mean = SD (n=7), *

p<0.05 compared to control (Student’s t test).
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Capitulo 1l — Resultados néo incluidos em artigo.

Materiais e Métodos
Equipamentos

Todos os reagentes foram comprados da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Um
espectrofotometro SpectraMax M5/M5 Microplate Reader (Molecular Devices, MDS
Analytical Technologies, Sunnyvale, CA, USA) foi utilizado para a medicéo. Eppendorf

5417R e 5403 foram usados para processos de centrifugacao.

Modelo agudo de hipertirosinemia

Ratos Wistar de 14 dias de vida foram obtidos junto ao Departamento de
Bioquimica, ICBS, UFRGS. Um modelo agudo de hipertirosinemia foi induzido
quimicamente, de acordo com Sgaravatti e colaboradores (2009) com modificacdes. Foi
administrado, pela via intraperitonial, L-tirosina metil éster que foi dissolvida em 0,1%
de Tween 20 em solucdo salina (pH ajustado para 7,4) e com dose equivalente a 500
mg/Kg de peso corporal. O grupo Controle recebeu 0,1% de Tween 20 dissolvido em

solucdo salina, uma hora ap6s a injecdo os animais foram sacrificados.

Preparacéao do tecido

Uma hora apds a injecdo, os ratos foram anestesiados com 85 mg/Kg de
cetamina e 3 mg/Kg de xilazina (via intraperitoneal), sofreram perfusdo com solucéo
salina e o figado foi retirado imediatamente e mantido no gelo, apds os ratos foram
mortos por decapitacdo. O figado foi pesado e homogeneizado em 10 volumes (1:10

p/v) no tampdo fosfato de s6dio 20 mM com KCI 140 mM pH 7,4. Em seguida, as
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amostras foram centrifugadas a 800 g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado

para as medidas de parametros de estresse oxidativo.

Medida do contetdo de grupos carbonilas

A medida do contedo de carbonilas foi realizada por um método baseado na
reacdo de carbonilas com dinitrofenilhidrazina (DNPH) formando dinitrofenilidrazona,
um composto amarelo, medido espectrofotometricamente a 370 nm (Reznick e Packer,
1994). O contetdo de carbonilas e os resultados foram expressos em nmol/mg de

proteina.

Resultados

Modelo Agudo

A figura 1 mostra que a administracdo aguda de L-tirosina ndo alterou a
producdo de TBA-RS no homogeneizado de figado quando comparado ao controle

[t(12)=1,927; p>0,05].
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Figura 1: Efeito da administracdo aguda de L-tirosina sobre o conteido de TBA-RS em
homogeneizados de figado de ratos Wistar de 14 dias. Os resultados sdo expressos em

média + desvio padrdo (n=7), *p<0,05 comparado com o controle (teste t de Student).

O pardmetro de dano protéico esta representado na figura 2. O resultado nédo
mostra alteracdo no contetdo de carbonilas no experimento agudo [t(12)=1,672;

p>0,05].

Carbonilas
nmol/mg proteina

0 r T
\@ RN

Figura 2: Contetdo de carbonilas formado. Efeito da administracdo aguda de L-tirosina
em homogeneizados de figado de ratos Wistar de 14 dias. Os resultados sdo expressos
em média £ desvio padrdo (n= 7), *p<«0,05 comparado com o controle (teste t de

Student).

As atividades das enzimas antioxidantes foram mensuradas e mostradas na
figura 3. Pode-se observar que a administracdo aguda de L-tirosina diminuiu

significativamente as atividades da CAT [t(11)=5,489; p«0,01] ¢ da SOD [t(10)=2,628;
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p<«0,05]. Enquanto que as atividades da GPx [t(12)=0,483; p>0,05] ¢ da G6PD

[t(10)=1,139; p>0,05] ndo foram alteradas quando comparadas ao controle.
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Figura 3: Efeito agudo da L-tirosina na atividade das enzimas antioxidantes em figado
de ratos jovens. A, catalase (n=6-7); B, superdxido dismutase (n=5-7); C, glutationa
peroxidase (n=7) e D, glicose 6-fosfato desidrogenase (n=5-7), * p<0,05 e ** p<0,01

comparado com o controle (teste t de Student).

Por altimo, foi analisada a formacéo de espécies reativas e mostrada na figura 4.
O modelo agudo de hipertirosinemia ndo foi capaz de alterar a producdo de DCF

[t(9)=1,279; p>0,05] em figado de ratos jovens.
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Figura 4: Efeito da administracdo aguda de L-tirosina na producdo de espécies reativas
em homogeneizados de figado de ratos Wistar de 14 dias. Os resultados sdo expressos
em média + desvio padrdo (n=5-6), * p<0,05 comparado com o controle (teste t de

Student).

Modelo cronico
A figura 5 mostra que a administracdo cronica de L-tirosina ndo foi capaz de
alterar o contetdo de carbonilas em homogeneizado de figado [t(12)=0,872; p>0,05] e

de cérebro [t(12)=0,035; p>0,05] de ratos quando comparados ao controle.
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Figura 5: Conteudo de carbonilas formado. Efeito da administragcdo crbnica de L-
tirosina em homogeneizados de figado (A) e cerebro (B) de ratos Wistar de 14 dias. Os
resultados sdo expressos em média £ desvio padrdo (n=7), * p<0,05 comparado com 0

controle (teste t de Student).
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DISCUSSAO

As tirosinemias sdo caracterizadas pela elevada concentracdo de tirosina nos
tecidos e fluidos fisioldgicos dos individuos afetados (Mitchell et al., 2001; Held, 2006).
A tirosinemia tipo | (deficiéncia da FAH) é conhecida por ser a forma mais grave entre
as tirosinemias. A deficiéncia dessa enzima leva ao acimulo de metabdlitos toxicos, 0s
quais sdo responsaveis por problemas hepaticos e renais caracteristicos da doenca
(Mitchell et al., 2001; Held, 2006; Masurel-Paulet et al., 2008). No entanto, a maior
concentracdo deste aminodcido se encontra nos pacientes com tirosinemia tipo Il
(deficiéncia da TAT). A deficiéncia da TAT leva a manifestacdes clinicas como, lesdes
oculares, cutaneas e, ocasionalmente, a alteragcdes neurologicas que podem variar de um
leve decréscimo na inteligéncia até retardo mental severo associado a microcefalia
(Mitchell et al., 2001).

Estudos recentes mostram que o estresse oxidativo pode estar envolvido na
fisiopatologia de doencas do metabolismo, dentre elas, a tirosinemia (Sgaravatti et al.,
2008; Sgaravatti et al., 2009). A administracdo de FAA e MAA pode diminuir os niveis
de glutationa (GSH), importante antioxidante celular, sugerindo o envolvimento de
espécies reativas na HTI (Bird et al., 1995). Além disso, Sgaravatti et al., (2008)
mostrou que a incubacdo de L-tirosina em tecido cerebral alterou diversos parametros
de estresse oxidativo, como o potencial antioxidante total, contetdo de tiois e de &cido
ascérbico, dano ao DNA e atividade da catalase. E estudos com um modelo agudo de
tirosinemia mostraram que houve aumento da lipoperoxidacdo, do contetdo de
carbonilas protéicas e da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase, e diminuicdo do

conteddo de tidis e de GSH no sistema nervoso (Sgaravatti et al., 2009).

Considerando que ha pouca informacdo disponivel sobre o possivel papel do

estresse oxidativo nos mecanismos de hepato e neurotoxicidade da tirosina e de sua
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participacdo nas disfuncdes observadas nos pacientes hipertirosinémicos, especialmente
do tipo I e tipo 11, respectivamente, os efeitos da administracdo aguda de L-tirosina no
figado e da administracéo cronica no figado e no cérebro foram avaliados sobre diversos
parametros de estresse oxidativo em ratos Wistar.

Inicialmente, foi feito 0 modelo agudo de hipertirosinemia, onde a atividade das
enzimas antioxidantes foi analisada em figado e os resultados mostraram que a tirosina
inibiu a atividade da CAT e da SOD, mas néo alterou a da GPx e a da G6PD. A catalase
é uma enzima que converte peroxido de hidrogénio em uma molécula de oxigénio e
agua. Esta enzima foi inibida em ratos hipertirosinémicos o que pode levar ao acimulo
de perdxido de hidrogénio. Um estudo in vitro em homogeneizados de cortex cerebral
mostrou uma inibicéo direta da tirosina na atividade da CAT (Sgaravatti et al., 2008),
assim é possivel que com a inibicdo da CAT, ocorra uma concentragdo excessiva de
H,0,, que por sua vez pode diminuir a atividade da CAT, uma vez que o H,0, €é capaz
de inativar enzimas por oxidacdo de grupos sulfidrilicos essenciais para a catalise,
resultando em um ciclo vicioso (Halliwell and Gutteridge, 2007). A SOD que tem como
funcédo a dismutacdo do radical anion superéxido a peroxido de hidrogénio (Halliwell e
Gutteridge, 1985), também teve sua atividade inibida pela administracdo de L-tirosina
em homogeneizados de figado. Em estudos anteriores, a atividade da SOD ndo foi
alterada nem in vitro nem no modelo agudo de cortex cerebral (Sgaravatti et al., 2008;
Sgaravatti et al., 2009), o nosso resultado demonstra que a tirosina é capaz de afetar a
atividade desta enzima no figado de ratos jovens, podendo levar a um acumulo de
radicais anion superoxido e assim aumentar a formacéo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio. Ja a atividade da GPx, que remove peroxido de hidrogénio e
hidroperdxidos organicos (Halliwell e Gutteridge, 1985), através da oxidacdo da

glutationa reduzida, ndo foi alterada pela tirosina. A Ultima enzima analisada foi a
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G6PD, que é uma enzima da via das pentoses fosfato que gera NADPH como um
produto final (Leong e Clark, 1984), também ndo teve sua atividade alterada pela
administracdo aguda de L-tirosina. Portanto, a preservacdo da atividade G6PD esta de
acordo com a preservacdo da GPx, uma vez que a atividade desta enzima depende da
regeneracao da glutationa reduzida por glutationa redutase, que por sua vez depende de
NADPH, que é dependente de uma atividade normal de G6PD (Hashida et al., 2002;
Williams et al., 2004).

Para avaliar o dano oxidativo a lipidios e a proteinas, 0 TBA-RS e o contetdo de
carbonilas foram determinados, respectivamente. Os dados mostraram que 0s niveis de
TBA-RS ndo foram alterados, sugerindo que L-tirosina ndo induz o dano oxidativo a
lipidios em homogeneizados de figado. O acumulo de L-tirosina no figado também néo
foi capaz de alterar o conteGdo de carbonilas, mostrando que estas podem ser
preservadas contra a degradacdo de proteinas oxidadas e/ou contra a modificacdo
oxidativa dessas proteinas. Estes resultados ndo corroboram o encontrado no modelo
agudo de hipertirosinemia em cortex cerebral (Sgaravatti et al., 2009), no entanto, 0
figado possui altos niveis de antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos, tornando-o
menos suceptivel a danos gerados oxidativamente quando comparado ao cérebro.

O ultimo paréametro analisado foi a formacdo de DCF que representa um indice
inespecifico de producdo de espécies reativas. Este modelo ndo foi capaz de alterar a
producdo de DCF, demonstrando que este insulto de tirosina ndo é suficiente para
aumentar de forma generalizada a concentracdo destes compostos.

Ja no modelo crénico de hipertirosinemia, a administracdo de 500 mg/Kg de L-
tirosina inibiu a atividade das enzimas CAT, SOD, GPx e G6PD, aumentou a
lipoperoxidacdo e a producdo de DCF, mas ndo foi capaz de gerar dano a proteinas em

figado e cérebro de ratos jovens.
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A atividade da CAT foi inibida nos dois tecidos analisados, estes resultados
corroboram o encontrado no modelo in vitro de cortex cerebral (Sgaravatti et al., 2008)
e no nosso modelo agudo em figado. Assim, reforgando a possibilidade de formacéao de
um ciclo vicioso em consequéncia do efeito da L-tirosina sobre a CAT (Halliwell and
Gutteridge 2007). A SOD também teve sua atividade inibida pela administracdo de L-
tirosina tanto em figado como em cérebro. Em estudos anteriores, a atividade da SOD
nao foi alterada nem in vitro nem modelo agudo de cdrtex cerebral (Sgaravatti et al.,
2008; Sgaravatti et al., 2009), no entanto, este resultado corrobora o encontrado no
nosso modelo agudo, demonstrando que um insulto maior de tirosina é capaz de afetar a
atividade desta enzima, podendo levar a um acumulo de radicais anion superoxido e
assim aumentar a formacao de especies reativas de oxigénio e nitrogénio. A atividade da
GPx foi visivelmente inibida em ambos os tecidos, entdo presume-se que a inibicédo
desta enzima in vivo ocorra através de um efeito indireto deste aminoacido, assim
contribuindo junto com a inibicdo da CAT para um possivel aumento de H,O,. Tanto no
figado quanto no cérebro dos ratos, a G6PD teve sua atividade inibida pela L-tirosina,
isso poderia promover uma deficiéncia na producdo de NADPH e alterar o balanco
redox da célula. Este efeito pode acentuar a inibi¢cdo observada na GPx, uma vez que a
atividade desta enzima depende da regeneracdo da glutationa reduzida por glutationa
redutase, que por sua vez depende de NADPH, produzido principalmente por G6PD

(Hashida et al., 2002; Williams et al., 2004).

A influéncia da administracdo cronica de L-tirosina na oxidacdo lipidica e
protéica também foram analisadas. N6s demonstramos que a L-tirosina foi capaz de
aumentar os niveis de TBA-RS em homogeneizados de figado e de cérebro, mostrando
que a L-tirosina pode promover a lipoperoxidacdo, entdo, sugerindo que o dano

oxidativo a lipidios possa ocorrer in vivo. No entanto, ndo houve dano protéico em
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nenhum dos tecidos analisados, demonstrando que mesmo com um insulto mais
prolongado deste aminoécido as proteinas foram preservadas da degradacéo.

O ultimo parédmetro analisado foi a formacdo de DCF que representa um indice
inespecifico de producdo de espécies reativas. O modelo cronico de hipertirosinemia
aumentou a concentragdo destes compostos em ambos tecidos, confirmando que a

administracdo repetida de tirosina é capaz de aumentar a producédo de espécies reativas.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no trabalho podemos concluir que:

1. No modelo agudo de hipertirosinemia, foi possivel observar que ocorre uma
diminuicdo em algumas das defesas antioxidantes enziméaticas (CAT e SOD), embora
ndo tenhamos observado nenhum dano oxidativo, demonstrando que a situacdo de

hipertirosinemia ndo é uma situacdo fisioldgica, o que pode colocar a célula em risco.

2. J& no modelo cronico, pode-se observar que tanto em figado quando em
cerebro, houve alteracéo das defesas antioxidantes enzimaticas, demonstrando que essas
defesas estdo sendo usadas para a manutencdo do estado redox da célula. Além disso,
foi capaz de induzir a lipoperoxidacdo e aumentar a producdo de espécies reativas.
Sendo assim, se esses efeitos também ocorrerem em humanos, é possivel que o estresse
oxidativo possa contribuir, alem de outros mecanismos, para as disfuncdes hepaticas e
neuroldgicas caracteristicas das hipertirosinemias. No entanto, € importante salientar
que para melhor definir o que de fato estd acontecendo, mais estudos ainda precisam ser

realizados e outros parametros analisados.
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PERSPECTIVAS

1. Awvaliar as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas em ambos os modelos.
2. Analisar outros parametros de dano oxidativo protéico.
3. Analisar a formagéo de dano ao DNA.

4. Estudar o efeito de algum antioxidante no modelo cronico de hipertirosinemia.
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