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Sarcosinemia € uma condicao autossdmica recessiva relativamente rara que
tem uma apresentacao fenotipica variada e esta associada com anormalidades
neurologicas. Nesta doenca o erro enzimatico fenotipico mais comum afeta a
atividade da sarcosina desidrogenase.

A sarcosinemia é um fenotipo caracterizado pela concentracao aumentada de
sarcosina (N-metilglicina) no plasma e excrecao aumentada de sarcosina na
urina. Os pacientes com sarcosinemia apresentam retardo mental ou
problemas neuroldgicos.

O estresse oxidativo € caracterizado por um aumento significativo na
concentracao intracelular de espécies oxidantes como espécies reativas de
oxigénio e espécies reativas de nitrogénio e/ou pela perda de defesas

antioxidantes.

Considerando-se que a cadeia respiratoria mitocondrial e a rede de

fosfotransferéncia sao cruciais para a funcao e o metabolismo energético do
cérebro, que o estresse oxidativo tem sido constantemente ligado a doencas
neurodegenerativas e que 0s mecanismos subjacentes a disfuncao
neurologica em pacientes com sarcosinemia sao pouco conhecidos o presente
trabalho investigou o efeito da administracdo aguda de sarcosina e/ou creatina
mais piruvato na fosforilacdo oxidativa (atividades do complexo da cadeia
respiratoria llI-1V) , enzimas da rede de fosfotranferéncia (atividades da PK , AK,

HK, CK e GAPDH) e neurotransmissao (atividade de Na*, k*- ATPase ) em cortex

cerebral homogeneizados de ratos jovens .

Para o0 efeito agudo foram administrados via subcutanea e/ou
intraperitonealmente com um intervalo de 3 horas, 10 uL de solucao salina
(grupo controle), 0.5umol/g de sarcosina (grupo sarcosina), 0,4 ug/g de
creatina + 0,2 pg/g de creatina + piruvato (grupo creatina = piruvato) e
sarcosina + creatina + piruvato (grupo sarcosina + creatina + piruvato).

*Os animais foram mortos 1 hora apdos a ultima injecao e o cortex cerebral
retirado para analise bioquimica.

* Para as redes de fosfotransferéncia seguiu-se os seguintes meétodos: a
determinacao da atividade da hexoquinase foi determinada com base no
método de Da-Silva WS (2004) com modificacdes, a atividade da GAPDH foi
determinada com base no método de Mazzola JL (2005) com modificacOes, a
analise da Piruvato quinase seguiu o método de Leong SF (1981), a atividade
Adenilato quinase seguiu o método de Dzeja PP (1999), a atividade da
Creatina quinase seguiu o método de Huges BP (1962).

* Para determinacao das atividades do complexo da cadeia respiratoria seguiu-
se 0s seguintes métodos: complexo Il e complexo Il + CoQ + complexo Il
seguiu-se o método de Fisher J (1985), a atividade do complexo IV seguiu o
método de Rustin P (1994), a atividade de SDH foi medida segundo Sorensen
e Mahler (1982).

* Os parametros para a determinagao de estresse oxidativo foram: o teor total
de sulfidrilas segundo Aksenov (2001), a producao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio seguiram de acordo com LeBel CP (1992), a atividade de
SOD seguiu como descrito por Marklund SL (1985), a atividade de GPx seguiu
o método de Wendel A (1981), a determinacao de proteinas seguiu o método
de Lowry OH (1951).

* A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo teste
de Tukey quando o valor de F foi significativo e/ou teste T de Sudent (p<0,05)

atraveés do programa estatistico SPSS 20.0.
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Fig. 1 Efeito da administracdo aguda de sarcosina na oxidacao DCFH (A), TBARS (B) e sulfidrilas totais (C) em cértex cerebral de ratos. Os dados de oxidacao
DCFH estdo expressos como nmol de DCF (2'7'-dihidrodicloro fluoresceina) formada por mg de proteina; os dados de TBARS (espécies reativas ao acido
tiobarbiturico) sao expressos como nmol de TBARS formados por mg de proteina; dados de sulfidrilas totais sdao expressos como nmol de TNB (acido
tionitrobenzéico) por mg de proteina. Os dados estdo expressos como média = DP para sete experimentos independentes realizados em triplicata. Sarcosina
(0,5 mmol/g de peso corporal, por via subcutdnea), Cre (creatina) (0,4 mmol/g), Pir (piruvato) (0,2 mmol/g), no qual a solucdo salina e creatina mais piruvato
foram administradas i.p.). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em comparacao com os outros grupos (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey).
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Fig. 2 Efeito da administracdo aguda sarcosina sobre a atividade da GPx (A) e SOD (B) em cértex cerebral de ratos. Os dados de GPx (glutationa peroxidase)
estao expressas como umol de NADPH consumido por minuto por mg de proteina; os dados da SOD (superdxido dismutase) estdo expressos como unidades
de SOD por mg de proteina. Os dados estdo expressos como média £ DP para sete experimentos independentes realizados em triplicata. Sarcosina (0,5
mmol/g de peso corporal, por via subcutanea), Cre (creatina) (0,4 mmol/g), Pir (piruvato) (0,2 mmol/g), no qual a solugdo salina e piruvato mais creatina foram
administradas i.p.). **p<0,01; ***p<0,001 em comparacao com os outros grupos (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey).
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Fig. 3 Efeito da administracao aguda de sarcosina sobre as atividades das enzimas GAPDH (A) e AK (B) em cértex cerebral de ratos. Os resultados da GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) estdao expressas como umol de NADH por min por mg de proteina; os dados de AK estao expresos como umol de ATP
por minuto por mg de proteina. Os dados estdo expressos como média £ DP para sete experimentos independentes realizados em triplicata. Sarcosina (0,5
mmol/g de peso corporal, por via subcutanea), Cre (creatina) (0,4 mmol/g), Pir (piruvato) (0,2 mmol/g), no qual a solugdo salina e piruvato mais creatina
foram administradas i.p.). *p<0,05; **p<0,01 em comparacao com os outros grupos (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey).

3.0- A oY B
z g
2 © 1.5"‘ %k
820 ¥ X
&)
Y —
2 B
310 5
£ 0.5+
5 8
0 £
0.0- E 0.0-
Control Sar Cre +Pyr  Sar+ Cre + Pyr " Control Sar Cre +Pyr  Sar+Cre + Pyr

Fig. 4 Efeito da administracdao aguda de sarcosina na atividade da CK citosdlica (A) e mitocondrial (B) em cértex cerebral de ratos. Os resultados estao
expressos como nmol de creatina por minuto por mg de proteina. Os dados sao expressos como média = DP para sete experimentos independentes
realizados em triplicata. Sarcosina (0,5 mmol/g de peso corporal, por via subcutdnea), Cre (creatina) (0,4 mmol/g), Pir (piruvato) (0,2 mmol/g), no qual a
solucdo salina e piruvato mais creatina foram administradas i.p.). *p<0,05; ***p<0,001 em comparacao com os outros grupos (ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de Tukey).
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Fig. 5. Esquema dos possiveis mecanismos desencadeados pelo estresse oxidativo sobre a inibicdo de enzimas do metabolismo energético pela sarcosina
discutido no texto. A figura foi produzida usando Servier Medical Art (www.servier.com)

A atividade da hexoquinase, PK e Na+-K+-ATPase nao foram modificadas pela

administracao aguda ou nao de sarcosina.

Os resultados demonstraram que a creatina mais piruvato foi capaz de evitar
perturbacdes bioenergéticas como as inibicoes das enzimas da rede
fosforiltransferéncia e de estresse oxidativo pela sarcosina, sugerindo que a
creatina mais piruvato podem ter um papel protetor no cérebro. Tais dados
sao muito encorajadores, uma vez que a suplementacao de creatina e piruvato
podera vir a se constituir em uma boa alternativa terapéutica para pacientes

com sarcosinemia.
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