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RESUMO

As aciddrias metilmaldnica e propionica sdo doencas que afetam o catabolismo de
aminoacidos de cadeia ramificada e &cidos graxos de cadeia impar e sdo causadas pelas
deficiéncias das enzimas metilmalonil-CoA mutase e propionil-CoA carboxilase,
respectivamente. Esses distdrbios sdo bioquimicamente caracterizados pelo acimulo tecidual
e elevada excrecdo urinaria dos acidos metilmalonico (MMA) e propidnico (PA). Os
sintomas apresentados pelos portadores dessas aciddrias séo muito semelhantes e incluem
manifestagdes neuroldgicas, além de dano cardiaco. Considerando que a etiopatogenia do
dano cardiaco que acomete os individuos afetados por estas doencas ainda nédo foi estudada, o
presente estudo teve por objetivo investigar o efeito agudo dos acidos MMA e PA sobre
parametros de estresse oxidativo em coracdo de ratos adolescentes. Foram realizadas 3
injecOes intraperitoneais (a primeira injecdo na dose de 10 pumol/g de peso corporal seguida
de duas com dose de 5 umol/g de peso corporal) com intervalo de 90 min entre cada uma
delas, e eutanasia dos animais 60 min apds a ultima administracdo. Foram entdo preparados
sobrenadantes de coracdo, os quais foram utilizados para a avaliagdo dos parametros
bioquimicos. Verificamos que o MMA e o PA diminuiram as concentracfes de glutationa em
coracdo de ratos. Além disso, ambos os &cidos organicos diminuiram a atividade da
superdxido dismutase e glutationa peroxidase, ao passo que apenas o0 MMA diminuiu
significativamente a atividade da catalase. Contudo, nenhum dos metabolitos alterou os
niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico. Nossos resultados indicam que
alteraces nas defesas antioxidantes enziméaticas e ndo enzimaticas causadas pela
administracdo de MMA e PA podem contribuir para a fisiopatologia do dano cardiaco

observado nos pacientes afetados pelas acidurias metilmal6nica e propidnica.



1. INTRODUCAO

As aciddrias organicas sdo doencas metabdlicas hereditarias caracterizadas pelo
acumulo tecidual e elevada excre¢do urinéria de &cidos organicos produzidos no metabolismo
intermediario (SCRIVER et al., 2001). As acidirias organicas de cadeia ramificada sdo um
grupo de distarbios resultantes de uma anormalidade hereditaria de enzimas especificas que
envolvem o catabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada, acidos graxos de cadeia
impar, entre outros compostos. Dentre elas estdo as acidirias metilmal6nica e propidnica
(OGIER DE BAULNY e SAUDUBRAY, 2002).

1.1. Acidaria metilmaldnica

A aciddria metilmaldnica corresponde a um grupo de doencas geneticamente
heterogéneas do metabolismo do metilmalonato e da cobalamina caracterizadas pelo acumulo
predominante de acido metilmalénico (MMA) no plasma e liquor (3 mM) e na urina (1.000 —
10.000 mmol/mol de creatina) dos pacientes afetados (FENTON et al., 2001; MANOLI e
VENDITTI, 2010). Este acimulo de MMA geralmente se associa a producdo aumentada de
alguns derivados, tais como propionil-CoA, &cido 2-metilcitrico, B-hidroxipropionato e
butanona.

A aciduria metilmalénica causada pela deficiéncia da enzima metilmalonil-CoA
mutase (MCM), a qual é dependente de adenosilcobalamina (uma forma da vitamina B12)
(Figura 1), é uma doenca de carater autossémico recessivo com uma incidéncia aproximada
de 1:50.000 recém-nascidos vivos. A MCM é encontrada na forma de um dimero com
subunidades idénticas (02) e é codificada pelo gene MUT que esta localizado no cromossomo
6p21.2-p12 (DEODATO et al., 2006). As variantes mais comuns da aciddria metilmal6nica
sd0 a mut®, na qual a enzima MCM est4 totalmente inativa, e a mut’, que apresenta de 2 a 75
% da atividade normal (DEODATO et al., 2006). Mais de 80 mutacOes para esse gene ja
foram descritas. Por outro lado, a aciddria metilmalénica também pode acontecer devido a
defeitos genéticos na sintese da coenzima adenosilcobalamina e é classificada de acordo com
2 diferentes grupos de complementacdo: cblA, causado por mutacdo no gene MMAA no
cromossomo 4q31; e cblB, causado por mutacdo no gene MMAB no cromossomo 12qg24
(OGIER DE BAULNY e SAUDUBRAY, 2002; DEODATO et al., 2006).

1.2. Aciddria propidnica
A aciddria propidnica é uma doenca de carater autossémico recessivo causada pela

deficiéncia na atividade da propionil-CoA carboxilase (PCC), uma enzima mitocondrial e



dependente de biotina (Figura 1). Essa enzima ¢ formada por subunidades o ¢  ndo-idénticas
(holocarboxilase a6P6) e a coenzima biotina encontra-se ligada a subunidade o. A
subunidade o ¢ codificada pelo gene PCCA localizado no cromossomo 13932, ao passo que a
subunidade B é codificada pelo gene PCCB do cromossomo 3qg13.3-g22 (FENTON et al.,
2001; DEODATO et al., 2006).

A aciddria propibnica apresenta uma incidéncia de 1:50.000 recém-nascidos e €
caracterizada pelo aumento de acido propiénico (PA) no plasma e no liquor (2,5 a5 mM) e
na urina (11 a 14,5 mg/mg de creatinina) dos pacientes afetados, porém estas concentracoes
podem ser ainda maiores no cérebro (HOFFMANN et al., 1993). Entretanto, este sinal pode
estar ausente e, neste caso, o diagnostico é baseado na presenca de varios subprodutos, tais
como propionil-carnitina, 3-hidroxipropionato e metilcitrato. Alem disso, durante episodios
de crise metabdlica o acido 3-hidroxiisovalérico e intermediarios da rota de catabolismo da
leucina (acido tiglico, tigliglicina, 2-metil-3-hidroxibutirato, 3-hidroxibutirato e
propionilglicina) também estdo aumentados (OGIER DE BAULNY e SAUDUBRAY, 2002).
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Figura 1. Rota do catabolismo do propionil-CoA com o bloqueio das enzimas propionil-CoA carboxilase (PCC)
e metilmalonil-CoA mutase (MCM).

1.3. Achados clinicos e neuropatoldgicos

Os sintomas apresentados pelos portadores das acidurias metilmal6nica e propi6nica
sdo muito semelhantes. Na maioria dos casos, em ambas as doencas, 0s primeiros sintomas
aparecem no periodo neonatal, mas também podem se manifestar mais tardiamente.

No periodo neonatal os sinais clinicos rapidamente pioram sem raz&do aparente depois
de um periodo completamente livre de sintomas que pode durar horas ou até a primeira
semana pos-nascimento. Os sintomas incluem predominantemente manifestacGes
neuroldgicas, tais como postura e movimentos anormais, hipotonia generalizada, letargia e
convulsdes. Os pacientes também podem apresentar dano cardiaco, geralmente
cardiomiopatia que pode estar associada a diversas alteracdes, tais como taquicardia,
diminui¢do no bombeamento do coracéo, hipertrofia do ventriculo, arritmia ventricular, bem
como desorganizacdo de fibras miocardiais e focos de areas com morte celular (RAZZAGHY
et al., 2007; de BIE et al., 2009; PROFITLICH et al., 2009; PRADA et al., 2011;). Se nédo



forem tratados rapida e adequadamente, os pacientes podem progredir até o coma e morrerem
dentro de poucos dias ou desenvolverem dano neurolégico permanente (DEODATO et al.,
2006).

Os achados laboratoriais mais frequentes sdo aumento do anion GAP, hiperuricemia,
leucopenia, trombocitopenia, anemia e cetonuria. A hiperamonemia, sinal frequentemente
encontrado, € resultante da inibicdo secundaria da carbamilfosfato sintetase do ciclo da ureia
pelo acimulo de propionil-CoA, que é um ester derivado do PA. Em alguns casos onde ha
hiperventilacdo e alcalose respiratdria induzidas pela hiperamonemia, a acidose metaboélica
pode estar completamente ausente (WALTER et al., 1995; FENTON et al., 2001;
DEODATO et al., 2003). Ainda pode ser observado aumento nos niveis plasmaticos das
enzimas creatina quinase e troponina-I devido ao dano cardiaco (PRADA C.E ET AL., 2011).

J& nas formas tardias dessas doencas a apresentacdo clinica € mais variavel, podendo
ser na forma de encefalopatia aguda com alto risco de vida até sintomas intermitentes ou
cronicos, tais como ataxia intermitente, disturbios comportamentais, alimentacdo anormal
com recusa proteica, anorexia, vOmitos recorrentes e retardo no desenvolvimento. As crises
reincidentes sdo normalmente desencadeadas por estresse metabdlico (infecgdes, cirurgias,
etc.) que estimulam o catabolismo enddgeno ou por ingesta excessiva de proteinas.
Similarmente a forma neonatal, esses sintomas sdo frequentemente relacionados a acidose
metabolica, cetonlria e hiperamonemia. Anormalidades hematoldgicas, particularmente
neutropenia, também sdo frequentes (DEODATO et al., 2006). Os achados neuropatolégicos
das acidurias metilmalénica e propidnica incluem desmielinizacdo, atrofia cerebral,
anormalidades na substadncia branca, cerebelo, tronco encefédlico e nos ganglios basais
(BRISMAR e OZAND, 1994; FENTON et al., 2001; DEODATO et al., 2006; HARTING et
al., 2008; ZWICKLER et al., 2012).

1.4. Diagndstico

As aciddrias metilmaldonica e propionica sdo diagnosticadas por seus perfis
especificos de metabolitos excretados na urina. A analise dos acidos organicos na urina é
feita por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas, enquanto o perfil de
acilcarnitinas € realizado por espectrometria de massas em tandem (JOHNSON et al., 1996;
BONAFE et al., 2000; DEODATO et al., 2006). Os portadores da aciduria propidnica
apresentam aumento na excre¢do urinaria dos acidos PA, metilcitrico, 3-hidroxipropiénico e
outros metabdlitos, tais como propionilglicina, tiglilglicina, 3-hidroxi-2-metilbutirato e 2-

metilacetoacetato. Ja os pacientes com aciddria metilmaldnica isolada apresentam aumento



dos acidos MMA, metilcitrico, 3-hidroxipropionico e outros derivados de propionil-CoA. A
analise plasmatica de acilcarnitinas detecta propionilcarnitina como o éster de carnitina
predominante, além de reducdo de carnitina livre (OGIER DE BAULNY e SAUDUBRAY,
2002; DEODATO et al., 2006). Estudos enzimaticos em fibroblastos ou leucdcitos
periféricos sdo Uteis para confirmacédo de diagnostico, para um melhor delineamento do grupo
enzimatico e, combinado com analise molecular, para determinacdo da relacdo genotipo-
fendtipo (OGIER DE BAULNY e SAUDUBRAY, 2002).

1.5. Tratamento

A forma neonatal requer rapida remocéo das toxinas e, portanto, a restricdo alimentar
proteica € utilizada para a sobrevivéncia neste periodo, j& que limita a formacdo dos &cidos
organicos e seus derivados. Além disso, a prevencdo e o tratamento precoce de episodios
recorrentes de desequilibrio metabolico sdo cruciais, ja que a crise metabdlica pode causar
sequelas neuroldgicas ou até mesmo ser fatal em qualquer idade (OGIER DE BAULNY e
SAUDUBRAY, 2002).

1.6. Fisiopatologia

A patogénese das acidurias metilmaldnica e propiénica ndo esta bem estabelecida. No
entanto, é sugerido que os metabdlitos acumulados em tecidos e liquidos bioldgicos dos
pacientes afetados sejam toxicos e responsaveis por pelo menos parte dos sintomas

apresentados.

1.6.1. Aciduria metilmaldnica

No que se refere a aciddria metilmaldnica, acredita-se que a acidose ocorra devido ao
acumulo de metilmalonil-CoA, diminuindo os niveis de coenzima A e acarretando em dano
no metabolismo de carboidratos com consequente acidose. Também foi sugerido que o
metilmalonil-CoA, por inibir a enzima piruvato carboxilase, interfere na gliconeogénese,
levando a hipoglicemia e ao catabolismo excessivo de lipidios com cetose e acidose. Além
disso, Halperin e colaboradores (1971) sugeriram que uma inibicdo da langadeira do malato
causada pelo MMA poderia estar envolvida na hipoglicemia a partir da inibicdo da
gliconeogénese. Ja a hiperglicinemia e hiperamonemia provavelmente sédo devido a inibicao
do sistema de clivagem da glicina e da carbamoil fosfato sintetase I, respectivamente, pelos
acidos organicos e seus ésteres acumulados. Ainda com relacdo a hiperamonemia, um estudo

demonstrou que a administragio de MMA em ratos causou diminui¢cdo na concentracdo



hepatica de N-acetilglutamato, provavelmente pela inibicdo da enzima N-acetilglutamato
sintetase (COUDE et al., 1979; FENTON et al., 2001).

Outros mecanismos que estdo associados a fisiopatologia da acidemia metilmalénica
incluem excitotoxicidade (WAJNER e COELHO, 1997; OKUN et al., 2002; RIBEIRO et al.,
2009), disfuncédo bioenergética (WAJNER e COELHO, 1997; OKUN et al., 2002; MACIEL
et al.) e estresse oxidativo. No que se refere ao estresse oxidativo, foi verificado que o MMA
induz dano oxidativo lipidico e proteico e reduz as defesas antioxidantes ndo enzimaéticas in
vitro e in vivo em cérebro de ratos (FONTELLA et al., 2000; FIGHERA et al., 2003; RIGO
et al., 2006; FURIAN et al., 2007; FERNANDES et al., 2011). Além disso, a administracdo
in vivo de acido ascorbico, a-tocoferol e creatina resultou em um decréscimo na duracdo de
episodios convulsivos e no estresse oxidativo provocados pela injecdo intraestriatal aguda de
MMA em ratos (FIGHERA et al., 1999; MALFATTI et al., 2003; MARISCO et al., 2003;
RIBEIRO et al., 2005; ROYES et al., 2006). Foi observado ainda um aumento nos niveis de
Mn-superdxido dismutase (MnSOD), diminuicdo de glutationa (GSH) e anormalidades na
morfologia de mitocdndrias de figado de camundongos nocaute para 0 gene mut
(CHANDLER et al., 2009; MURPHY et al., 2010), ao passo que em camundongos nocaute
para a enzima iNOS foi observada uma diminuicdo de estresse oxidativo e de convulsbes
causadas pela administracdo de MMA, indicando o envolvimento de espécies reativas nos
efeitos causados pelo metabdlito (RIBEIRO et al., 2009). Finalmente, foi observado que o
MMA induz morte celular em culturas primérias de neur6nios corticais e que esse efeito é
atenuado pela adi¢ao de a-tocoferol, GSH, catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) no
meio de incubacdo (McLAUGHIN et al., 1998).

Ja em fibroblastos de pacientes portadores desse disturbio foi verificado um aumento
significativo na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e na expressdo da MnSOD
(RICHARD et al., 2006, 2007 e 2009). Também foi encontrada uma diminui¢do de GSH em
plasma de pacientes (TREACY et al., 1996). Estudos recentes evidenciaram que portadores
das acidurias metilmaldnica e propiénica apresentam dano oxidativo lipidico e proteico no
plasma (RIBAS et al., 2010a,b), reforgando os achados in vitro que indicam o envolvimento

do estresse oxidativo na aciddria metilmalonica.

1.6.2. Acidaria propibnica

Similarmente a aciddria metilmaldnica, tem sido sugerido que o acumulo de
metabdlitos é importante na fisiopatogenia da aciddria propibnica. A intolerancia a proteinas
apresentada pelos pacientes € explicada pelo defeito no catabolismo dos aminoacidos



isoleucina, valina, treonina e metionina, ao passo que o acumulo de acidos graxos de cadeia
longa e impar no figado reflete provavelmente o aumento na biossintese desses compostos, ja
que o propionil-CoA acumulado pode ser usado como precursor desses &cidos graxos. A
grande variagdo fenotipica encontrada nos pacientes pode ser explicada pelas diferencas no
conteudo proteico proveniente da dieta, na contribuicdo das bactérias do intestino para a
geracdo de propionil-CoA e nas atividades das rotas alternativas responsaveis pela
clivagem da glicina, enquanto a hiperamonemia € resultante das inibicGes das enzimas
carbamoil fosfato sintetase | e N-acetilglutamato sintetase (FENTON et al., 2001).

Também foi demonstrado que disfuncdo no metabolismo energético (SCHWAB et al.,
2006; de KEYZER et al., 2009) e alteragdes na homeostasia redox contribuem para a
fisiopatologia do dano neurolégico na acidemia propidnica. Estudos prévios in vitro e in vivo
verificaram que o induz estresse oxidativo em cérebro de ratos, culturas de células e em
tecidos de animais submetidos a modelos da aciduria propionica (FONTELLA et al., 2000;
BRUSQUE et al., 2002; PETTENUZZO et al., 2002; RIGO et al., 2006; SCHWAB et al.,
2006). Nesse contexto, foi demonstrado que o PA estimula in vitro a produgdo de &nion
superdxido em neutrdfilos de seres humanos (NAKAO et al.,, 1998). J& em pacientes
portadores da aciduria propionica foi observada uma diminuigdo nos niveis plasmaticos de a-
tocoferol (MOYANO et al., 1997) e aumento na excrecdo urinaria de isoprostanos (Mc
GUIRE et al., 2009).



2. OBJETIVOS
2.1 Geral
O presente trabalho investigou os efeitos in vivo do MMA e do PA sobre pardmetros

de estresse oxidativo em coracgéo de ratos de 15 dias de vida.

2.2. Especificos
Foram verificados os efeitos in vivo do MMA e do PA em coragéo sobre:
1. Dano oxidativo lipidico através da determinagéo dos niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico-TBA-RS);
2. Defesas antioxidantes ndo enzimaticas através da medida das concentracdes de GSH;
3. Defesas antioxidantes enzimaticas através da medida das atividades da SOD, CAT e

glutationa peroxidase-GPx).



3.MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Serdo utilizados ratos Wistar criados e mantidos em padrdo sanitario convencional
controlado no biotério do Departamento de Bioquimica da UFRGS com fotoperiodo de 12 h
claro/escuro (07:00/19:00h) e temperatura controlada (21 °C). Os animais serdo mantidos em
gaiolas com dimensGes 41 x 34 x 16 cm (maximo 6 animais/caixa) devidamente
identificadas, em cama de maravalha de pinus selecionada e autoclavada e alimentados com
racao balanceada padréo para roedores (Nuvilab CR-1® - Nuvital) e agua ad libitum. A troca
da cama dos ratos sera realizada pelos funcionarios do Biotério do Departamento de
Bioquimica duas vezes por semana (segundas e quintas-feiras). O consumo de agua e racéo
sera verificado diariamente, sendo feita a manutencdo das mamadeiras e comedouro trés

vezes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras).

3.2. Gerenciamento de residuos quimicos e biologicos

Os residuos biolégicos gerados pelos experimentos foram descartados em sacos de
lixo branco, que posteriormente foram depositados em recipientes proprios localizados no
Departamento de Bioquimica. Esses residuos foram periodicamente recolhidos e tratados pela
empresa Stericycle de acordo com as normas vigentes de biosseguranca. As carcacas de
animais sao colocadas em freezer proprio e também posteriormente recolhidas pela
Stericycle.

Os residuos quimicos foram separados no laboratorio em cinco grupos, de acordo com
a seguinte classificacdo: residuos organicos halogenados, organicos ndo-halogenados,
solventes aquosos, solventes organicos passiveis de purificacdo e residuos solidos. As
embalagens contendo estes residuos foram periodicamente coletadas e enviadas para o Centro

de Gestdo e Tratamento de Residuos Quimicos do Instituto de Quimica da UFRGS.

3.3. Estudos in vivo

Os estudos bioquimicos foram realizados apos a administragdo aguda intraperitoneal
dos acidos MMA e PA, em ratos de 15 dias de vida. Foram realizadas 3 injecGes (a primeira
injecdo com dose de 10 pmol / g de peso corporal seguida de duas injecdes de 5 pmol / g de
peso corporal) com intervalo de 90 min entre cada uma e 60 min depois da Gltima injecdo os
animais foram eutanasiados por decapitacdo. Injecbes com solucdo salina (NaCl 0,85%) nos

mesmos volumes também foram feitas em ratos pertencentes ao grupo controle.



3.4. Preparacdo das amostras para analise dos parametros de estresse oxidativo

Para os estudos in vivo os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina
e xilazina (9:6 v/v) nas doses de 75 e 10 mg/kg respectivamente, e sofreram uma perfuséo
transcardiaca com solucdo salina. O coragdo foi entdo removido e limpo, sendo retirado o
excesso de sangue dos vasos externos. O tecido foi entdo homogeneizado em tampao fosfato
de sodio 20 mM, pH 7,4, contendo KCI 140 mM e submetido a uma centrifugacdo a 750 g
durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi separado e utilizado para a determinacdo das

técnicas bioquimicas.

3.5. Descricdo das técnicas bioguimicas a serem utilizadas
Defesas antioxidantes ndo enzimaticas
Determinacéo das concentrac6es de glutationa reduzida (GSH)

As concentracbes de GSH foram determinadas atraves do método descrito por
Browne e Armstrong (1998). As amostras foram diluidas em 10 volumes de tampdo fosfato
de sddio, pH 8,0, contendo EDTA 5 mM. Foram adicionados a 100 pL dessa preparagdo 100
pL de o-ftaldialdeido (1 mg / mL preparado em metanol) e a mistura foi incubada durante 15
min a temperatura ambiente e a fluorescéncia foi posteriormente lida em espectrofluorimetro
a 350 nm (excitacdo) e 420 nm (emissdo). As concentracdes de GSH foram calculadas a
partir de uma curva padrdo de GSH (0,001 — 1 mM) e os resultados expressos como nmol /
mg de proteina.

Defesas antioxidantes enzimaticas
Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981) usando
hidroperdxido de tert-butila como substrato. Em cubeta de quartzo foram adicionados o0s
seguintes reagentes: 600 pL de tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA
1 mM, 10 pL de azida sodica 40 mM, 15 pL de glutationa 100 mM, 15 pL de glutationa
redutase 10 U / ml, 10 pL de NADPH 10 mM e 10 pL de amostra (0,1 — 0,3 pug de proteina).
Esta mistura foi incubada a 25 °C durante 1 min a fim de estabilizar o meio e apds foram
adicionados 50 pL de hidroperoxido de tert-butila 10 mM para iniciar a reacdo. Os brancos
foram preparados substituindo a amostra por tampéo fosfato. A queda da absorbancia a 340
nm foi acompanhada durante 240 s e a atividade da GPx foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extincdo do NADPH a 340 nm de 6,2 mM™ cm™. A atividade da GPx foi
calculada como U / mg de proteina (1U = 1 umol NADPH consumido / min).



Superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida mediante a utilizacdo do Kit Randox. O método
baseia-se na formacdo do vermelho de formazan através da reagdo do anion superoxido
(produzido no meio a partir de um sistema xantina-xantina oxidase) e do cloreto de 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazélio gerando um complexo rosa que é lido a 505 nm.

A inibicdo de formag&o do cromdgeno foi proporcional a atividade da SOD.

Atividade da catalase (CAT)

A atividade desta enzima foi determinada através do método de Aebi (1984). Em 100
ML do sobrenadante foram adicionados 10 pL de Triton 0,1 % seguido de agitacdo e esta
mistura foi entdo conservada em gelo durante 15 min. Em 50 mL de tampé&o fosfato de
potassio 10 mM, pH 7,0, foram adicionados 100 pL de H,O, 30 % (v/v) (meio de reacdo).
Foram pipetados 600 L deste meio em cubeta de quartzo e o aparelho estabilizado contra
um branco realizado separadamente de tampéo fosfato. Apés adicdo de 25 + 5 pL de amostra
foi realizada a leitura da queda da absorbancia do H,O, em espectrofotbmetro a 240 nm a
temperatura ambiente (22 °C * 2), durante 100 s. Para o célculo da CAT foi utilizado o
coeficiente de extincdo do H,O, de 43,6 mM™“cm™. Os resultados da atividade da CAT foram

expressos em U / mg proteina (1U =1 pmol H,O, consumido / min).

Dano oxidativo lipidico
Medida substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS)

A medida de niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) foi
realizada de acordo com o método de Esterbauer e Cheeseman (1990). Trezentos microlitros
de TCA 10 % foram adicionados a uma aliquota de sobrenadante. Apds centrifugagéo, 300
ML do sobrenadante foram tratados com &cido tiobarbitirico 0,67 % na proporcao de 1:1. A
mistura foi levada a um banho fervente durante 25 min e entdo resfriada em &gua a
temperatura ambiente. A absorbancia obtida através da coloragéo rosea resultante foi medida
em espectrofotdmetro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita uma curva de calibracdo com
1, 1, 3, 3 — tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram tratados da mesma forma que

as amostras. Os resultados foram expressos como nmol TBA-RS / mg de proteina.



3.6. Dosagem de proteinas
Foi feita através do método de Lowry e colaboradores (1951), usando-se a albumina

sérica bovina como padréo.

3.7. Analise estatistica

A analise estatistica utilizada foi selecionada de acordo com o desenho experimental
utilizado e com o tipo de distribuicdo apresentado pelo conjunto dos dados. Assumindo que
os dados tenham uma distribuicdo normal, para comparacdo de trés ou mais médias foi
utilizada analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Duncan quando o F foi
significativo. As analises estatisticas foram feitas pelo programa SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences software), versdo 15.0. Foram consideradas diferengas significativas
quando o P < 0,05.



4. RESULTADOS

Inicialmente, observamos que o tratamento agudo do MMA e do PA diminuiu
significativamente as concentra¢des de GSH em coracéo de ratos [F(,9= 16.341; P<0,001]
(Figura 2), sugerindo que as defesas antioxidantes ndo enzimaticas estdo diminuidas nesse
tecido.
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Figura 2 — Efeito da administracdo aguda intraperitoneal (ip) dos &cidos
metilmalénico (MMA) e propionico (PA) sobre as concentracdes de glutationa (GSH) em
coracdo de ratos. Os valores representam média + desvio padrdo para 4-6 ratos (animais)
realizados em triplicata e estdo expressos em nmol / mg de proteina. **P<0,01, ***P<0,001,

comparado ao grupo que recebeu NaCl (ANOVA seguido de teste post-hoc de Duncan).



Também verificamos que a administracdo aguda de MMA e PA diminuiu a atividade
das enzimas GPx [F 9= 58.771; P<0,001] (Figura 3) e SOD [F(,9= 12.844; P<0,01] (Figura
4) em coracéo de ratos. Por outro lado, apenas o tratamento com MMA diminuiu a atividade
da CAT [F(,10= 11.333; P<0,01] (Figura 5). Nossos achados indicam que o MMA e o PA

alteram as defesas antioxidantes enzimaticas no coragédo de ratos.
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Figura 3 — Efeito da administracdo intraperitoneal (ip) dos &acidos metilmalénico
(MMA) e propionico (PA) sobre a atividade da glutationa peroxidase (GPx) em coracdo de
ratos. Os valores representam média + desvio padrdo para 5-6 ratos (animais) realizados em
triplicata e estdo expressos em U / mg de proteina. ***P<0,001, comparado ao grupo NaCl
(ANOVA seguido de teste post-hoc de Duncan).
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Figura 4 — Efeito da administracdo aguda intraperitoneal (ip) dos acidos
metilmalénico (MMA) e propiénico (PA) sobre a atividade da superdxido dismutase (SOD)
em coracdo de ratos. Os valores representam média + desvio padrdo para 4-6 ratos (animais)
realizados em triplicata e estdo expressos em U / mg de proteina. **P<0,01, comparado ao
grupo que recebeu NaCl (ANOVA seguido de teste post-hoc de Duncan).
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Figura 5 — Efeito da administracdo intraperitoneal (ip) dos &cidos metilmalénico
(MMA) e propidnico (PA) sobre a atividade da catalase (CAT) em coragdo de ratos. Os
valores representam média + desvio padrdo para 5-6 ratos (animais) realizados em triplicata e
estdo expressos em U / mg de proteina. **P<0,01, comparado ao grupo NaCl (ANOVA
seguido de teste posto-hoc de Duncan).



Finalmente, foi verificado que o MMA e o PA ndo alteraram significativamente 0s
niveis de TBA-RS em coracdo de ratos de ratos (Figura 6), indicando que ambos 0s &cidos
organicos ndo induzem dano oxidativo lipidico em coragéo.
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Figura 6 — Efeito da administracdo aguda intraperitoneal (ip) dos &cidos
metilmalénico (MMA) e propi6nico (PA) sobre os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA-RS) em coracdo de ratos. Os valores representam média + desvio padrédo
para 4-6 ratos (animais) realizados em triplicata e estdo expressos em nmol / mg de proteina.

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (ANOVA).



5. DISCUSSAO

O quadro clinico das acidurias metilmalénica e propidnica €é caracterizado
predominantemente por disfuncdo neuroldgica, porém os pacientes também sdo acometidos
por cardiomiopatia. O dano cardiaco observado nessas aciddrias é considerado um grande
complicador do prognostico dessas doengas, visto que geralmente se consitui em um achado
cronico nos pacientes (FENTON et al., 2001; ROMANO et al.,, 2010). Embora os
patomecanimos responsaveis pelo dano cardiaco nessas doencas ainda ndo tenham sido
estudados, € sugerido que o acimulo de metabdlitos toxicos esteja envolvido (MARDACH et
al., 2005; ROMANO et al., 2010). Portanto, no presente estudo avaliamos o efeito agudo do
MMA e do PA sobre importantes parametros de estresse oxidativo em coragao de ratos.

Foi verificado que a administracdo aguda do MMA e do PA diminuiu as
concentracdes de GSH em coracdo de ratos. Considerando que a GSH enddgena é um
importante protetor de grupamentos sulfidrilas e sequestrador de espécies reativas e que suas
concentracgdes refletem a capacidade antioxidante ndo enzimatica de um tecido para prevenir
0 dano associado a radicais livres (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007), pode ser
presumido que as defesas antioxidantes ndo enzimaticas do coragdo foram comprometidas in
vivo pelo MMA e PA.

Também foi observado que o MMA e o PA alteraram as defesas antioxidantes
enzimaticas. Ambos 0s &cidos organicos diminuiram a atividade da SOD, ao passo que
apenas 0 MMA diminuiu a atividade da CAT. A inibicdo das atividades da SOD e da CAT
pode estar sendo causada por espécies reativas geradas pelo MMA e PA, acarretando em
modificacbes sitio-especificas em determinados aminoacidos essenciais para a atividade
enzimatica (SINGH ET AL., 2004). Pode ser presumido também que a diminuicdo da
atividade da SOD leve ao aumento de anion superoxido, enquanto que a diminuicdo da
atividade da CAT pelo MMA provavelmente ocasione um aumento nos niveis de peroxido de
hidrogénio. E importante ressaltar aqui que tanto o &nion superdxido quanto o peréxido de
hidrogénio pode levar a producéo de outras especies reativas com alta toxicidade, tais como o
radical hidroxila. O MMA e o PA também diminuiram a atividade da GPx, provavelmente
causando um aumento nos niveis de perdxido de hidrogénio e perdxidos de lipidios. Pode ser
sugerido que a diminuicdo da atividade da GPx verificada em nosso trabalho esteja ocorrendo
devido a uma inibicdo por espécies reativas geradas pelo MMA e PA. Esses achados
demonstrando que 0 MMA e PA modulam as atividades das enzimas antioxidantes indicam
que 0s metabolitos causam um aumento na producdo de espécies reativas e prejudicam as

defesas antioxidantes em coragéo.



Ainda foi observado que os niveis de TBA-RS ndo foram modificados pela
administracdo de MMA e PA. Visto que a medida de TBA-RS reflete a quantidade de
malondialdeido, que é um produto da oxidacdo de &cidos graxos poliinsaturados de lipidios
complexos, nossos resultados sugerem que 0 MMA e o PA ndo induzem peroxidacéo lipidica
em coracéo.

Portanto, o presente estudo indica que o MMA e o PA causam significativas
alteracdes nas defesas antioxidantes do coragdo. Caso estes achados sejam confirmados em
experimentos in vivo adicionais e em tecidos de pacientes acometidos pelas aciddrias
metilmalbnica e propibnica, pode-se presumir que o0 estresse oxidativo pode contribuir, ao
menos em parte, para a cardiomiopatia apresentada pelos individuos portadores dessas
doencas. Além disso, 0o uso de agentes antioxidantes poderia representar uma nova

abordagem terapéutica, em conjunto com outras medidas, no tratamento dos pacientes.



6. PERSPECTIVAS

e Determinar os niveis de MMA e PA alcancados no plasma e cora¢do com a aplicacdo
do modelo in vivo de administracdo intraperitoneal dos acidos organicos em ratos;

e Avaliar os efeitos da administracdo aguda do MMA e do PA sobre parametros de
dano oxidativo proteico e producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
em coragao de ratos;

e Avaliar os efeitos da N-acetilcisteina e da melatonina sobre as alteracdes causadas

pela administragdo aguda do MMA e do PA em coragéo de ratos.
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