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RESUMO

As acidemias propionica e metilmalonica sd3o desordens neurometabodlicas
hereditarias caracterizadas por progressiva deterioragdo neuroldgica, retardo mental,
atraso no desenvolvimento psicomotor, convulsdes e coma. A fisiopatologia do dano
cerebral caracteristico destas doengas ainda é pouco conhecida. No presente estudo
investigamos o efeito de administragdo cronica (5° ao 28° dia de vida) dos 4cidos
propidnico (PA) e metilmalonico (MA), que sdo os metabolitos acumulados em maiores
concentragdes nos pacientes portadores das acidemias propionica e metilmalonica,
respectivamente, sobre o comportamento de ratos e sobre alguns parametros
bioquimicos de estresse oxidativo no hipocampo dos animais. O comportamento dos
animais foi avaliado 30 dias apds o término do tratamento nas tarefas do labirinto
aquatico de Morris € no campo aberto. Os parametros bioquimicos avaliados foram o
potencial antioxidante total do tecido (TRAP) e a atividade das enzimas catalase,
superoxido dismutase e glutationa redutase. Todos as andlises bioquimicas foram
realizadas em hipocampo, estrutura fundamental para a localizagdo espacial, requerida
na tarefa do labirinto aquatico de Morris. As doses de propionato ou metilmalonato
foram administradas de acordo com as preconizadas nos modelos experimentais destas
acidemias, tomando em consideragdo o peso e da idade dos animais. Os ratos controles
receberam solucdo salina nos mesmos volumes. A administracdo de PA ou MA ndo
alterou o peso dos animais. Entretanto foi encontrado um déficit de aprendizado e
memoria no grupo tratado com PA, e um déficit de memoria no grupo tratado com MA.
Nenhum dos grupos testados apresentou alteragdes na atividade motora (niimero de
cruzamentos) na tarefa do campo aberto. Também determinamos o efeito da co-

administracdo de acido ascorbico nos animais tratados cronicamente com PA ou MA.



Encontramos que o &cido ascorbico preveniu o déficit cognitivo provocado pela
administracao cronica de PA e MA.

Por outro lado, verificamos que os tratamentos cronicos com PA e MA
diminuiram o TRAP no hipocampo dos ratos, sem alterar a atividade de nenhuma das
enzimas testadas. A prevencdo do déficit cognitivo pelo acido ascorbico associada a
diminui¢ao do TRAP no hipocampo dos animais tratados cronicamente com PA ou MA
sugere que o estresse oxidativo pode estar relacionado com o déficit cognitivo
encontrado no presente trabalho. Concluindo, nossos resultados indicam que o estresse
oxidativo pode estar envolvido, ao menos em parte, com o dano cerebral nos pacientes

afetados pelas acidemias propionica e metilmalonica.
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ABSTRACT

Propionic and methylmalonic acidemias are inherited neurometabolic disorders
characterized by progressive neurological deterioration with psychomotor delay/mental
retardation, convulsions and coma. The pathophysiology of these diseases is poorly
unknown. In the present study we investigated the effect of chronic administration
(from the 5th to the 28th day of life) of propionic (PA) and methylmalonic (MA) acids,
the major metabolites accumulating in tissues of patients affected by propionic and
methylmalonic acidemias, respectively, on the behavior of rats and on some
biochemical parameters of oxidative stress. The animal behavior was evaluated in the
Morris water maze task and in the open field task. Biochemical parameters of oxidative
stress included total radical-trapping antioxidant potential (TRAP) and the activity of
the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase. All
biochemical assays were realized in the hippocampus, a fundamental cerebral structure
for spatial location, which is essential to a good performance in the water maze task. PA
and MA doses were administered according to experimental models of these diseases,
as a function of body weight and animal age. Control rats were treated with saline in the
same volumes. Chronic early PA or MA treatments had no effect on body weight.
However chronic administration of PA impaired the spatial learning and memory and
chronic administration of MA impaired memory of animals in the water maze task.
Motor activity, evaluated by the number of crossings in the open field task, was not
altered by PA or MA administration, indicating no deficit of locomotor activity in rats
injected with these metabolites. We also determined the effect of ascorbic acid
administered alone or combined to PA or MA on the same behavioral parameters.
Ascorbic acid was able to prevent the behavioral alterations provoked by PA and MA,

implying that oxidative stress may be involved in their effects.
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On the other hand, we have also shown that chronic administration of PA or MA
decreased the TRAP in the hippocampus of rats, without altering the activity of the
tested enzymes. The results, showing a prevention of cognitive deficits by ascorbic acid
and decreased of TRAP in the hippocampus provide evidence that early PA or MA
treatments induce long-lasting behavioral deficits, which are possibly caused by oxygen

reactive species generation.
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| INTRODUGAO:

1.1  Erros Inatos do Metabolismo

[.1.1  Definigcao

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sdao distarbios hereditarios devidos a
mutagdes genéticas que resultam em anormalidades na sintese de uma proteina,
geralmente uma enzima, alterando suas fungdes. A diminui¢ao da atividade enzimatica
pode comprometer toda uma rota metabolica, acarretando um bloqueio na mesma e
provocando o acumulo de substancias toxicas e/ou falta de substancias essenciais (Del
Rio, 1962) (figura I.1). A expressao fenotipica dos EIM ¢ extremamente variavel. Os
individuos afetados podem ser normais, mas usualmente apresentam severos danos
fisicos e principalmente no sistema nervoso central (SNC). Em alguns casos estas
doencas sdo letais e os portadores podem nao sobreviver além das primeiras horas ou
semanas de vida.

Além de enzimas, outras proteinas como proteinas de transporte, receptores,
hormonios peptidicos, imunoglobulinas, colageno, fatores de coagulagdo e fatores de

transcrigdo também podem estar defeituosas nos EIM.

[.1.2 Classificagcao

Os EIM podem ser classificados de acordo com a area do metabolismo afetada.
Assim, um erro inato onde a enzima defeituosa € necessaria para a degradacao de acidos
organicos ¢ classificado como EIM dos acidos organicos (Scriver et alli, 2001) (tabela

L1).



metabolismo normal:
X>Y->7Z->W
\!

JA 5> IB->C

erro inato do metabolismo:

X% WY 1z Iw
\J

TA > TB - TC

J concentracdes baixas
T concentracdes altas

Fig I.1. Erros inatos do metabolismo. No metabolismo normal, o substrato X ¢
convertido ao produto W apds uma série de reagdes enzimaticas, sendo os produtos da
rota secundaria (A, B e C) encontrados em concentracdes baixas, e as vezes
indetectaveis. No EIM, uma das enzimas envolvidas na conversdo de X a W esta
deficiente ou ausente. O acumulo do substrato X leva a uma ativacdo da rota secundaria,
aumentando as concentragdes dos derivados A, B e C que, juntamente com X, podem
ser toxicos em altas concentragdes. A falta do produto W e seus intermediarios também

pode causar dano ao organismo.



Tabela I.1- Classificagdao dos EIM de acordo com a area do metabolismo envolvida

¢ EIM dos aminoacidos

+» EIM dos 4cidos organicos

+ EIM dos glicidios

% EIM dos glicosaminoglicanos
¢ EIM das glicoproteinas

¢ EIM das purinas e pirimidinas
¢ EIM das enzimas eritrocitarias
¢ EIM dos metais

¢ EIM das lipoproteinas

¢ EIM dos hormonios

+» EIM das proteinas plasmaticas

Fonte: Scriver et alli, 2001.

1.1.3 Prevaléncia:

Os EIM sao doengas individualmente raras, mas como grupo representam uma
parte consideravel dos pacientes admitidos em hospitais pediatricos.

Estudos diagnoésticos cuidadosos, utilizando-se de técnicas laboratoriais avancadas
e de rigoroso controle de qualidade executados na Holanda, indicam que os erros inatos
do metabolismo tem uma prevaléncia de 1 para 600-700 criancas nascidas vivas (Blom
et alli., 1989; Duran et alli., 1994; Hommes, 1994).

Outros estudos, mostrando a incidéncia relativa dos varios grupos de erros inatos
do metabolismo, revela que aproximadamente um terco destes disturbios corresponde a
aminoacidopatias e outro terco a acidemias organicas, sendo que o outro terg¢o

corresponde a todos os outros (Hoffmann, 1994).



.1.4 Sinais Clinicos e Laboratoriais

Embora as manifestagdes clinicas dos EIM sejam extremamente varidveis,
existem alguns sintomas que aparecem com maior freqiiéncia nestes disturbios. As
tabelas 1.2 e [.3 apresentam, respectivamente, as manifestacdes clinicas e laboratoriais

mais freqlientes nos EIM.

Tabela 1. 2- Principais manifestacdes clinicas dos Erros Inatos do Metabolismo no

periodo neonatal (Burton, 1987).

¢ Deficiéncia de crescimento

¢ Dificuldade alimentar

* Vomitos

¢ Diarréia

s Letargia

< Coma

¢ Hipotonia ou hipertonicidade

s Convulsoes

¢ Dificuldade respiratoria e apnéia
¢ Hepatomegalia

¢ Odor anormal na urina ¢ na pele
¢ Anormalidades oculares

+¢ Dismorfias (anormalidades menores)




Tabela I. 3- Achados laboratoriais mais freqiientes em Erros Inatos do Metabolismo no

periodo neonatal (Burton, 1987).

¢ Acidose metabdlica

¢ Hipoglicemia

% Hiperamonemia

+ Elevagdo de transaminases

++ Presenca de substancias redutoras na urina
¢ Positividade no teste do cloreto férrico

¢ Cetontria

¢ Trombocitopenia

¢ Neutropenia

¢ Anemia

¢ Linfocitos vacuolados em esfregaco periférico

.2 Acidemias Organicas

1.2.1  Definicdo

Acidemias organicas sdo disturbios do metabolismo de aminodcidos, glicidios ou
lipidios, causados por deficiéncia na atividade de uma enzima e caracterizados
bioquimicamente pelo acumulo de um ou mais acidos organicos (carboxilicos) e/ou
derivados em varios tecidos e fluidos corporais dos individuos afetados (Chalmers e

Lawson, 1982).

[.2.2 Acidemias Propidnica e Metilmaldnica

As acidemias propionica e metilmalonica caracterizam-se pelo acumulo
predominantemente dos 4acidos propionico (PA) e metilmalénico (MA),

respectivamente.



[.2.2.1 Etiologia

A figura [.2 mostra a rota metabolica dos 4cidos propionico e metilmalonico. A
deficiéncia da enzima propionil-CoA carboxilase causa a acidemia propidnica e a

deficiéncia da enzima L-metilmalonil-CoA mutase a acidemia metilmaldnica.

colesterol
acidos graxos de
cadeia impar

timina
uracila

propionil Co-A

] propionil-CoA carboxilase |

acido propidnico I metilmalonil-CoA
L-metilmalonil-
CoA mutase
4cido metilmaldnico I sucinil-CoA I

Ciclo de
Krebs

Figura 1.2. Rota metabolica dos acidos propidnico e metilmalonico



[.2.3 Manifestagdes Clinicas

As manifestagdes clinicas das acidemia propidnica e metilmalonica normalmente
ocorrem na primeira semana de vida e sdo predominantemente neuroldgicas, como
encefalopatia aguda severa ou cronica, com letargia, hipotonia, retardo mental, atrofia
cerebral, anormalidades no eletroencefalograma, apatia, coma e convulsdes. Também
ocorre recusa a alimentacao, vomitos, desidratacdo e episddios de cetoacidose, apnéia e

taquipnéia ( Lehnert et alli, 1994; Fenton et alli, 2001).

I.2.4 Achados Bioquimicos

As acidemias propionica e metilmalonica sdo caracterizadas por severa acidose
metabolica, hiperglicinemia e hiperamonemia. Na acidemia propionica ocorre acimulo
de varios acidos organicos, tais como propionato, [B-hidroxibutirato, metilcitrato e
também de propionil-CoA (Wolf, 1981). Na acidemia metilmalonica podemos
encontrar, além dos metabolitos encontrados na acidemia propidnica, o 4acido
metilmaldnico (Fenton et alli, 2001). Também pode ser encontrado nestes pacientes
deficiéncia de carnitina, leucopenia, anemia, trombocitopenia e acidemia lactica

(Lehnert et alli, 1994)

1.2.5 Frequéncia

As acidemias propionica e metilmalonica estdo entre as acidemias organicas mais
freqiientes com incidéncia de 1 : 40.000 nascidos vivos para a propidnica (Duran et alli,

1994) e 1 : 48.000 nascidos vivos para a metilmalonica (Scriver et alli, 2001).



[.2.6 Fisiopatogenia

Alguns trabalhos tem demonstrado alteragdes no metabolismo energético
causadas pelo acido propidnico ou pelos outros metabolitos acumulados em pacientes
afetados por este disturbio. A propionil-CoA e o acido propidnico inibem enzimas
importantes na producdo de energia, tais como a citrato sintase (Evangeliou et alli,
1985), o complexo piruvato desidrogenase (Gregersen, 1981), bem como as enzimas de
oxidagdo de acidos graxos, reduzindo desta forma a atividade do ciclo de Krebs
(Glasgow & Chase, 1976). O propionato também diminui a sintese de guanosina
trifosfato (GTP) (Matsuishi et alli, 1991). Estes investigadores demonstraram que a
incubagio de hepatocitos de ratos na presenca de 5 mM de [1-C'*] propionato provoca a
inibicao na producao energética proporcional ao acimulo de propionil-CoA dentro da
matriz mitocondrial. Todas estas inibi¢des resultam na reducao da sintese de ATP (Roe
et alli, 1983).

A propionil-CoA também inibe a clivagem de glicina em serina, através da
inibicdo da enzima serina hidroxi-metil-transferase. A glicina acumulada se condensa
com a propionil-CoA formando a propionilglicina (Hayasaka et alli, 1982). O
metabolismo dos glicidios pode estar também comprometido devido a deficiéncia
intracelular de coenzima A acumulada sob a forma de propionil-CoA (Barash et alli,
1989; Ando, 1971).

A hiperamonemia, comum aos pacientes com acidemia propidnica, ¢ explicada
pelo efeito do propionato de reduzir a sintese da uréia em até 60% do nivel normal a
partir de amonia e ornitina em figado de ratos (Glasgow & Chase, 1976). Acredita-se
que o acumulo de amodnia deve-se a inibigdo da primeira enzima do ciclo da uréia, a
carbamilfosfatosintase mitocondrial, causada pelo acimulo intramitocondrial do acido

propidnico e da propionil-CoA (Fenton et alli, 2001).



Varios estudos demonstraram reducdo na producdo de energia cerebral e de
lipidios, bem como alteracdes na fosforilagdo de proteinas cerebrais causadas por
metabolitos acumulados na acidemia metilmalonica. Foram descritos efeitos
importantes in vivo e in vitro do acido metilmalonico (MA) sobre o metabolismo
neuronal, tais como a diminui¢do do conteudo de gangliosidios (NANA/gangliosidios)
em cérebro de ratos (Wajner et alli, 1988), da utiliza¢ao de glicose e de corpos cetdnicos
por prismas de cérebro de ratos, provavelmente devido a inibi¢do das atividades da
succinato desidrogenase e da B-hidroxibutirato desidrogenase (Dutra et alli, 1991; Dutra
et alli, 1993), bem como uma formagdo aumentada de lactato e uma reducao na
producdo de CO; no cérebro de ratos jovens (Wajner et alli, 1992).

Estudos mais recentes com culturas de células de cortex e estriado de cérebro de
ratos embridnicos mostraram que a exposicao destas células a 10 mM de metilmalonato
por 24 horas causou uma mortalidade neuronal superior a 90%, sendo que as células
corticais foram as mais vulneraveis. Um decréscimo na relacio ATP/ADP também foi
observado apos o tratamento das células com MA, que foi atribuido a producdo de
malonato, um inibidor cléssico da cadeia respiratoria e do ciclo de Krebs, a partir de
metilmalonato (McLaughlin et alli, 1998).

Outros estudos verificaram que a administragdo intraestriatal de MA provoca
convulsdes mediadas pelos receptores glutamatérgicos NMDA, que sdo prevenidas
quando os animais sdo pré-tratados por antagonistas destes receptores (Mello et alli,
1996) e atenuadas quando os animais sdo pré-tratados com acido ascérbico ou -
tocoferol, o que pode indicar o envolvimento de radicais livres nos episodios

convulsivos (Fighera et alli, 1999).



Similarmente ao que ocorre na acidemia propidnica, os niveis séricos € urindrios
de glicina estdo elevados na acidemia metilmaldnica devido a inibicdo da conversao de
glicina em serina pela propionil-CoA (Hayasaka et alli, 1982).

A hiperamonemia presente na acidemia metilmalonica também pode ser explicada
devido ao acumulo do acido propidnico, da propionil-CoA ou dos outros metabolitos
acumulados nesta doenca. Glasgow e Chase (1976), bem como Coude e colaboradores
(1979) verificaram que o acido propidnico reduz a sintese de uréia a partir de ornitina e
amonia em figado de ratos. Por outro lado, Stewart e Walser (1980), baseados no
aumento dos niveis de aspartato e citrulina na urina de ratos tratados com MA,
concluiram que este 4acido também pode exercer efeito inibitério sobre a
arginosuccinato sintase. Foi também sugerido que a deficiéncia do substrato acetil-CoA
ou a inibicdo competitiva da N-acetilglutamato sintase por propionil-CoA levaria a
diminui¢ao da sintese de N-acetilglutamato e, consequentemente, ao aumento dos niveis
plasmaticos de amonia (Lehnert et alli, 1994; Bergman et alli, 1996; Fenton et alli,

2001).

[.2.7 Diagnéstico e Tratamento

O diagnostico da acidemia propionica € feito pelo aumento da concentracao do
acido propidnico e de seus metabodlitos, 3-OH-propionato, metilcitrato, lactato e
propioniglicina, na urina dos pacientes afetados. Estudos da atividade da propionil-CoA
carboxilase em leucocitos ou fibroblastos sdo requeridos para a confirmagdo do
diagnostico.

A acidemia metilmalonica ¢ diagnosticada fundamentalmente pela presenca de
altas concentragdes de acido metilmalonico na urina. No sangue dos pacientes afetados

as concentracdoes de MA podem alcancar 2,9 mM, enquanto que em pessoas normais
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este acido ¢ praticamente indetectavel. Além das altas concentracdes de metilmalonato
na urina, os pacientes portadores de acidemia metilmalonica apresentam altas
concentragdes de acido propionico e seus metabolitos. Se forem encontradas
quantidades excessivas de metilmalonato na urina, deve-se inicialmente descartar
deficiéncia de cobalamina por dosagem da concentracdo de cobalamina sérica, ja que
esta vitamina ¢ cofator da enzima metilmalonil-CoA mutase. Estudos em células
cultivadas podem ser realizados para se determinar se o defeito ¢ na metilmalonil-CoA
mutase ou no metabolismo da cobalamina.

O tratamento das acidemias propidnica e metilmalonica ¢ feito basicamente
através de dieta com restricao proteica (0,5 a 1,5 g/Kg/dia) ou preferencialmente por
reducdo da ingesta dos aminoacidos precursores do propionato (Thomas, 1994).
Ataques de cetoacidose devem ser tratados por retirada total de proteinas da dieta e
administracao parenteral de bicarbonato de s6dio, bem como de glicose necessaria para
evitar o catabolismo. Ataques agudos, particularmente aqueles acompanhados por
hiperamonemia podem ser tratados por dialise peritoneal. Nutricdo parenteral total tem
sido usado em pacientes gravemente doentes. A administracdo de altas doses (100
mg/Kg) de L-carnitina (Boehmer e Bremer, 1968) e também antibioticoterapia, que
elimina a flora intestinal que contribui para a elevacio das concentragdes plasmaticas de
propionato, também podem ser utilizadas no tratamento destas doengas (Thomas ,

1994).

1.3 Modelos Animais

O uso de modelos animais que simulem uma patologia no homem facilita o estudo
da fisiopatologia de varias doencas, incluindo os erros inatos do metabolismo. Estes

modelos permitem abordagens impossiveis de serem realizadas com seres humanos,

11



além de permitir a separagdo dos diversos fatores causadores da doenga (Lo, 1996).
Deve-se entretanto salientar que nenhum modelo animal pode mimetizar completamente
uma doenga, mas auxilia muito na compreensdao de sua fisiopatogenia (Herchkowitz,
1982).

Modelos experimentais cronicos e agudos para o estudo das acidemias propionica
e metilmalonica tem sido descritos. Um modelo agudo para a acidemia metilmaldnica
foi proposto por Patel e colaboradores (1976), no qual ratos com uma semana de vida
recebiam trés injecdes intraperitoneais de MA, com duas horas de intervalo entre as
aplicagdes. O grupo controle, mantido sob as mesmas condigdes, recebia injegdes de
solugdo salina (NaCl 0,9%). O modelo, embora satisfatorio em mimetizar a doenga para
os fins propostos, causou a morte de 10% dos animais do grupo experimental,
provavelmente devido a administracdo de altas concentragdes de acido metilmaldnico.

Outro modelo experimental cronico de acidemia metilmalonica baseado na
restricdo de vitamina By, foi descrito e utilizado por varios pesquisadores (Barnes et alli,
1963; Williamson et alli, 1969; Orlando et alli, 1973). Este modelo, no entanto, foi
abandonado, pois causava anemia megalobléstica nos animais, um sintoma ausente nos
pacientes com as formas classicas de acidemia metilmalonica (Orlando et alli, 1973).
Um outro modelo cronico para estudo da acidemia metilmalonica foi proposto por Dutra
e colaboradores (1991), e consistia na administragdo de MA através de injecdes
subcutaneas de MA, duas vezes ao dia, do 5° ao 28° dia de vida, mimetizando os dois
principais picos pos-prandiais de MA encontrados nos pacientes com esta acidemia. As
concentragdes plasmaticas e cerebrais de MA provocadas por este modelo foram de,
respectivamente, 2,0-2,5 mM e 0,8-1,0 umol/g (equivalente a 1 mM).

Em relagdo a acidemia propidnica, recentemente foi descrito por Brusque e

colaboradores (1998 e 1999) um modelo agudo e outro cronico. O modelo agudo
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consistia de trés injecoes de PA, com intervalo de 90 minutos entre cada uma delas,
enquanto no modelo cronico duas inje¢des didrias eram administradas do 5° ao 28° dia
de vida dos animais. Em ambos modelos, a administragdo das substiancias foi
subcutanea e os niveis plasmaticos de PA atingiram 2-5 mM, enquanto que as

concentragdes cerebrais eram da ordem de 1 pmol/g (equivalente a 1 mM).

.4 Testes Comportamentais

O uso de tarefas comportamentais para avaliar a neurotoxicidade de uma
substancia ¢ fundamental, uma vez que, ao verificarmos a performance destes animais
nestas tarefas, podemos avaliar o dano funcional. No entanto, convém salientar que uma
relacdo direta entre o grau da lesdo cerebral e o déficit cognitivo pode ocorrer, mas nao
¢ regra. Extensas lesdes podem ndo causar déficit cognitivo, enquanto que pequenas
lesdes podem gerar grandes consequéncias funcionais. Véarios fatores podem contribuir
para a dissociagdo entre o tamanho da lesdo e o déficit funcional. Entre eles podemos
citar a localizacdo do dano cerebral, a habilidade prévia do animal, o tempo decorrido
desde que ocorreu a lesdo e as diferencas individuais. Tendo em vista todos os fatores
citados anteriormente e a plasticidade funcional do SNC, podemos realmente avaliar as
conseqiliéncias funcionais de um dano somente apds a realizagdo e andlise da

performance dos animais em tarefas comportamentais (Olton e Markowska, 1994).

1.4.1 Aprendizado e Memoria

Aprendizado e memoria sdo funcdes basicas do SNC fundamentais para a
adaptacdo de um organismo ao meio ambiente. O aprendizado pode ser definido como a
aquisicdo de informagdes através da experiéncia € a memoria como 0 armazenamento

de informagdes (Izquerdo, 1989). Ao escolhermos uma tarefa para avaliar o
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aprendizado e a memoria de um animal, devemos levar em consideragdo o interesse e a
capacidade do animal de aprender a tarefa e sua capacidade de executa-la. A tarefa do
Labirinto Aquatico de Morris ¢ adequada para se avaliar cogni¢do em ratos, uma vez
que estes animais sdo bons nadadores e apresentam uma boa capacidade de localizacao
espacial requerida nesta tarefa. Por outro lado, a 4gua ¢ um meio aversivo para estes
animais, que ao serem colocados na mesma procuram escapar. A tarefa do labirinto
aquatico de Morris ¢, portanto, adequada para a avaliacdo da integridade da fun¢ao

hipocampal (Olton e Markowska, 1994; Save e Poucet, 2000).

.5 Radicais livres

[.5.1 Definigao

Radical livre é qualquer espécie capaz de existéncia independente que contém um
ou mais elétrons ndo pareados. Radicais livres sdo produzidos continuamente nas
células como subproduto do metabolismo, ou deliberadamente durante alguns
processos, como a fagocitose (Halliwell e Gutteridge, 1999). Os radicais livres também
sdo denominados espécies reativas de oxigénio, € este termo abrange os radicais
superoxido (0,") onde um elétron ndo pareado ¢ adicionado ao estado basal do O,, os
radicais hidroxila (OH") peroxila (RO,") alkoxila, (RO®) e os derivados ndo radicais
potencialmente oxidantes, como o peroxido de hidrogénio (H,0O,) o 0zo6nio (O3) o acido
hipocloroso (HOCI) e os singletos de oxigénio (Halliwell e Gutteridge, 1999). Além das
espécies reativas de oxigénio, as espécies reativas do nitrogénio sdo potencialmente
danosas. Entre elas podemos destacar o radical 6xido nitrico, NO® e o perdxido nitrico

ONOO" (Beckman e Koppenol, 1996). Uma vez formados, estes compostos geram uma

14



reacdo de oxidacdo em cadeia que tem como resultado a destrui¢do, modificacdo ou
inativacdo de um grande nimero de moléculas.

A geracgdo de radicais livres € uma conseqiiéncia natural da vida em um ambiente
oxidante. As células geram pequenas quantidades de radicais livres enquanto realizam
suas funcdes metabdlicas normais. Assim os radicais superdxido e peroxido de
hidrogénio sdo liberados da mitocondria durante a sintese de ATP e da hemoglobina

durante o transporte de oxigénio (Thomas, 2000).

1.5.2 Efeitos fisiolégicos dos radicais livres

Apesar dos efeitos deletérios provocados pelos radicais livres, uma pequena
quantidade destes ¢ necessaria para a realizagdo de fungdes vitais da célula, como
defesa contra organismos invasores, sintese de moléculas essenciais e sinaliza¢ao
celular. Uma oxidase NADPH-dependente carregada por células brancas do sangue gera
radical superoxido para ajudar estas células a matar bactérias e fungos. O sistema da
mieloperoxidase, que gera acido hipocloroso (HOCI), ¢ o sistema citotoxico e
antibacteriano mais potente dos leucocitos humanos (Bergendi et alli., 1999). Pelo
menos 130 genes ou proteinas t€ém sua atividade modulada por radicais livres. Dentre
eles podemos citar varias enzimas como a lipoxigenase, cicloxigenase, tirosina
hidroxilase, oxido nitrico sintase e ribonucleosideo redutase (Thomas, 2000), fatores de
transcrigdo, como c-jun e c-fos, proteinas quinases, como a PKC, MAP quinases ¢ PKB
e receptores, como os de insulina (Allen e Tresini, 2000). As enzimas que utilizam
radicais livres como modulador realizam um nimero limitado de ciclos antes da matriz
protéica ser danificada pelos mesmos radicais livres necessarios ao seu funcionamento.

As espécies radicais geradas ap6s a destruicdo destas enzimas pode iniciar oxida¢ao em
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outras partes da célula (Thomas, 2000). A tabela 1.4 demonstra alguns efeitos

fisiologicos e deletérios do 6xido nitrico (NO®).

Tabela 1.4. Efeitos fisiologicos e deletérios do dxido nitrico (NO®)

Efeitos fisiologicos

Efeitos nocivos

Sistema Nervoso

Resposta a aminodcidos excitatorios

(glutamato), neurotransmissao,

neuromodulacado e plasticidade sinaptica

Epilepsia, excitotocicidade (implicado em

muitas doengas neurodegenerativas)

Sistema vascular
Controle da pressdo arterial, inibicdo da
de morte de

agregacao plaquetas,

organismos invasores

Choque séptico, inflamacao cronica (artrite
reumatodide, colite ulcerativa), aumento de

risco de cancer e rejeicdo de transplantes

Outros
Vasodilatacdo pulmonar, erecdo peniana,

peristaltismo e controle da bexiga

Asma bronquica

Referéncia Halliwell e Guterridge, 1999.

1.5.3 Envolvimento de radicais livres em doengas neurodegenerativas

O cérebro ¢ especialmente sensivel ao estresse oxidativo, e dentre as razdes para

tal vulnerabilidade podemos citar os encontrados na tabela L.5.
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Tabela 1.5. Motivos que tornam o cérebro especialmente vulnerdvel ao estresse

oxidativo

% alto transporte de Ca’ através de membranas neuronais;
qualquer alterag@o neste fluxo pode gerar estresse oxidativo

% presenga de aminoacidos excitotoxicos, que podem gerar
estresse oxidativo

% alto consumo de oxigénio por unidade de massa de
tecido

¢ muitos neurotransmissores sao moléculas autooxidaveis

% varias areas do cérebro contém altas concentra¢des de
ferro (por exemplo a substincia nigra, o nucleo caudado, o
putamen e o globus palidus)

¢ ao contrario do plasma, o liquor ndo possui significante
capacidade de ligacdo a ferro livre

% as membranas lipidicas neuronais contém alta
quantidade de acidos graxos de cadeia lateral poliinsaturada

¢ o metabolismo cerebral normal gera peroxido de
hidrogénio; um exemplo disso ¢ a oxidagdo da dopamina pela
monoaminaoxidase (MAO)

0 cérebro possui baixos niveis de defesas antioxidantes

¢ algumas células gliais (microglia), como os macrofagos,

podem produzir O,* e H,O, quando ativados

Fonte : Halliwell e Gutteridge, 1999.

Nos ultimos anos, muita aten¢do tem sido focada na injaria provocada por radicais
livres como mediador de dano tecidual em doengas humanas. O estresse oxidativo tem
sido demonstrado estar relacionado com mecanismos fisiopatologicos de dano cerebral
em varias doencas neurodegenerativas, incluindo as doencas de Parkinson, de
Alzheimer e de Huntington ((Delanty e Dichter,1998; Halliwell, 1994; Matés et alli.,

1999; Alexi et alli., 2000; Halliwell e Gutteridge, 1999). Recentemente em nosso
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laboratdrio, foi demonstrado que os acidos propidonico (PA) e metilmalonico (MA)
induzem a geragdo de radicais livres em cortex cerebral de ratos in vitro (Fontella et
alli., 2000). Estimulacao in vitro de superoxido por PA foi também observada em
células sangiiineas (Nakao et alli., 1998). Além disso, um estudo realizado por Moyano
e colaboradores demonstrou que o estresse oxidativo pode estar envolvido com a
fisiopatogenia da acidemia propidnica, uma vez que os niveis de a-tocoferol estavam

muito diminuidos em um paciente com acidemia propionica (Moyano et alli., 1997).

.6 Agentes Antioxidantes

1.6.1 Definicao

J4

Do ponto de vista bioldégico, um antioxidante € um composto que em baixas
concentragdes, em relacdo ao substrato oxidavel, reage com os radicais livres e forma
um substrato estavel, impedindo a propagagdo da reagdo em cadeia ( Bergendi et alli.,
1999). Uma defini¢do mais proxima da realidade ¢ que antioxidantes sdo elementos ou
processos que retardam a oxidagdo por radicais livres in vivo. O termo antioxidante
inclui todos os processos que tornam mais lenta ou interrompem a oxidagao por radicais

livres, e nestes estdo incluidos:

L. Os sequestradores de radicais livres que previnem sua propagagao
II. Hidrolise enzimatica de esteres para remover acidos graxos peroxidados
I1I. Sequestro de ions de metais de transi¢do

IV.  Redugdo enzimatica de perdxidos

O processo I define como o antioxidante age, enquanto os outros trés processos
ndo interrompem a reacao dos radicais livres, apenas previnem o acumulo de moléculas

que podem promover a reacao dos radicais livres (Thomas, 2000). Os antioxidantes
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podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos. Dentre os ndo enzimaticos destacam-se o
acido ascorbico, a glutationa (GSH), o a-tocoferol e os carotenodides, como o -caroteno
e o licopeno (Sies e Stahl, 1995). A tabela 1.6 mostra alguns exemplos de antioxidantes
ndo enzimaticos encontrados no plasma humano. Entre os antioxidantes enzimaticos,
temos a Cu-Zn-superdxido dismutase (Cu-Zn-SOD), a Mn-SOD, a catalase, a glutationa

peroxidase e a glutationa redutase (Cassarino e Bennett Jr., 1999).

Tabela 6. Antioxidantes ndo enzimaticos encontrados no plasma humano

Antioxidante Concentracio no plasma pmol/L

Hidrossoluveis
Acido ascorbico  30-150
Glutationa (GSH) 1-2

Acido urico 160-450
Bilirrubina 5-20
Lipossoluveis

a-tocoferol 15-40
d-toocoferol 3-5
a-caroteno 0,05-0,1
[3-caroteno 0,3-0,6
Licopeno 0,5-1,0
Luteina 0,1-0,3

Ubiquinol-10 0,4-1,0

Fonte: Sies ¢ Stahl, 1995
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1.6.2 Enzimas Antioxidantes

1.6.2.1 Catalase (cat)

Converte perdxido de hidrogénio em dgua e oxigénio:

2 H,0, - 2H,0 + O,

O cérebro, o coragdo e o musculo esquelético contém niveis mais baixos de

catalase do que o figado.

1.6.2.2 Glutationa Peroxidase (GSHPx)

A glutationa peroxidase remove o H,O, acoplando a sua redugdo a agua com

oxidagdo da glutationa reduzida.

H,0, + 2GSH " _5 GSSG + H,0

No cérebro a atividade da GSHPx ¢, relativamente ao figado, mais alta do que a

da catalase.

1.6.2.3 Superdxido dismutase (SOD)

6.2.3.1. Cu-Zn-SOD

Esté localizada no citosol, lisossomas, nticleo e peroxissomas. Catalisa a reagao:

2020- + 2H+ Cu-Zn-SOD_) H202 + 02
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6.2.3.2. Mn-SOD

Esta localizada na mitocondria. Catalisa a reagao:

Mn (III) + O, — Mn 7 + O,

Mn  + 0,* — Mn (III) + H,0,

Fonte: Halliwell e Guteridge, 1999.

1.6.3 Acido Ascorbico

As plantas e a maioria dos animais podem sintetizar acido ascorbico a partir de
glicose (figura 1.3), porém, na escala evolucionaria, os primatas, o porquinho-da-india e
o morcego das frutas perderam esta capacidade (Halliwell e Gutterridge, 1999). Nestes
animais, a enzima gulanolactona oxidase, enzima requerida para o passo final da sintese
do ascorbato, esta inativa. Paradoxalmente, tendo em vista que a reagao de producao de
ascorbato gera peroxido de hidrogénio, sintese aumantada de ascorbato pode levar ao

estresse oxidativo.
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Glicose 1-P
UTP
ﬂ @ PPi
UDP- glicose

NAD
ﬂ @ NADH,

acido UDP-glicuronico
H,O

ﬂ & upp

acido glicurdnico
NADH,

ﬁ @ NADPH
acido gulonico

ﬂ hidrolise
gulano lactona

bloqueada nos primatas, porquinho-da
india e morcego das frutas

2-cetogulano lactona

!

acido ascorbico + H,O,
Figura I.3. Sintese de 4acido ascorbico a partir de glicose

O ascorbato (vitamina C) ¢ cofator de pelo menos oito enzimas in vivo, entre elas
a prolina ¢ a lisina hidroxilase, que estdo envolvidas na sintese do coldgeno. O acido
ascorbico também ¢ requerido para a enzima dopamina-B-hidroxilase, que converte
dopamina em noradrenalina.

O ascorbato tem se mostrado um oOtimo antioxidante in vitro, agindo como
sequestrador de O,", HO,", OH", radicais peroxila hidrossoluveis, HOCI, peroxinitritos

e agentes nitrosantes, singletes de oxigénio, hemo e mioglobina-H,O,. Além disso o
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ascorbato regenera o a-tocoferol, seqiiestra radicais nitroxido, protege membranas e
lipoproteinas contra a peroxidagdo lipidica induzida por cigarro, mas ndo inibe a
formagéo de proteina carbonila em plasma humano, um sequestrador de O3 e NO," em
liquidos bioldgicos humanos. A vitamina C também apresenta efeitos pro oxidantes, ja
que in vitro ela pode reduzir o ferro (Fe™ — Fe'™). Assim, misturas contendo cobre ou
ferro e ascorbato estimulam o dano ao ADN, lipidios e proteinas. Porém, apesar disso,
ndo existem evidéncias convincentes para indicar com seguranca que ha toxicidade de
altas doses de ascorbato em seres humanos saudaveis (Haliwell e Guteridge, 1999;
Diplock, 1995) . Sabemos, no entanto, que doses de 200 mg/dia de ascorbato sdo
suficientes para saturar células e liquidos bioldgicos humanos com ascorbato. Qualquer
excesso de acido ascorbico € excretado. Por outro lado, fumantes “pesados” necessitam
de doses mais elevadas desta vitamina.

E interessante notar que os efeitos pro-oxidantes in vitro ndo se restringem
somente ao acido ascorbico. Varios outros antioxidantes, como a vitamina E e a
glutationa (GSH) também apresentam esta propriedade na presen¢a de metais de
transicdo. A chave da questdo in vivo, portanto, ¢ a disponibilidade dos metais de

transicao (Halliwell e Guteridge, 1999).

1.6.4 Defesas antioxidantes no cérebro

Todas as regides cerebrais contém CuZnSOD, MnSOD, GSHPx ¢ GSH. Em
ratos e possivelmente em outros animais, os niveis neuronais de GSH sd3o menores do
que o das céluals gliais, fazendo com que estas células sejam menos suscetiveis ao
estresse oxidativo do que os neurdnios. A concentragdo de ascorbato no cérebro ¢ alta,
sendo que a concentrag¢do no liquor é mais alta do que a do plasma. As células gliais e

os neurOnios apresentam um sistema de transporte ativo que concentra o ascorbato
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intracelular, que se encontra em niveis de milimolar. Na auséncia de ions de metais de
transi¢do, o ascorbato apresenta propriedades antioxidantes bem estabelecidas

(Halliwell e Guteridge, 1999).

24



OBJETIVOS

1.

Investigar o efeito da administragdo cronica de propionato e metilmalonato
sobre o comportamento de ratos na tarefa do labirinto aquatico de Morris.
Verificar se o acido ascorbico (vitamina C) altera ou interfere nos efeitos
provocados pelos acidos propionico ¢ metilmaldnico.

Avaliar o potencial antioxidante total, bem como a atividade de enzimas
antioxidantes (catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase) no
hipocampo dos animais tratados cronicamente com os acidos propidnico e

metilmalonico.
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Il MATERIAL E METODOS

1.1 Animais:

Apos o acasalamento, as ratas gravidas foram colocadas em caixas individuais e ai
mantidas durante toda a gestagdo. Quarenta e oito horas ap6s o nascimento, foram
escolhidos oito filhotes machos por matriz e mantidos junto com uma rata mae. Para as
tarefas comportamentais e avaliagdo do potencial antioxidante total( TRAP) os animais
foram divididos em seis grupos de forma que cada caixa apresentava pelo menos um
rato para cada tratamento: I)salina, II)propionato, III)metilmalonato, IV)ascorbato,
V)propionato com ascorbato e VI)metilmalonato com ascorbato. Para os ensaios
enzimaticos os ratos foram divididos em trés grupos: I)salina, II)propionato e
[II)metilmalonato. Os filhotes foram desmamados aos 21 dias, e ap6s o desmame todos
tiveram livre acesso a dgua ¢ a ragdo comercial. Todos os animais foram mantidos em

ambiente climatizado (24 £ 1°C) e com ciclo de claro/escuro de 12 horas.

lI.2 Tratamento:

Foi administrado subcutaneamente propionato (PA) (grupo II) ou metilmalonato
(MA) (grupo III) dissolvidos em solu¢do salina com pH acertado para 7,4, duas vezes ao
dia, do 5° ao 28° dia de vida, para reproduzir os modelos experimentais quimicos das
acidemias propidnica e metilmalonica, respectivamente (Brusque et alli, 1998; Dutra et
alli, 1991)(tabela III.1). As doses de propionato administradas foram calculadas para
atingir as concentragdes plasmaticas de 1 a 5 mM, da seguinte forma: 5°-12° dia de vida,

0,72 umol/g de peso corporal; 13°-19° dia de vida, 1,68 umol/g de peso corporal; 20°-
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28° dia de vida, 1,92 umol/g de peso corporal (Brusque et alli.,, 1998). As doses de
metilmalonato foram calculadas para atingir as concentragdes plasmaticas de 2,0 a 2,5
mM, da seguinte forma: 5°-12° dia de vida, 0,72» mol/g peso corporal; 13°-17° dia de
vida, 0,89 mol/g peso corporal; 18°-28° dia de vida 1,67» mol/g peso corporal (Dutra
et alli, 1991). Os animais também foram tratados com vitamina C isoladamente,
dissolvida em solu¢do salina, pH 7,4, (grupo IV) ou associada a um dos acidos acima
(grupos V e VI), também dissolvidas em solugdo salina, pH 7,4. A dose de vitamina C
administrada duas vezes ao dia foi de 100 mg/Kg de peso corporal por dia. Todas as
solucdes foram preparadas de forma que cada animal de todos os grupos recebesse
10» L de solugdo por grama de peso corporal. Os ratos controles foram tratados com

solugdo salina (NaCl 0,9%) nos mesmos volumes (grupo I).

Tabela III.1. Doses de acido propidnico e metilmaldnico administrado aos ratos durante

o tratamento cronico de acordo com a idade.

Idade
5%- 12° dia

1,68 umol/g 0,89 umol/g

20°-28° dia 19,2 umol/g 1,67 umol/g

.3 Tarefas cognitivas

As tarefas cognitivas foram realizadas de acordo com o cronograma apresentado

na tabela I11.2.
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Tabela I11.2. Cronograma das tarefas cognitivas

5°-28°dia  29°-59°dia 60°-64° dia 65° dia 66°-80° dia 81°-84°dia 85° dia 86°-100° dia  101°-102° dia

Tratamento Espera aquisicdo/  Aquisi¢do/ Espera fase reversa fase reversa espera campo

treino teste treino teste aberto

[11.3.1 Labirinto Aquatico de Morris (water maze)

Apo6s o tratamento, os animais foram divididos de forma que ficaram 4 ratos por
caixa (sempre com o cuidado de ter um controle por caixa). Do ultimo dia de tratamento
até o inicio das tarefas os animais nao sofreram nenhum outro tipo de tratamento. No
60° dia de vida, a memoria espacial dos animais foi testada no labirinto aquatico de
Morris (Morris et alli., 1982; Netto et alli., 1993), que consiste de uma piscina circular
de cor preta (200 cm de didmetro, 100 cm altura), preenchida com 50 ¢cm de 4gua a 23°
+ 1°C. Esta piscina foi dividida por uma linha imaginaria em 4 quadrantes para posterior
analise dos resultados. O experimentador permaneceu na mesma posi¢do durante toda a
sessdo de treino a aproximadamente 50 cm da borda da piscina. Uma camera de video

foi montada sobre o centro do tanque e os animais foram filmados.

I11.3.1.1 Fase de aquisicdo (treino)

Os ratos receberam sessdes didrias de treino, consistindo de 4 treinos por dia
durante 5 dias consecutivos para encontrar a plataforma submersa no centro do
quadrante 1 do tanque, conforme demonstra a figura III.1. A plataforma permaneceu na
mesma posicao durante toda a fase de aquisi¢do. Todos os animais de todos os grupos

foram capazes de nadar durante os treinos, caso contrario eram descartados do
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experimento. Em cada treino o rato era colocado delicadamente na agua, com o focinho
virado para a borda do tanque, aleatoriamente em uma das quatro posi¢des de largada
(N, S, L e O), conforme mostra a figura III.1. A ordem de largada variou em uma
seqliéncia aleatoria, de forma que o mesmo rato nao largasse duas vezes da mesma
posi¢dao no mesmo dia, e tal seqii€ncia ndo foi repetida em dias consecutivos. Apos ser
colocado na agua, foi permitido a cada rato nadar livremente na piscina para procurar a
plataforma durante 60 segundos. Uma vez localizada a plataforma, foi permitido ao rato
permanecer sobre ela por 10 segundos. Se o animal ndo encontrasse a plataforma
durante os 60 segundos, ele era guiado pelo experimentador, e permanecia sobre a
plataforma também por 10 segundos. Depois de cada treino, cada rato era removido da
plataforma, seco com uma toalha e devolvido & sua caixa original. O intervalo entre

cada treino era de 15-20 minutos (Warren and Juraska, 2000).

II1.3.1.2 Fase de aquisicdo (teste):

Um dia apds o ultimo treino (6°) dia, a plataforma era removida, e cada rato era
submetido a um teste de 60 segundos. O rato era colocado na agua nas mesmas
condigdes do teste, porém a plataforma nao estava presente, fazendo com que o rato
permanecesse por 60 segundos procurando a mesma. O tempo gasto no quadrante onde
a plataforma estava localizada originalmente foi tomado como medida de memodria

espacial.

I11.3.1.3 Fase reversa: treino reverso

Duas semanas apds o teste, os ratos eram submetidos ao aprendizado reverso,
similar & fase de aquisicdo, porém com a plataforma localizada no quadrante
diagonalmente oposto ao treino anterior (figura III.1, quadrante 3), permanecendo na

mesma posicao durante toda esta fase de treinos. Os treinos da fase reversa duraram 4

29



dias e consistiam, como na fase de aquisicao, de blocos de 4 treino por dia, com

posi¢des de largada variando aleatoriamente.

I11.3.1.4 Fase reversa: teste reverso

No quinto dia, um dia ap6és o ultimo treino da fase reversa, os ratos eram
submetidos a um segundo teste. Cada rato era colocado na piscina sem a plataforma e
lhe era permitido nadar por 60 segundos. O tempo gasto no quadrante onde a plataforma

estava localizada no treino reverso foi medido (Block and Schwarz, 1998).

[11.3.2 Tarefa do Campo Aberto

Quinze dias apds o teste da fase reversa, os ratos foram submetidos a tarefa do
campo aberto. O aparelho consistia de uma caixa de madeira, medindo 60 X 40 X 50 cm
com um vidro transparente na parede da frente, e cujo chdo foi dividido em 12
quadrados (figura III.2). Os ratos eram colocados delicadamente na caixa, com o
focinho virado para o canto da caixa, € 0 nimero de cruzamentos (nimero de vezes que
os ratos passavam com as quatro patas de um quadrado para o outro) foi medido para

avaliar a atividade motora dos animais (Walsh and Cummins, 1976).
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T
OBSERVADOR

Figura III.1. Labirinto aquatico de Morris.
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Figura III.2. Campo aberto.
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lll.4 Ensaios bioquimicos

[11.4.1 Tampobes

111.4.1.1 Fosfato de s6dio com KCI, pH 7.4

2,17g de Na,HPO,4 x 7H,0O
0,260g de NaH,PO4 x H,O
5,22g de KCl

Preparo em agua MiliQ

Volume final: 500mL, pH 7.4.

11.4.1.2 Glicina, pH 8.6

3,75g de glicina
Preparo em agua MiliQ

Volume final: 500 mL, pH 8,6.

I11.4.1.3 Tampao fosfato de potassio 10 mM. pH 7.0

I. 1,36g de KH,PO4
Preparo em agua MiliQ

Volume final: 500 mL

I1. 1,74g de K,HPO4
Preparo em agua MiliQ

Volume final: 500 mL
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Adicionar I em II até atingir o pH 7,0. Medir o volume e adicionar igual volume
de agua MiliQ.

Volume final: aproximadamente 2000 mL, pH 7,0.

111.4.1.4 Tampao fosfato de potassio com EDTA 100mM, pH 7.7

I. 3,4g de KH,PO4
Preparo em agua MiliQ

Volume final: 125 mL

II1. 4,35g de K,HPO4
Preparo em agua MiliQ

Volume final: 125 mL

Adicionar I em II até atingir o pH 7,7. Medir o volume e adicionar igual volume
de agua MiliQ.
Volume final: aproximadamente 500 mL, pH 7,7.

Adicionar 0,3722g de EDTA por litro de tampao pronto.

[11.4.2 Preparo da amostra

Para os ensaios bioquimicos, os animais foram decapitados sem anestesia no 29°
dia de vida (18 horas ap6s a ultima inje¢do). O cérebro foi rapidamente removido e
dissecado sobre gelo para a obten¢do do hipocampo, de onde todo sangue visivel foi

removido com auxilio de um papel de filtro. O hipocampo foi imediatamente pesado e
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homogeneizado 1:10 (m/v) em tampao fosfato de potassio com KCI, pH 7,4. Apds a
homogeneizagio, as amostras foram aliquotadas e imediatamente congeladas a —70°C,

sendo descongeladas apenas no dia dos ensaios.

[11.4.3 Potencial antioxidante total do tecido (TRAP)

O TRAP representa a capacidade antioxidante total do tecido e foi determinada
medindo a intensidade de quimiluminescéncia do luminol induzida por 2,2 -azo-bis(2-
amidinopropano) (ABAP) a temperatura ambiente. Para o preparo das solucdes de
ABAP (10mM), de luminol (4mM) e de trolox (padrdo, 80uM), foi utilizado tampao
glicina, pH 8,6. Os tubos utilizados para o ensaio permaneciam vazios no escuro por
pelo menos 30 minutos; apds este tempo era adicionado 4 mL de solugdo de ABAP e
contado a luminescéncia basal (6 contagens de 20 segundos cada). Depois das
contagens basais era adicionado luminol ao tubo e imediatamente medida a
luminescéncia (6 contagens de 20 segundos), que ¢ o nivel de luminescéncia que sera
atingida apds esgotarem-se os antioxidantes da amostra (10pL do homogeneizado de
hipocampo) que sera colocada em seguida. Apos a adi¢do da amostra, os tubos eram
contados até que as contagens atingissem um valor préximo do encontrado para o
ABAP+luminol. As contagens eram posteriormente colocadas em um grafico para a
determinagdo do tempo de indugdo , que ¢ o tempo que os antioxidantes presentes na
amostra impediram a quebra do anel de luminol pelo agente oxidante ABAP. O
procedimento utilizado para as amostras foi repetido para o trolox. Apds a determinagao
da luminescéncia da mistura ABAP+luminol, foram adicionados 10uL de trolox 80uM.
O tempo de indugdo do trolox serve como padrdo. Os resultados sdo expressos como

nmol de trolox por mg de proteina (Lissi et alli, 1992).
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111.4.4 Enzimas

Para os ensaios enzimaticos as amostras foram centrifugadas a 1000 g a 4°C por
10 minutos. O sobrenadante foi separado para posterior utilizagdo e o sedimento

descartado.

[11.4.4.1 Glutationa peroxidase (GSH-Px)

A atividade da GSH-Px foi medida pelo método de Wendel (1981), exceto pela
concentragdo de NADPH que foi ajustada para 0,1 mM depois de testes prévios
realizados em nosso laboratorio. O hidroperdxido de tert-butil foi utilizado como
substrato. O desaparecimento do NADPH foi monitorado espectrofotometricamente a
340 nm.

O meio de reagdo contendo tampao, azida sodica (0,4 mM), glutationa (2 mM),
glutationa redutase (1,87 U/mL), amostra (1 parte do sobrenadante para 10 partes do
meio) e NADPH (0,1 mM), foi lido por 100 s com intervalos de 10 s entre as leituras a
340 nm a 25°C. Apos este periodo, foi adicionado tert-butil e lido por mais 200 s, nas
mesmas condigdes. Uma unidade de GSH-Px ¢ definida como um pmol de NADPH
consumido por minuto e a atividade especifica representada como unidades por mg de

proteina.

I11.4.4.2 Superdxido dismutase (SOD)

O ensaio da SOD foi feito utilizando-se um kit RANSOD (Randox, USA). Este
método € baseado na formacao do formazan vermelho a partir da reagdo do cloreto de 2-
(4-10dofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazdlico e o radical superdxido (produzido no
meio de incubacdo pela reacdo da xantina oxidase). A inibicdo da producao do

cromogeno ¢ proporcional a atividade da SOD presente na amostra.
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O kit foi preparado conforme instrugdes do fabricante e a amostra conforme
descrito acima. O ensaio foi realizado a 37°C e a formagdo do composto corado foi
determinada espectrofotometricamente a 505 nm. Uma unidade de SOD ¢ definida
como 50% de inibicdo da formacdo do cromogeno e a atividade especifica ¢ definida

como unidades por mg de proteina.

111.4.4.3 Catalase

A atividade da catalase foi medida pelo método de Aebi (1984) que ¢ baseado no
desaparecimento do H,O; a 240 nm.

Para o ensaio da catalase foram tomados 150 uL de sobrenadante, e a este foram
adicionados 15 pL de etanol 10%. A mistura permaneceu em gelo por 30 minutos. Apos
foi adicionado 15 pL de triton X 100 a 10%. O meio de reacdo H,O, (20 mM) foi
preparado em tampdo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0.A amostra era entdo
adicionada ao meio de reacdo. Mediu-se espectrofotometricamente a 240 nm o
desaparecimento da H,O, do meio de reagdo a 25°C. Uma unidade de catalase é
definida como um pmol de H,O, consumido por minuto e a atividade especifica ¢

definida como unidade por mg de proteina.

111.4.5 Proteinas:

Todos os resultados dos ensaios bioquimicos foram expressos em mg de
proteinas, que foram quantificadas pelo método de Lowry (1951), utilizando albumina

sérica bovina com padrao.
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1.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos no labirinto aquatico de Morris (water maze) foram analisados
por analise de variancia (ANOVA). Quando necessario, era realizado como teste post
hoc o teste de Duncan. Os dados da tarefa do campo aberto foram analisados pelo teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis por ndo apresentarem distribuicdo normal. Todos os
ensaios bioquimicos foram analisados por analise de variancia (ANOVA), e quando
necessaria a utilizacdo de um teste post hoc, recorremos ao teste de Duncan. Para todos

os experimentos, um valor de p<0,05 foi considerado significante.
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IV RESULTADOS

O peso corporal dos ratos submetidos ao tratamento crénico com propionato (PA)
e metilmalonato (MA) ndo foi diferente do peso dos controles ou dos ratos que
receberam 4cido ascorbico (AA) (tabela IV.1), indicando que nenhum dos tratamentos

administrados causou malnutrigao.

IV.1 Tarefas cognitivas

IV.1.1 Labirinto aquatico de Morris- fase de aquisi¢ao (treino)

A figura IV.1 mostra que todos os grupos de animais (controle, PA, AA e
PA+AA) melhoraram o seu desempenho no labirinto aquatico de Morris, isto ¢
diminuiram sua laténcia para encontrar a plataforma do primeiro até o ultimo dia de
treino (dia 5) (F (3,43)= 903.3, p < 0.05). Entretanto, a comparagao entre 0s grupos
revelou que os animais tratados com propionato encontraram a plataforma com laténcias
maiores do que os outros grupos ao longo do treino (F (3,43)=4.65, p < 0.05), isto ¢ a
velocidade de aquisi¢ao ao longo do tempo foi menor para os animais tratados com
propionato do que para os demais grupos. Por outro lado, apesar de observarmos que
nao houve diferencas significativas entre os controles e os animais tratados com acido
ascorbico, houve uma tendéncia de que os ratos tratados com AA gastem menos tempo
para encontrar a plataforma durante o treino.

A figura IV.2 mostra que todos os grupos de animais (controle, MA, AA e
MA+AA) melhoraram o seu desempenho no labirinto aquético de Morris ao longo do
tempo, isto ¢ diminuiram sua laténcia para encontrar a plataforma do primeiro até o

ultimo dia de treino (dia 5) (F (3,43)= 529,7, p < 0.05). A comparacao entre 0s grupos
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também revelou a mesma velocidade de aquisi¢ao para os grupos ao longo do tempo (F
(3,43)= 1,30, p= 0,288). Por outro lado, também observamos que ndo houve diferencas
significativas entre os controles e os animais tratados com &cido ascorbico, embora
houvesse uma tendéncia de que os ratos tratados com AA gastassem menos tempo para

encontrar a plataforma durante os treinos.

IV.1.2 Labirinto aquatico de Morris - fase de aquisicao (teste):

No teste (sem a plataforma) o grupo tratado com propionato nao relembrou a
posi¢do precisa da plataforma, gastando significativamente menos tempo no quadrante
onde a plataforma estava localizada durante os treinos (quadrante alvo) do que os
demais grupos, incluindo PA+AA (F (3,43)=4.319, p < 0.05) (Figura IV.3).

O grupo tratado com MA, no teste (sem a plataforma) apresentou o mesmo
desempenho que os demais grupos (controle, AA, MA+AA) (F (3,43)=1,561, p =0,214)

(Figura IV .4).

IV.1.3 Labirinto aquatico de Morris - fase reversa (treino reverso):

A figura IV.5 mostra que todos os grupos de ratos, incluindo os tratados com
propionato, aprenderam a tarefa, isto ¢, diminuiram sua laténcia para encontrar a
plataforma do primeiro até o ultimo dia de treino (dia 4) (F (3,43)=249.,9, p < 0,05). A
comparagdo entre os grupos revelou que todos apresentaram a mesma velocidade de
aquisi¢do na fase reversa (treino reverso) (F (3,43)=0,676, p = 0,572), refletindo que
neste segundo treino eles ja haviam aprendido a estratégia da tarefa.

A figura IV.6 mostra que todos os grupos de ratos, incluindo os tratados com MA,
aprenderam a tarefa, isto ¢, diminuiram sua laténcia para encontrar a plataforma do

primeiro até o ultimo dia de treino (dia 4) (F (3,43)=371,2, p < 0,05). A comparagdo
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entre os grupos revelou que todos apresentaram a mesma velocidade de aquisi¢ao na

fase reversa (treino reverso) (F (3,43)=1,561, p=0,214).

IV.1.4 Labirinto aquatico de Morris - fase reversa (teste reverso):

Apesar dos animais terem apresentado a mesma performance no treino reverso, o
mesmo ndo se repetiu no teste reverso, onde os animais tratados com propionato
permaneceram significativamente (F (3,43)= 4.09 p<0.05) menos tempo no quadrante
alvo do que os demais grupos (figura IV.7). Estes resultados sugerem que os animais
tratados com PA ndo conseguiram relembrar a posicdo da plataforma. Entretanto a
observagao de que os ratos recebendo administragao de PA+AA apresentaram uma boa
retencdo indica que o ascorbato preveniu o déficit de memoria causado pela
administracao de PA.

Os animais tratados com MA também gastaram significativamente menos tempo
no quadrante alvo durante o teste reverso (F (3,43)= 7,353, p<0.05) (figura IV.8). Estes
resultados sugerem que os animais tratados com MA ndo conseguiram relembrar a
posi¢do da plataforma no treino reverso, visto que ficaram menos tempo no quadrante
alvo quando comparado com os outros grupos. Por outro lado, quando tratados
simultanecamente com MA e AA o0s animais comportaram-se como o grupo controle,

indicando que o ascorbato melhorou sua memoria.

IV.1.5 Campo Aberto:

A analise da atividade motora (nimero de cruzamentos) dos ratos nao mostrou
nenhum efeito de qualquer tratamento usado, sugerindo que o déficit para encontrar a
plataforma revelado no labirinto aquatico de Morris para o grupo tratado com PA nao

pode ser creditado a um déficit motor (tabela IV.2).
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Os grupos tratados com MA ¢ MA+AA também nao revelaram nenhum déficit
motor no campo aberto (tabela IV.3), indicando que déficit motor ndo pode explicar o
pior desempenho deste grupo de animais no teste da fase reversa na tarefa do labirinto

aquatico de Morris.

IV.2 Ensaios Bioquimicos

IV.2.1 Potencial antioxidante total (TRAP)

A figura IV.9 mostra que o potencial antioxidante total (TRAP) do hipocampo dos
animais tratados cronicamente com PA e MA ¢ significativamente menor do que o dos
controles (F (5,53)= 3,558, p<0.05), indicando que os tratamentos com PA e MA
diminuem a quantidade de um ou mais antioxidantes. Esta figura também mostra que os
demais grupos (AA, PA+AA e MA+AA) ndo foram diferentes dos controles. O
tratamento com vitamina C ndo aumentou o potencial antioxidante total, em relagdo ao
controle. Por outro lado, a injecdo cronica de acido ascorbico associada ao propionato
ou ao metilmalonato preveniu a redu¢do do TRAP provocada pelos dcidos propionico e

metilmalonico.

IV.2.2 Enzimas

1V.2.2.1 Glutationa peroxidase (GSH-Px)

Como podemos observar na figura IV.10, nenhum dos tratamentos administrados
alterou a atividade de enzima glutationa peroxidase no hipocampo dos ratos, quando

comparada com o grupo controle (F (5,35)= 1,121, p>0.05).
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1V.2.2.2 Superdxido dimutase (SOD)

Na figura IV.11 podemos observar que os nenhum dos tratamentos administrados
alterou a atividade da enzima superoxido dismutase no hipocampo dos ratos quando

comparada com o grupo controle (F (5,35)= 1,559, p>0.05).

IV.2.2.3 Catalase (CAT)

Na figura IV.12 podemos observar que nenhum dos tratamentos administrados
alterou a atividade da enzima catalase no hipocampo dos ratos, quando comparada com

os controles (F (5,35)= 0,692, p>0.05).
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Tabela IV.1.

Efeito da administracido cronica pds natal de acido propionico (PA), acido metilmalonico (MA),

acido ascérbico (AA), acido propionico + acido ascérbico (PA+AA) e acido metilmalénico + acido

ascérbico (MA+AA) sobre o peso corporal dos ratos.

Idade dos animais (dias)

Grupo 5 10 15 20 28

Controle 11,44 £ 0,412+ 19,77 £ 0,572 | 27,56 £ 0,503 | 35,44 £ 1,79 67,33 £3,05
PA 11,33 £ 0,408 | 19,77 £ 0,434 27,78 £0,682 (36,22 £ 1,78 |67,78 £2,69
MA 11,3+£0,396 |19,2+0,533 |27,31+£0,633|35,8+1,16 |69,8+1,85
AA 11,36 £ 0,337 | 19,81 £0,536 |27,55+£0,474 |36,27 £ 1,13 |70,36 £1,77
PA+AA 11,85+ 0,404 |20,57 £ 0,685 (28,57 £0,922 |38,14 £ 1,24 |72,86 £+ 3,40
MA-+AA 11,20+ 0,326 |19,4+£0,581 |27,6+0,542 |36,5+0,792 |68,7+1,77

Dados expressos como média =+ SEM para 11 ratos em cada grupo. Nao foi encontrada

diferenca significativa entre os grupos (analise de variancia de 1 via). * peso em gramas.
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Tabela IV.2

Efeito da administraciio crénica pos natal de acido propidnico (PA), acido ascorbico (AA) e acido

propionico + dcido ascérbico (PA+AA) sobre o nimero de cruzamentos na tarefa do campo aberto

1° sessdo 2° sessdo
Grupo Mediana Percentil 25 | Percentil 75 | Mediana Percentil 25 | Percentil 75
Controle 33,50 31,00 37,00 39,00 30,00 49,00
PA 39,00 34,00 44,50 38,00 34,00 41,00
AA 33,00 27,00 37,00 35,00 34,00 42,00
PA+AA 38,00 26,00 42,00 34,00 29,00 36,00

Dados sdao expressos como mediana e percentil para 11 ratos em cada grupo. Nao foi

encontrada diferenca significante entre os grupos ( teste de Kruskal-Wallis).
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Tabela IV.3

Efeito da administracdo crénica pés natal de acido metilmalonico (MA), acido ascorbico (AA) e

acido metilmalonica + acido ascérbico (MA+AA) sobre o nimero de cruzamentos na tarefa do

campo aberto

1° sessdo 2° sessdo
Grupo Mediana Percentil 25 | Percentil 75 | Mediana Percentil 25 | Percentil 75
Controle 33,50 31,00 37,00 39,00 30,00 49,00
MA 35,00 33,00 39,00 38,50 35,00 41,00
AA 33,00 27,00 37,00 35,00 34,00 42,00
MA+AA 38,50 31,00 41,00 37,00 36,00 48,00

Dados sdo expressos como mediana e percentil para 11 ratos em cada grupo. Nao foi

encontrada diferenga significante entre os grupos

(teste de Kruskal-Wallis).
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Figura IV.1. Efeito da administragdo cronica pds natal de PA, AA e PA+AA sobre
o comportamento de ratos durante o treino (fase de aquisicdo), na tarefa do labirinto
aquatico de Morris. PA= 4cido propidnico; AA= acido ascorbico; PA+AA= 4cido
propidnico + acido ascoérbico. p<0.05, significativamente diferente dos controles (a), do

grupo AA (b), do grupo PA+AA (c). (ANOVA seguida do teste de Duncan ), n=11.
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Figura IV.2. Efeito da administracdo cronica pos natal de MA, AA e MA+AA

sobre o comportamento de ratos durante o treino (fase de aquisi¢do), na tarefa do

labirinto aquatico de Morris. MA= &cido metilmalonico; AA= 4cido ascorbico;

MA+AA= acido metilmalonico + dacido ascorbico. Nao foi encontrada diferenca

significativa entre os grupos (ANOVA), n=11.
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Figura IV.3. Teste da fase de aquisicdo. Tempo gasto no quadrante onde a
plataforma estava durante os treinos (expresso em percentagem do tempo total). PA=
acido propionico; AA= acido ascorbico; PA+AA= acido propionico + acido ascorbico.
Valores expressos como média = SEM . * p<0.05, significativamente diferente dos

demais grupos (ANOVA seguida de teste de Duncan), n=11.
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Figura IV.4. Teste da fase de aquisicdo. Tempo gasto no quadrante onde a
plataforma estava durante os treinos (como percentagem do tempo total). MA= 4cido
metilmalonico; AA= acido ascorbico; MA+AA= acido metilmaldnico +acido ascorbico.
Valores expressos como média = SEM . * p<0.05, significativamente diferente dos

demais grupos (ANOVA seguida do teste de Duncan), n=11.
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Figura IV.5. Efeito da administragdo cronica pds natal de PA, AA e PA+AA sobre
o comportamento de ratos durante o treino (fase reversa) na tarefa do labirinto aquatico
de Morris. PA= acido propionico; AA= acido ascorbico; PA+AA= acido propidnico +
acido ascorbico. Nao foi encontrada diferenca significativa entre os grupos (ANOVA),

n=11.
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Figura IV.6. Efeito da administracdo cronica pos natal de MA, AA e MA+AA
sobre o comportamento de ratos durante o treino (fase reversa) na tarefa do labirinto
aquatico de Morris. MA= 4acido metilmaldnico; AA= 4cido ascorbico; MA+AA= 4cido
metilmaldnico +acido ascorbico. Nao foi encontrada diferenca significativa entre os

grupos (ANOVA), n=11.
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Figura IV.7. Teste da fase reversa. Tempo gasto no quadrante onde a plataforma
estava durante os treinos (expresso como percentagem do tempo total). PA= 4cido
propionico; AA= acido ascorbico, PA+AA= acido propidnico + acido ascorbico.
Valores expressos como média + SEM . * p<0.05, significativamente diferente dos

demais grupos (ANOVA seguida de teste de Duncan), n=11.
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Figura IV.8. Teste da fase reversa. Tempo gasto no quadrante onde a plataforma
estava durante os treinos (expresso como percentagem do tempo total). MA= 4cido
metilmalonico; AA= acido ascorbico; MA+AA= acido metilmaldnico +acido ascorbico.
Valores expressos como média = SEM . * p<0.05, significativamente diferente dos

demais grupos (ANOVA seguida de teste de Duncan), n=11.
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Figura IV.9. Efeito da administracdo cronica pds natal de acido propionico (PA),

acido metilmalonico (MA), acido ascorbico (AA), acido propidnico + 4cido ascorbico

(PA+AA) e 4acido metilmalonica + acido ascorbico (MA+AA) sobre o potencial

antioxidante total (TRAP) em hipocampo de ratos. Os dados representam a média + SD,

para um n= 6 a 9 ratos por grupo, € estdo expressos em porcentagem do controle. *

p<0.05, significativamente diferente dos controles (ANOVA seguida do teste de

Duncan).
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Figura IV.10. Efeito da administrag@o cronica pos natal de acido propidnico (PA)

e acido metilmaldnico (MA) sobre a atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-

Px) em hipocampo de ratos. Os dados representam a média + SD e estdo expressos

como miliunidades de GSH-Px por miligrama de proteina. Nao houve diferenca

significativa em relagdo aos controles (ANOVA), n= 6.
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Figura IV.11. Efeito da administrag@o cronica pds natal de acido propionico (PA)

e acido metilmaldnico (MA) sobre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD)

em hipocampo de ratos. Os dados representam a média = SD e estdo expressos como

porcentagem de inibicdo da formagdo da cor. Nao houve diferenca significativa em

relagdo aos controles (ANOVA), n=6.
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Figura IV.12. Efeito da administrag@o cronica pds natal de acido propionico (PA)

e acido metilmalonico (MA) sobre a atividade da enzima catalase em hipocampo de

ratos. Os dados representam a média £ SD e estdo expressos em unidades de catalase

por miligrama de proteina. Nao houve diferenca significativa em relacao aos controles

(ANOVA), n=6.
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V DISCUSSAO

Pacientes afetados pelas acidemias propidnica e metilmalonica, mesmo sob
protocolos de tratamento restrito, apresentam graus varidveis de retardo
mental/psicomotor, sugerindo que o regime terapéutico disponivel atualmente ndo tem
sido plenamente satisfatério e que novas estratégias de tratamento devam ser
perseguidas. Portanto, considerando que os mecanismos da disfuncdo neurologica
nestas doencas sdo pouco conhecidos, acreditamos que a elucida¢do da fisiopatogenia
do dano cerebral nas acidemias propidnica e metilmalonica podera contribuir para
melhorar a estratégia de tratamento. Neste contexto, recentemente tem sido sugerido
que a produgdo de radicais livres causada pelo excesso de propionato e metilmalonato
pode estar relacionada com o dano neurologico caracteristico das acidemias propionica
e metilmalonica respectivamente (Nakao et alli., 1998; Fontella et alli., 2000; Fighera et
alli, 1999). Alternativamente, a redug¢do da producao energética causada pelo propionato
e pelo metilmalonato também pode estar relacionada com o dano neuroldgico
caracteristico destes pacientes (Dutra et alli, 1993; Wajner et alli, 1992; Brusque et alli.,
1997; Wyse et alli., 1998; Matsuishi et alli., 1991). Outra possibilidade ¢ a combinagdo
desses dois fatores, uma vez que um defeito na cadeia respiratoria, que tem como
conseqiiéncia a redu¢do na produgdo de energia, pode estimular a produ¢do de radicais
livres pelo bloqueio da transferéncia normal de elétrons através da cadeia. Esta ¢ a
hipdtese mais aceita para explicar o aumento do estresse oxidativo encontrado em
patologias neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e a doenga de Alzheimer
(Cassarino e Bennett, 1999).

No presente estudo, produzimos niveis elevados e persistentes de propionato (PA)

e metilmalonato (MA) no sangue € no cérebro de ratos em desenvolvimento (5° ao 28°
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dia de vida), similares aos encontradas em seres humanos portadores das acidemias
propidnica e metilmalonica, respectivamente. Para tal utilizamos os modelos
previamente descritos de acidemias quimicamente induzidas e desenvolvidas em nosso
laboratdrio (Brusque et alli., 1999; Dutra et alli, 1991). Os acidos foram administrados
durante um periodo de répida proliferagao celular e sinaptogénese em varias estruturas
cerebrais envolvidas com aprendizado e memoria em ratos (Dutra et alli.,1993; Winick
and Noble, 1965; Roisen et alli., 1981; Dreyfus et alli., 1984.

Apoés os tratamentos, foi permitido aos animais que se recuperassem, ¢ 30 dias
mais tarde sua memoria espacial e a atividade motora foram testadas no labirinto
aquatico de Morris e no campo aberto, respectivamente. Os ensaios bioquimicos foram
realizados dezoito horas apds o tratamento. Os animais foram sacrificados para a
avaliacdo do potencial antioxidante total (TRAP) e atividade das enzimas catalase,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase em seus hipocampos.

Observamos inicialmente que a administragdo cronica de PA ou MA nio alterou o
peso corporal dos animais, indicando que esses metabdlitos ndo causam desnutri¢do nos
ratos. Esta informagdo ¢ importante, uma vez que animais desnutridos poderiam reagir
de forma diferente as tarefas comportamentais ou apresentar alteragdes em suas defesas
antioxidantes. Uma vez que ndo houve nenhuma diferenga entre os grupos, esta variavel
indesejavel em estudos comportamentais e bioquimicos pode ser excluida da analise das
alteragdes encontradas no nosso trabalho.

Em relagdo as tarefas cognitivas, os animais tratados com PA apresentaram um
atraso na aquisicdo da tarefa do labirinto aquatico de Morris. Para encontrar a
plataforma, este grupo de animais necessitou de mais tempo de treino do que os demais
grupos de animais, incluindo os grupos tratados com ascorbato e ascorbato com

propionato. Estes resultados indicam que a administracdo cronica de PA causa um
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déficit no aprendizado espacial (Block et alli., 1995). Os animais tratados com
metilmalonato apresentaram a mesma velocidade de aquisi¢do da tarefa que os demais
grupos, indicando que o tratamento com metilmalonato ndo afetou o aprendizado
espacial dos animais na tarefa do labirinto aquatico de Morris, medido durante a fase de
aquisicgao.

Também verificamos que os ratos que receberam administracdo cronica de PA
permaneceram menos tempo (28% do tempo total da sessdo) no quadrante alvo durante
o teste da fase de aquisi¢dao, quando comparado aos demais grupos, que permaneceram
de 43 a 49 % do tempo total da sessdo no quadrante alvo. Este fato revela um déficit na
memoria do grupo tratado com PA. E importante salientar que o déficit de aprendizado
e memoria apresentado pelo grupo tratado com PA foi prevenido pela co-administragao
de acido ascérbico, um seqiiestrador de radicais livres. Portanto a habilidade do
antioxidante em prevenir o déficit cognitivo demonstrado neste estudo sugere uma
associa¢do entre radicais livres/ estresse oxidativo e déficit cognitivo na acidemia
propidnica.

Nossos resultados também mostraram que os animais tratados com PA
apresentaram desempenho similar aos demais grupos no treino reverso, revelado pela
laténcia semelhante e a presenca da mesma aquisicao da tarefa para todos os grupos
estudados. Este resultado indica que todos os grupos de animais aprenderam uma
estratégia para a realizacdo da tarefa, porém ndo temos dados para afirmar se a
estratégia foi a mesma para todos os grupos. Entretanto, os ratos que receberam PA
permaneceram menos tempo no quadrante alvo durante o teste da fase reversa,
indicando um déficit de memoria. Estes resultados também podem ser um indicio de
que a estratégia utilizada pelos animais tratados com PA para encontrar a plataforma

ndo ¢ tdo eficaz quanto a utilizada pelos demais grupos. Novamente, o grupo tratado
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com PA+AA apresentou desempenho semelhante ao do grupo controle, indicando que a
co-administragdo de ascorbato também preveniu este déficit cognitivo.

Em relagao ao MA, durante a fase de aquisicao, os animais apresentaram o mesmo
desempenho dos demais grupos (controle, ascorbato e metilmalonato com ascorbato)
tanto nos treinos quanto no teste. Durante o treino da fase reversa, novamente os
animais tratados com MA apresentaram desempenho semelhante aos controles,
indicando que estes animais realmente aprenderam uma estratégia para encontrar a
plataforma submersa. Porém, no teste da fase reversa, estes animais apresentaram uma
menor permanéncia no quadrante alvo, cerca de 25% do tempo total do teste, enquanto
que os demais grupos (controle, ascorbato e metilmalonato com ascorbato)
permaneceram cerca de 40 % do tempo total do teste no quadrante alvo. Este resultado
podem indicar que os animais apresentaram déficit de memoria.

Os déficits de navegagdo espacial, avaliados na tarefa do labirinto aquatico de
Morris, e apresentados pelos animais tratados com PA e menos intensamente pelos
animais tratados com MA nao podem ser atribuidos a diminui¢do da atividade motora
pois ndo houve diferenca entre os grupos no numero de cruzamentos no campo aberto
(parametro de atividade motora).

Eichenbaum e colaboradores (1990) demonstraram que animais com lesdes no
fornix ndo apresentaram déficit para localizar a plataforma no labirinto aquatico de
Morris quando eles foram largados da mesma posi¢do durante os treinos. Entretanto
quando a posi¢ao de largada variou aleatoriamente, como em nossos experimentos, o
déficit de localizag¢ao apareceu. Estes achados sugerem que animais lesionados adotam
estratégia de localizagdo simples, que resultam em sucesso em algumas situagdes, ao
invés de adotar um mapa espacial alocéntrico, com o qual os animais se localizariam,

nao importando onde fossem colocados na piscina. A adocdo de uma estratégia
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inapropriada para relacionar objetos no espago pode ser responsavel por uma maior
laténcia para encontrar a plataforma ou até mesmo explicar porque o grupo tratado com
MA apresentou um bom desempenho na fase de aquisicdo € um mau desempenho no
teste da fase reversa. Porém mais investigagcdes serdo necessarias para determinar se os
animais tratados com PA ou MA adotaram estratégias diferentes dos outros grupos, ou
se simplesmente houve falha na constru¢ao de seu mapa espacial alocéntrico.

Estes resultados indicam claramente que a administragdo cronica de PA durante
uma fase de rapido desenvolvimento do SNC dos ratos provoca alteragdes
comportamentais de longo prazo no que se refere a aprendizado e memoria espacial
evidenciado na tarefa do labirinto aquatico de Morris. Este achado estd de acordo com
estudos prévios de nosso laboratorio que demonstraram que altos niveis de PA
aplicados durante a fase de rapido desenvolvimento do cérebro provocam déficits de
longo prazo no aprendizado e memoria nas tarefas do campo aberto e esquiva inibitdria
(Brusque et alli., 1999).

Observamos também que a administracdo de acido ascorbico per se ndo afetou
significativamente qualquer parametro comportamental analisado, e este dado esta de
acordo com a literatura mostrando que nao ha qualquer melhora na fungdo cognitiva em
animais ou seres humanos jovens e saudaveis sob tratamento de antioxidantes (Perrig et
alli, 1997). Entretanto foi demonstrado que o tratamento com antioxidantes melhorou a
funcdo cognitiva de ratos velhos testados no labirinto aquatico de Morris. Os ratos
velhos tratados com antioxidantes durante 2 meses apresentaram uma melhor aquisi¢ao
(desempenho durante o treino) e memodria (desempenho durante o teste), quando
comparados aos animais que receberam somente veiculo (Socci et alli., 1995). Um
estudo realizado com seres humanos demonstrou resultados similares de melhora da

funcdo cognitiva resultante de administracdo a longo prazo de uma mistura de
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antioxidantes contendo ascorbato, vitamina B-6, a-tocoferol, zinco e selénio a pacientes
geriatricos com deméncia (Clausen et alli., 1989). Portanto, parece que tratamento com
antioxidantes a longo prazo pode melhorar a performance cognitiva em tarefas onde o
déficit cognitivo ¢ associado ao envelhecimento no qual héd acelerada perda neuronal.
Isto ¢ interessante tendo em vista que estudos recentes demonstraram que o aumento da
geracdo de radicais livres € responsavel por alguns dos efeitos deletérios do
envelhecimento (Halliwell, 1992; Harman, 1992; Strong et alli., 1993; Matés et alli.,
1999). Além disso, ha fortes evidéncias de que os radicais livres podem estar envolvidos
em varias enfermidades onde ha morte neuronal e déficit cognitivo acelerado, como na
doenca de Parkinson, na doenca de Huntington e na doenca de Alzheimer (Halliwell e
Gutteridge, 1999). Tendo em vista estas observagdes, os resultados presentes podem
sugerir uma relagdo entre o déficit cognitivo de longo prazo provocado pelo PA e MA e
um aumento no estresse oxidativo no cérebro.

Além disso, no presente trabalho também encontramos uma diminui¢do no
potencial antioxidante total (TRAP) no hipocampo dos animais submetidos aos
tratamentos cronicos com PA e MA. Tendo em vista que o hipocampo ¢ uma estrutura
fundamental para a localizagdo espacial (Olton e Markowska, 1994; Save e Poucet,
2000) e que danos causados a esta estrutura costumam resultar em déficit de
aprendizado e memoria espacial (Netto et alli, 1993), ¢ possivel propor que os
metabolitos PA e MA provocaram danos ao SNC provavelmente por estresse oxidativo,
que poderiam explicar a deficiente performance dos animais encontrada nas tarefas
comportamentais em nosso trabalho.

O TRAP resulta da relacdo entre as quantidades de antioxidantes (enzimaticos e
ndo enzimaticos) presentes no tecido e a producdo de radicais livres, que consomem

estes antioxidantes. Uma diminuicdo do TRAP pode ser explicada por um aumento da
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producdo de radicais livres, depletando a reserva de antioxidantes e/ou por uma
diminui¢do da atividade de enzimas, sintese e/ou transporte de antioxidantes para o
tecido. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos destacamos o acido ascorbico, o o.-
tocoferol e a glutationa, e entre os enzimaticos podemos citar a catalase, a superdxido
dismutase e a glutationa peroxidase.

Com o intuito de verificarmos se a diminui¢gdo do TRAP foi devida a deplegdo de
um sistema antioxidante enzimdtico, medimos a atividade das enzimas glutationa
peroxidase, catalase e superoxido dismutase. Nao encontramos alteracdo na atividade de
nenhuma destas enzimas em nenhum dos grupos testados, indicando que os tratamentos
administrados ndo interferiram na atividade de das enzimas antioxidantes testadas.

Além das enzimas antioxidantes estudadas, o cérebro contém outros sistemas
antioxidantes, como a vitamina C a glutationa e a vitamina E. Nenhum destes sistemas
foi analisado no presente trabalho. Por outro lado acreditamos que a diminui¢do no
TRAP dos animais tratados com PA e MA ndo possa ser atribuida a deplecdo de acido
ascorbico, uma vitamina hidrossoliivel de meia vida muito curta no organismo. Os
animais foram sacrificados 18 horas apos a ultima injecdo, sendo este tempo suficiente
para que os niveis de 4cido ascorbico no cérebro dos animais tratados com PA ou MA ja
tivessem retornado a normalidade. Além disso também ndo encontramos aumento no
TRAP dos animais tratados com altas doses de ascorbato (100 mg/ Kg dia), o que
reforca a idéia de que no momento que sacrificamos os animais os niveis de ascorbato
em todos os grupos ja estavam normais.

Por outro lado, Moyano e colaboradores (1997) demostraram uma diminui¢do de
a-tocoferol em hemadcias de pacientes com defeitos mitocondriais, incluindo a acidemia
propidnica. Portanto, a deplecdo de vitamina E por um aumento da concentracdo de

radicais livres no tecido induzida pela administragdo cronica de PA poderia explicar a
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diminui¢cdo no TRAP encontrada em nosso estudo. Além da vitamina E a concentracao
de glutationa poderia também ter sido afetada. Portanto a determinacdao dos niveis
destes antioxidantes seria util para uma melhor avaliagdo dos resultados encontrados.
Ao associarmos o déficit de aprendizado e memoria na tarefa do labirinto aquatico
de Morris, com os dados bioquimicos (diminui¢do do TRAP em hipocampo) e com a
prevencao das alteragdes comportamentais causada pela administracdo simultanea de
acido ascorbico, podemos sugerir que a administragdo cronica de PA ¢ MA aumenta a
produgdo de radicais livres, ou pelo menos gera um desequilibrio entre a produgdo de
radicais livres ¢ a quantidade de defesas antioxidantes no hipocampo de ratos, deixando
esta estrutura mais suscetivel ao estresse oxidativo. Um aumento no estresse oxidativo
no hipocampo poderia acarretar em dano tecidual nesta estrutura, o que poderia
explicar, pelo menos em parte, o déficit cognitivo encontrado nos ratos submetidos aos
modelos cronicos de acidemia propidnica e metilmalonica. Se as alteragdes observadas
neste trabalho também ocorrem nos pacientes com estas doengas, entdo € possivel que o
estresse oxidativo esteja envolvido com os danos neuroldgicos observados nos pacientes
com estas acidemias. Considerando que o tratamento com vitamina C ¢ seguro para ser
utilizado a longo prazo (Diplock, 1995), e tendo em vista nossos resultados, estudos
terapéuticos com este antioxidante poderiam ser realizados para avaliar se esta vitamina
pode ser utilizada como tratamento coadjuvante destas doencas. Além disso, estudos
complementares para verificar se a suplementagdo com o- tocoferol reverte os efeitos
sobre a cogni¢do provocados pelo propionato ou metilmalonato seriam interessantes
para que os resultados do presente estudo indicando efeito protetor de antioxidantes
possam ser confirmados. Caso isso se confirme, um tratamento com vitamina C e/ ou E

podera futuramente ser utilizado, juntamente com o tratamento j& existente, como
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terapia complementar para as acidemias propionica e metilmalonica, melhorando a

qualidade de vida dos pacientes acometidos por estas doengas.
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Vi

CONCLUSOES

1.

A administragdo cronica de propionato (PA), metilmalonato (MA) e acido
ascorbico (AA) do 5° ao 28 ° dia de vida ndo afetou o peso corporal dos
animais.

Os ratos tratados cronicamente com PA apresentaram um déficit de
aprendizado da tarefa no labirinto aquatico de Morris, durante a fase de
aquisicao.

Os ratos tratados cronicamente com PA apresentaram um déficit de memoria
durante a fase de aquisi¢do e a fase reversa na tarefa do labirinto aquatico de
Morris.

O déficit de aprendizado e memoria apresentado pelos animais tratados
cronicamente com PA foi prevenido pela co-administracdo de AA.

Os ratos tratados cronicamente com MA apresentaram um déficit de memoria
na fase reversa da tarefa do labirinto aquatico de Morris.

A co-administragdo de 4acido ascoérbico preveniu o déficit de memoria
provocado pelo tratamento cronico com MA.

A administragdo cronica de PA causou uma diminuicdo do potencial
antioxidante total (TRAP) no hipocampo dos animais, indicando que houve
deplecdo das defesas antioxidantes nesta estrutura cerebral.

A administragdo cronica de MA causou uma diminui¢do do TRAP no
hipocampo dos animais, indicando que houve deplecao de antioxidantes nesta
estrutura.

A co-administracdo de AA com PA ou MA preveniu a diminui¢do do TRAP

provocada por estes metabdlitos no hipocampo dos animais.
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10. Os resultados acima indicam que o déficit cognitivo provocado pela
administra¢ao cronica de PA e MA na tarefa do labirinto aquatico de Morris

pode estar associado a um aumento de estresse oxidativo no hipocampo.
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