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LISTA DE ABREVIATURAS
ADP Adenosina difosfato
AK Adenilatoquinase
AMP Adenosina monofosfato
ATP Adenosina trifosfato
BHE Barreira hematoencefélica
CK Creatinaquinase
CAT Catalase
DCF 2’, 7’ diclorofluoresceina
DCFH-DA 2’7’ diclorofluoresceina diacetato
DNPH Dinitrofenilhidrazina
DTNB Acido ditionitrobenzéico
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
ER Espécies reativas
ERO Espécies Reativas de Oxigénio
ERON Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio
FADH; Flavina-adenina dinucleotideo forma reduzida
G6PD Glicose-6-fosfato desidrogenase
GSH Glutationa reduzida
HK Hexoquinase
LDH Lactato desidrogenase

MPA Acido metafosforico



NAD+ Nicotinamida Adenina Dinucleotideo forma oxidada
NADH Nicotinamida Adenina Dinucleotideo forma reduzida
NADP* Nitotinamida adenina dinucleotideo fosfato forma oxidada

0% Anion superéxido
OHe Radical hidroxila

OPT O-phtaldehyde

PEP Fosfoenolpiruvato

PBS Tampao Fosfato-Salina

PGDH 3-Fosfoglicerato desidrogenase

PSAT Fosfoidroxipiruvato aminotransferase

PSPH Fosfoserinafosfatase

RPM Rota¢do por minuto

SNC Sistema Nervoso Central

SOD Superoéxido dismutase

TBA-RS Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico

TNB Acido Tionitrobenzoéico



RESUMO

A deficiéncia da enzima 3-fosfoglicerato desidrogenase (PGDH) é um erro inato
do metabolismo, que tem como principal manifestacdo bioguimica a baixa
concentracdo de L-serina no plasma e fluido cerebroespinhal, resultando no
desequilibrio deste aminoacido que é um importante precursor de uma série de outros
compostos como D-serina, glicina, cisteina, esfingomielina, serinafosfolipideos e
cerebrosideos. Individuos com essa desordem metabdlica caracterizam-se por
nascerem com microcefalia ou a desenvolverem rapidamente durante as trés
primeiras semanas p0s-nascimento, com subsequente retardo psicomotor, retardo no
crescimento, e aparecimento de convulsdes no primeiro ano de vida. O tratamento
baseia-se na administracdo de altas doses de L-serina. Portanto, em virtude do
escasso conhecimento sobre os efeitos colaterais que doses excessivas de
determinados aminoacidos podem causar ao organismo, entre eles a L-serina, no
presente trabalho foram investigados os efeitos da administracdo de L-serina em
cortex cerebral de ratos Wistar jovens sobre alguns parametros de estresse oxidativo
e metabolismo energético. Em relacdo aos pardmetros de estresse oxidativo
avaliados, houve aumento na oxidacao do conteudo de 2’, 7’ diclorofluoresceina , na
atividade da superoxido dismutase (SOD), na atividade da catalase (CAT), na
presenca de substdncias reativas de &cido tiobarbitrico (TBARS), na glutationa
(GSH) e no contetdo total de sulfidrilas. Em relagdo as enzimas do metabolismo
energético houve aumento significativo da atividade das enzimas adenilatogquinase
(AK), creatinaquinase (CK) mitocondrial e citosolica, sem alteracdo da atividade da
piruvatoquinas (PK). Portanto, estes resultados sugerem que a administragdo de L-

serina deve ser realizada com cautela.



| - Introducéo

I.1-L-Serina

L-serina é classificada como um aminoacido n&o-essencial contendo em sua
cadeia lateral um grupo hidroximetil (HOCH,-). Esse aminoacido pode ser derivado
de inumeras fontes como: do 3-fosfoglicerato, um intermediério da via glicolitica; da
glicina, através da reacdo reversivel catalisada pela serina hidroximetiltransferase; e
também através da degradacdo de proteinas e lipideos (Koning 2006). A L-serina é
fundamental para a sintese de proteinas, além de servir como precursora de uma série
de outros compostos como glicina, D-serina, cisteina, esfingomielina,
serinafosfolipideos e cerebrosideos (Jaeken et al. 1996).

Durante as diferentes fases do desenvolvimento humano é muito provavel que a
fonte predominante de L-serina varie em diferentes tecidos, sendo o 3-fosfoglicerato,
a principal fonte de L-serina no cérebro através de trés sucessivas reagdes (figura 1)
(Hirabayashi e Furuya 2008) na primeira, ocorre a oxidagdo da 3-fosfoglicerato pela
3-fosfoglicerato desidrogenase - PGDH (EC 1.1.1.95) que utiliza NAD" para entéo
formar 3-fosfohidroxipiruvato; na segunda, 3-fosfohidroxipiruvato é convertido a
fosfoserina através da reacdo de transaminacdo catalisada pela 3-
fosfohidroxipiruvato aminotransferase - PSAT (EC 2.6.1.52) utilizando glutamato
como doador de nitrogénio; na terceira, a 3-fosfoserina fosfatase - PSPH (EC 3.1.3.3)
desfosforila a fosfoserina produzindo L-serina (Hirabayashi e Furuya 2008).
Contudo, a expressao dessas enzimas varia conforme o tipo de célula, 0 mMRNA da
PGDH ¢é expresso em grande quantidade nas celulas da glia e pouco detectado em
neurdnios (Furuya et al. 2000; Yamasaki et al. 2001), jA o0 mRNA das outras duas
enzimas PSAT e PSPH que também participam do processo sdo expressos em ambos
os tipos de células (Shimizu et al. 2004). Estudos (Tabatabaie et al. 2010;
Hirabayashi e Furuya 2008; Yamasaki et al. 2001) também demonstram que a
expressao de tais enzimas € alterada ao longo do desenvolvimento do SNC, ou seja,
durante o desenvolvimento fetal a enzima PGDH esta fortemente expressa em
neurdnios enquanto que no cérebro ja desenvolvido (maduro), a L-serina é
predominantemente sintetizada pelas células da glia que liberam uma grande
quantidade de L-serina para suprir também as necessidades dos neurénios na sintese
de esfingolipideos. Tais dados reforcam a relacdo de L-serina com o
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desenvolvimento e funcionamento do Sistema Nervoso Central — SNC, devido a
sintese de fosfolipideos e esfingolipideos estar intimamente vinculada a presenca de
L-serina (Tabatabaie et al. 2010; Koning et al. 2006).
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Figura 1: Interacdo metabdlica entre neur6nio e glia. Neurdnios ndo podem
sintetizar L-serina. L-serina exdgena estimula a sintese de esfingolipideos e
fosfolipideos (PS/PE) em neur6nios. Retirado de “Roles of L-serine and sphingolipid
synthesis in brain development and neuronal survival”. (Hirabayashi e Furuya 2008)

Entretanto, hd casos na literatura que reportam a deficiéncia da enzima da
primeira etapa da sintese de L-serina, a PGDH. Tal deficiéncia é considerada um erro
inato do metabolismo devido a deficiéncia total ou parcial da enzima, gerando um
desequilibrio na biossintese de L-serina afetando principalmente o SNC (Jaeken et al.
1996; Koning 2006), esta desordem é caracterizada pela baixa concentragdo de L-
serina e em menor grau de glicina, no plasma e no fluido cerebroespinhal (CSF)
(Tabatabaie et al. 2010; Koning et al. 2006). Analises revelaram baixas
concentracdes em jejum de L-serina e glicina tanto no plasma (29-55 umol/l e 77-97
pumol/l), quanto no CSF (6 umol/l e 2,8 umol/l), valores de referéncia estdo descritos
na tabela 1. (Jaeken et al. 1996).
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Tabela 1. Valores de Referéncia.

Plasma FIUidO.
Cerebroespinhal
L-Serina (pmol/L) 70-187 35-80
Glicina (pmol/L) 80-341 3,6-9,0

Dados retirados: “3-Phosphoglycerate dehydrogenase
deficiency: an inborn error of serine biosynthesis.”
(Jaeken et al. 1996).

Individuos diagnosticados com essa rara deficiéncia nascem com microcefalia ou
a desenvolvem rapidamente durante as trés primeiras semanas, com subsequente
retardo psicomotor, retardo no crescimento, e aparecimento de convulsdes no
primeiro ano de vida (Sugishita et al. 2001, Koning e Klomp 2004). O tratamento
pos-natal baseia-se na administracdo de doses de L-serina, as vezes combinada com
glicina se necessario, levando a reducdo significativa da freqiiéncia das convulsoes,
contudo, apds um tempo de tratamento, percebe-se que nem todos aqueles pacientes
que foram submetidos permaneceram livres das convulsdes e dos outros sintomas
neuroldgicos, nem mesmo apos reajustes das doses (Koning 2006).

Conforme Koning e colaboradores (1998) sdo necessarias elevadas doses de L-
serina e glicina para que ocorra o transporte de uma quantidade significativa de
ambos os aminoéacidos através da barreira hematoencefalica - BHE, isso devido a alta
competitividade com outros aminoacidos que utilizam o mesmo transportador da L-
serina (Hausler et al. 2001).

Entdo, com essa necessidade de administrar altas doses de aminodcidos
individuais para finalidade terapéutica, surgiu o interesse em garantir uma ingestao
segura de quaisquer aminoacidos, pois até 0 momento pouco se sabe sobre 0s seus
efeitos na administracdo a longo ou curto prazo de doses excessivas de determinados

aminoacidos, como L-serina. (Kaneko et al. 2009).

1.2 - Estresse Oxidativo

Estresse oxidativo ocorre quando a taxa de producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (ERON) os chamados
oxidantes, ultrapassa a taxa de remocdo pelos mecanismos de defesa celular,
conhecidos como antioxidantes (Marks et al. 2007). Em situagdes normais, a

producdo de ERO e ERON é balanceada pelos sistemas de defesas antioxidantes
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celular, havendo um desequilibrio nesse balango que favoreca as espécies reativas
havera como consequéncia dano celular, que pode atingir lipideos, carboidratos,
proteinas e 0 DNA entre outros componentes (Sies 1997). Ainda, segundo Halliwell
e Gutteridge (2007) “o estresse oxidativo pode ser atribuido a uma producgédo
aumentada das espécies reativas (ER) e/ou de uma diminui¢do dos antioxidantes
favorecendo o acimulo das ERO/RNOS e conseqlientemente os danos celulares.”

O oxigénio é uma molécula essencial no metabolismo aerdbico devido a sua
participacdo nas reacdes de oxidagdo das rotas de geracdo de adenosina-trifosfato
(ATP), detoxificacdo e sintese; mas ao mesmo tempo pode ser toxico, ao aceitar
através de inUmeros processos enzimaticos ou ndo-enzimaticos, um unico elétron
formando radicais de oxigénio altamente reativos, chamados de ERO que danificam
importantes componentes celulares. Alem dos radicais de oxigénio, existe também o
radical livre oxido nitrico (NO) que quando combinado com O, ou com superoxido
forma as ERON (Marks et al. 2007). As principais ERO distribuem-se em dois
grupos, os radicalares: hidroxila (OHe), superéxido (O,+—), peroxila (ROQe) e
alcoxila (ROe); e os ndo-radicalares: oxigénio, peréxido de hidrogénio (H,O;) e
acido hipocloroso. Ja dentre as ERON se destacam o 6xido nitrico (NOe), Oxido
nitroso (N,O3), é&cido nitroso (HNO,), nitritos (NO,-), nitratos (NO3-) e
peroxinitritos (ONOO-) (Barreiros e David 2006).

/ P . W \
(o * O"\JH202> GSSG

. ¥ MpSOD GRd

b — \ l’ H.0
GSH hh
i Cu,Zn-SOD ( CA z

oxidases ..
Oz—f 02 > H202 —

P 4 Spontaneous
xar?fhfne ﬁ naDP® Oy’ dismutation O3 f Fe?' oH
- oxidase . .
O3 NADPH oxidases Cu
oxidase Fo* T OH'
/" “NADPH TN
i

Figure 2: Formacdo de espécies reativas de oxigénio e as suas respectivas defesas
antioxidantes. Oy, radical superdxido; H,O,, perdxido de hidrogénio; OH', radical
hidroxil; METC, cadeia de transferéncia de elétrons mitocondrial; GSH, glutationa;
GSSG, glutationa oxidada; Cu, Zn-SOD, Cu,Zn-superoxido dismutase; Mn-SOD,
Mn-superéxido dismutase; GPx, glutationa peroxidase; GRd, glutationa redutase;
CAT, catalase; ER, reticulo endoplasmatico. Retirado de “The role of oxidative
damage in the neuropathology of organic acidurias: Insights from animal studies.”
(Wajner et al. 2004)
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O excesso de tais ER no organismo é combatido por antioxidantes produzidos
pelo corpo ou absorvidos da dieta. ““Antioxidante é considerado qualquer substéncia
que, quando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel,
regenera o substrato ou previne significativamente a oxida¢do do mesmo” conforme
Halliwell (2000). Os antioxidantes enddgenos agem enzimaticamente, a exemplo da
GPx, CAT e SOD ou, ndo-enzimaticamente a exemplo de GSH, peptideos de
histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), &cido diidrolipoico e
CoQH. Além desses antioxidantes, o organismo também utiliza aqueles provenientes
da dieta, como o a-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno (pro-vitamina-A), acido
ascorbico (vitamina-C), e compostos fenolicos onde se destacam os flavondides e
poliflavondides (Barreiros e David 2006).

Todos os organismos aerobios estdo suceptiveis aos danos oxidativos, sendo estes
danos muitas vezes 0s responsaveis por uma variedade de doencas, incluindo
algumas que afetam o SNC, que € o mais sensivel em comparacdo aos outros
sistemas, devido ao alto consumo de oxigénio pelo cérebro humano (Halliwell e
Gutteridge 2007; Behl e Moosmann 2002), a grande quantidade de lipideos
insaturados na sua composicgéo, deficiéncia em mecanismos de protecdo contra as ER
e concentragdes elevadas de ferro que favorecem a reacdo de Fenton em
determinadas areas do cérebro (Reznick e Packer 1993). Essa reacdo de Fenton assim
como a reacdo de Haber-Weiss tem a capacidade de gerar o radical OHe atraves de
reagdes ndo-enzimaticas que utilizam o H,O,. Na reacdo de Haber-Weiss o H,0;
pode reagir com O,+— formando radical OHe, j& na reacdo de Fenton o H,O, reage

com Fe** para formar o radical OHe (Marks et al. 2007).

1.3 - Metabolismo Energético

Para manter a atividade celular é necessario um grande aporte de energia. Essa
demanda energética é fornecida pela répida geracdo de ATP (tanto na mitocondria,
como no citosol), que é uma molécula de alta energia, através de processos
metabolicos como a via glicolitica, ciclo do acido citrico e fosforilagdo oxidativa
(Noma 2005). A energia armazenada nas ligacdes de ATP pode ser prontamente
utilizada, convertendo ATP em ADP mais um fosfato inorganico ou ao AMP e dois
fosfatos inorganicos. Nas células as concentracdes de ATP, ADP e AMP sdo
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respectivamente 5, 1 e 0,1 mM. Qualquer alteracdo nessas concentragbes pode
modificar a atividade de enzimas fundamentais em rotas biossintéticas e oxidativas,
que percebem mudancas no metabolismo energético celular. (Noma 2005;
Figueiredo 2008).

A simples difusdo dos nucleotideos de adenina ndo € suficiente para manter a
homeostase energética. O fluxo de energia na célula é entdo mantido principalmente
pelo mecanismo conhecido como rede de transferéncia de fosfato, do qual fazem
parte as enzimas adenilatoquinase (AK), creatinaquinase (CK) e enzimas glicoliticas

como a piruvatoquinase (PK) (Noma 2005; Dzeja et al. 1996; Figueiredo 2008).

1.3.1 - Creatinaquinase (CK)
A creatinaquinase (EC-2.7.3.2) é uma importante enzima do metabolismo
energetico celular que realiza a transferéncia reversivel de um grupo fosforil da

molécula de ATP para a creatina (Furter et al. 1993).

L

NHy N—H
+ 3
ATP + IJ|J=]'J'I-[2 ——— +=N'Hg + ADP
CHQ—IF Creatinaguinase GI'IS_ITI
CH; CH,
boo boo
Creatina Fosforreatina

Figura 3: Reacdo reversivel da creatinaquinase (CK). Fonte: Nelson et al. 2011.

A CK existe em diferentes isoformas que séo codificadas por genes individuais.
A expressdo dessas isoformas € regulada de maneira temporal e especifica para cada
tecido, sendo que a localizacdo subcelular é também especifica para cada isoforma
(Wallimann et al. 1992; Furter et al. 1993).

H& quatro principais isoenzimas da CK cujos nomes sdo dados em fungdo dos
tecidos em que foram historicamente isoladas, duas das quais sdo encontradas no
citosol, a CK muscular (CK-MM) e a CK cerebral (CK-BB), ambas existindo como
homodimeros sob condi¢des fisiologicas, podendo se apresentar como um
heterodimero CK-MB no coracdo. E as outras duas localizadas na mitoc6ndria, na
forma ubiqua (CK-Miu) e a sarcomérica (CK-Mis), as quais sdo expressas
predominantemente no cérebro e no masculo estriado, respectivamente (Walliman et
al. 1992).
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As isoenzimas da CK citosédlica (CK MM-, MB- e BB-) sdo sempre co-
expressadas em tecido especifico junto com a isoforma mitocondrial. A interacdo
entre essas tais isoformas é de vital importancia na homeostasia energética celular
(Silva et al. 2003).

1.3.2 - Adenilatoquinase (AK)

A adenilatoguinase (EC 2.7.4.3) inicialmente conhecida como mioquinase, por
ser encontrada com mais facilidade e maior concentracdo em células musculares
(Figueiredo 2008), é uma fosfotransferase com uma Unica cadeia polipeptidica de
aproximadamente 200 amino&cidos que catalisa a interconversdo de nucleotideos
adenina, e desempenha um papel importante na homeostase da energia celular (Dzeja
et al. 1999). Durante os periodos de intensa utilizacdo de ATP, a célula diminui a
concentracdo de ADP para repor os niveis de ATP atraves da reacdo reversivel da
enzima adenilatoquinase (figura 4) (Nelson et al. 2011), que tem habilidade de
regenerar ATP a partir de 2 ADP, potencializando o papel energético do ATP. A AK
também pode gerar sinais metabolicos para a célula, como o AMP, ativando rotas
dependentes de AMP (Dzeja et al. 2002).

Mg
ZADP

ATP + AMP

Figura 4: Reacdo reversivel da adenilatoquinase. Fonte: Nelson et al. 2011.

Até o momento foram identificadas seis isoenzimas (AK1 a AKG6) sendo elas
compartimentalizadas e distribuidas em tecidos diferentes. AK1 e AK5 séo proteinas
do citoplasma, AK1 é encontrada nos processos neuronais, cauda de espermatozoides
e em altas concentragdes no citoesqueleto das células cardiacas. AK5 € expressa
exclusivamente em uma area limitada do cérebro. AK2, AK3 e AK4 séo proteinas
mitocondriais, AK2 € expressa no espaco intermembrana, enquanto AK3 e AK4
estdo localizadas na matriz mitocondrial. AK3 é encontrada em todas as células
exceto nos glébulos vermelhos e devido a sua localizacdo onde h& a formacéo de
GTP no ciclo do acido citrico esta isoenzima utiliza GTP para formagdo de GDP ou
ADP. AK4 ¢ expressa principalmente nos rins, no cérebro, coracéo e figado. AK6 ¢ a
unica encontrada no ndcleo celular (Noma 2005).
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1.3.3 - Piruvatoquinase (PK)

A enzima piruvatoquinase (EC 2.7.1.40) faz parte da Gltima etapa da via
glicolitica, catalisando a transferéncia irreversivel de um grupo fosforil do
fosfoenolpiruvato (PEP) para ADP utilizando K* e Mg®* ou Mn?* para realizar a

reacdo que tem como produto final piruvato e ATP (figura 5) (Nelson et al. 2011).
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Figura 5: Reacdo catalisada pela piruvatoquinase. Fonte: Nelson et al. 2011.

A via glicolitica é um sistema fundamental para 0 metabolismo energético nos
organismos, por este motivo as enzimas glicoliticas estdo presentes em todas as
células ou tecidos dos mamiferos (Heyduk et al. 1992). Entretanto, cada tipo de
tecido utiliza essas enzimas de uma maneira especifica para seu metabolismo
(Friesen et al. 1998). Até o momento, sdo conhecidas quatro isoformas diferentes da
PK, denominadas como L (no figado), M1 (no cérebro e masculo), M2 (nos rins) e R
(nos eritrdcitos) (Cheng et al. 1996), estas isoformas diferem em propriedades
quimica, fisica, cinética, eletrosférica, imunoldgica e na sua distribuicdo nos tecidos
(Hall e Cottam 1978).

A manutencdo do fluxo de energia e de nutrientes para dentro da celula é
essencial para a homeostasia e o funcionamento celular. Nesse contexto a PK de
mamiferos desempenha um papel fundamental nas células eucarioticas (Consler et al.

1992), juntamente com as enzimas AK e CK.
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1.4 - Objetivos

Considerando que a L-serina atravesse a BHE, penetrando no cérebro onde
exerce varios efeitos metabolicos, e onde sua administracdo pode ser acompanhada
de efeitos colaterais desconhecidos, o principal objetivo do presente estudo foi
investigar o efeito da administracdo de L-serina sobre alguns parametros de estresse
oxidativo e metabolismo energético de ratos Wistar jovens.

Para avaliar a presenca de estresse oxidativo 0s seguintes parametros foram
investigados: Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico — TBARS, Determinacao
do conteudo total de tidis, Conteido de Glutationa reduzida — GSH, Conteudo de 2’,
7° diclorofluoresceina e defesas antioxidantes enzimaticas (Catalase — CAT,
Superoxido Dismutase — SOD).

Para o metabolismo energético foram determinadas as atividades das enzimas PK,

AK e CK citosolica e mitocondrial.
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Resumo

A deficiéncia da enzima 3-fosfoglicerato desidrogenase (PGDH) é um erro
inato do metabolismo, que tem como principal manifestacdo bioquimica a baixa
concentracdo de L-serina no plasma e fluido cerebroespinhal, resultando no
desequilibrio deste aminoacido que é um importante precursor de uma série de outros
compostos como D-serina, glicina, cisteina, esfingomielina, serinafosfolipideos e
cerebrosideos. Individuos com essa desordem metabdlica caracterizam-se por
nascerem com microcefalia ou a desenvolverem rapidamente durante as trés
primeiras semanas p0s-nascimento, com subsequente retardo psicomotor, retardo no
crescimento e aparecimento de convulsdes no primeiro ano de vida. O tratamento
baseia-se na administracdo de altas doses de L-serina. Portanto, em virtude do
escasso conhecimento sobre os efeitos colaterais que doses excessivas de
determinados aminoacidos podem causar ao organismo, entre eles a L-serina, no
presente trabalho foram investigados os efeitos da administracdo de L-serina em
cortex cerebral de ratos Wistar jovens sobre alguns parametros de estresse oxidativo
e metabolismo energético. Em relacdo aos pardmetros de estresse oxidativo
avaliados, houve aumento na oxidacao do conteudo de 2’, 7’ diclorofluoresceina , na
atividade da superoxido dismutase (SOD), na atividade da catalase (CAT), na
presenca de substdncias reativas de &cido tiobarbitrico (TBARS), na glutationa
(GSH) e no contetdo total de sulfidrilas. Em relagdo as enzimas do metabolismo
energético houve aumento significativo da atividade das enzimas adenilatoquinase
(AK), creatinaquinase (CK) mitocondrial e citosolica, sem alteracdo da atividade da
piruvatoquinas (PK). Portanto, estes resultados sugerem que a administracdo de L-

serina deve ser realizada com cautela.

Palavras-chave: L-serina, estresse oxidativo, metabolismo energético, cortex

cerebral.
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Introducéo

L-serina é classificada como um aminoacido ndo-essencial, podendo ser
derivada de inumeras fontes como: do 3-fosfoglicerato, um intermediario da via
glicolitica; da glicina, através da reacdo reversivel catalisada pela serina
hidroximetiltransferase e também através da degradacdo de proteinas e lipideos
(Koning 2006). A L-serina é fundamental para a sintese de proteinas, além de servir
como precursora de uma série de outros compostos como glicina, D-serina, cisteina,
esfingomielina, serinafosfolipideos e cerebrosideos (Jaeken et al. 1996). Durante as
diferentes fases do desenvolvimento humano é muito provavel que a fonte
predominante de L-serina varie em diferentes tecidos, sendo o 3-fosfoglicerato, a
principal fonte de L-serina no cérebro através de trés sucessivas reacdes (Hirabayashi
e Furuya 2008) realizadas pelas enzimas 3-fosfoglicerato desidrogenase - PGDH (EC
1.1.1.95), 3-fosfoidroxipiruvato aminotransferase - PSAT (EC 2.6.1.52) e a 3-
fosfoserina fosfatase - PSPH (EC 3.1.3.3) (Jaeken et al. 1996). Contudo, a expressao
dessas enzimas varia conforme o tipo de célula. O mRNA da PGDH é expresso em
grande quantidade nas células da glia e pouco detectado em neur6nios (Furuya et al.
2000; Yamasaki et al. 2001). J4 0 mRNA das outras duas enzimas PSAT e PSPH que
também participam do processo sdo expressos em ambos o0s tipos de células
(Shimizu et al. 2004). Estudos demonstram que a expressdo de tais enzimas é
alterada ao longo do desenvolvimento do SNC, ou seja, durante o desenvolvimento
fetal a enzima PGDH estd fortemente expressa em neur6nios enquanto que no
cérebro ja desenvolvido (maduro) a L-serina € predominantemente sintetizada pelas
células da glia que liberam uma grande quantidade de L-serina para suprir também as
necessidades dos neurdnios na sintese de esfingolipideos (Tabatabaie et al. 2010;
Hirabayashi e Furuya 2008; Koning et al. 2006; Yamasaki et al. 2001).

Entretanto, ha casos na literatura que reportam a deficiéncia da enzima da
primeira etapa da sintese de L-serina, a PGDH. Tal deficiéncia € considerada um erro
inato do metabolismo devido a deficiéncia total ou parcial da enzima, gerando um
desequilibrio na biosintese de L-serina afetando principalmente o SNC (Jaeken et al.
1996; Koning 2006). Esta desordem € caracterizada pela baixa concentracdo de L-
serina e em menor grau de glicina, no plasma e no fluido cerebroespinhal

(Tabatabaie et al. 2010). Individuos diagnosticados com essa rara deficiéncia nascem
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com microcefalia ou a desenvolvem rapidamente durante as trés primeiras semanas
de vida, com subsequente retardo psicomotor, retardo no crescimento e aparecimento
de convulsdes no primeiro ano de vida (Sugishita et al. 2001). O tratamento pos-natal
baseia-se na administracdo de altas doses de L-serina, as vezes combinada com
glicina se necessério, levando a reducdo significativa da freqiiéncia das convulsoes.
Contudo, apds um tempo de tratamento, percebe-se que nem todos aqueles pacientes
que foram submetidos permaneceram livres das convulsbes e dos outros sintomas
neuroldgicos, nem mesmo apos reajustes das doses (Koning 2006).

Conforme Koning et al. (1998) sdo necessarias elevadas doses de L-serina e
glicina para que ocorra o transporte de uma quantidade significativa de ambos 0s
aminoacidos através da barreira hematoencefalica - BHE, isso devido a alta
competitividade com outros aminoacidos que utilizam o mesmo transportador da L-
serina (H&usler et al. 2001).

Estresse oxidativo ocorre quando a taxa de produgdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (ERON), os
chamados pro-oxidantes, ultrapassa a taxa de remogédo pelos mecanismos de defesa
celular, conhecidos como antioxidantes (Marks et al. 2007). Recentemente, estudos
tém demonstrado que o estresse oxidativo esta possivelmente envolvido em diversas
fisiopatologias de erros inatos do metabolismo e de doencgas neurodegenerativas.
Sabe-se que o cérebro é particularmente vulneravel a danos oxidativos por varias
razdes, dentre as principais estdo as baixas defesas antioxidantes e o alto consumo de
oxigénio (Halliwell 2001).

Outras linhas de estudos tém observado que danos no metabolismo energético no
cérebro podem também estar associados com desordens neurodegenerativas (Beal et
al. 1993; Beal et al. 1995; Hodgkins and Schwarcz 1998). A piruvatoquinase -
PK (EC 2.7.1.40), a creatina quinase — CK (EC 2.7.3.2) e a adenilatoquinase — AK
(EC 2.7.4.3) sdo enzimas criticas para 0 metabolismo energético em quase todos 0s
tecidos de mamiferos e fazem parte de um sistema que auxilia na manutencdo da
homeostase energetica, conhecido como Rede de Transferéncia de Fosfato (Barreiros
e David 2006). Essa rede de transferéncia de fosfato visa facilitar a distribuicdo de
grupos fosforil entre compartimentos celulares (Dzeja et al. 1999) mantendo o fluxo
de energia na célula (Dzeja et al. 1996), devido a capacidade das enzimas AK, CK e
PK de regenerar ATP através de suas reacdes. A PK catalisa uma transferéncia
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irreversivel de um grupo fosforil do fosfoenolpiruvato (PEP) para ADP utilizando K*
e Mg®* ou Mn* para realizar a reacdo, formando ATP e piruvato. J4 a AK e a CK
regeneram ATP através de reacdes reversiveis, a AK a partir de dois ADP produz
ATP e AMP (Nelson et al. 2011) e a CK realiza a transferéncia reversivel de um
grupo fosforil da molécula de ATP para a creatina formando fosfocreatina e ADP
(Furter et al. 1993).

Observando as elevadas doses necessarias de L-serina e glicina para o tratamento
de pacientes diagnosticados com a deficiéncia da enzima PGDH (Koning et al. 1998)
e, portanto considerando que a L-serina atravesse a BHE, penetrando no cérebro,
onde exerce importantes efeitos metabdlicos, que sua administragdo em excesso
poderia vir acompanhada de efeitos colaterais desconhecidos e, tendo em vista que
até o presente momento existem poucos estudos relacionados, o principal objetivo
deste estudo serd investigar o efeito da administracdo de L-serina sobre alguns
parametros de estresse oxidativo e metabolismo energético em cérebro de ratos

Wistar jovens.

Materiais e Métodos

Animais e Reagentes

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 28 ratos Wistar com oito dias
de vida, nascidos de 6 maes e criados no biotério do departamento de Bioquimica. Os
animais tinham livre acesso a &gua e a racdo comercial Supra, contendo 20,5% de
proteina (predominantemente de soja com suplementacdo de metionina), 54% de
carboidratos, 4% de lipidios, 4,5% de fibras, 7% cinzas e 10% de umidade. Eles
foram mantidos em ciclo claro-escuro de + 12 horas a uma temperatura de 24°C + 1°
em caixas com dimensdes de 41x34x16cm até a morte. Os animais foram divididos
em 4 grupos, em nimero de 7 em cada grupo, para cada conjunto de experimento (2
conjuntos). O célculo amostral foi realizado pelo programa MINITAB 15®. A
utilizacdo dos animais seguiu o protocolo experimental dos Principios de Cuidados
de Animais de Laboratério (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional
de Saude dos Estados Unidos da América, NIH, publicagdo numero 80-23, revisada
em 1996). Os experimentos estavam de acordo com os preceitos de ética empregados

pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Todas as normas de
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descarte de residuos quimicos e bioldgicos estabelecidas pela UFRGS foram
rigorosamente seguidas.

Todos os reagentes foram comprados do mesmo fabricante, Sigma (St. Louis,
MO, USA). As medicdes espectofotométricas foram realizadas no espectofotdmetro

Spectronic Genesys 8, Spectronic Instruments, Rochester, NewYork, USA.

Tratamento

Vinte e oito ratos Wistar recém-nascidos e suas respectivas mées foram
separados aleatoriamente em dois conjuntos, sendo um para avaliar os parametros de
estresse oxidativo e outro para avaliar a atividade das enzimas do metabolismo
energético, cada conjunto contendo um grupo controle e um grupo tratado. O
tratamento foi realizado do 8° ao 15° dia de vida, quando todos os animais,
provenientes de mées diferentes, receberam via subcutanea trés doses diarias de 134
mg/Kg de L-serina, totalizando 402 mg/Kg por dia, similar a dose terapéutica usada
em pacientes (Koning 2006), no intervalo de 4hs entre cada administracdo. Foi
injetado nos animais 10ul/g peso corporeo das solucdes de L-serina (grupos tratados)

e salina (grupos controles), ambas as solugdes com pH 7,4.

Preparacao do tecido

No 15° dia de tratamento os ratos foram sacrificados sem anestesia 1 h apés a
ultima injecdo. O cerebro foi retirado e dissecado sobre uma placa de vidro
cuidadosamente alojada sobre gelo. O cortex cerebral foi retirado para posterior
homogeneizacdo e centrifugacdo de acordo com as técnicas a serem realizadas. O
restante das estruturas foi descartado.

Para as enzimas do metabolismo energético, apos dissecacdo o cortex cerebral foi
lavado com solucéo salina (0,9%) e em seguida homogeneizado 1:10 (peso/volume)
com tampao sacarose (0,32 M sacarose/ImM EGTA/ 10mM Tris-HCI, pH 7,4). Apos
homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 800 x g por 10 min a 4°C, o
pellet foi descartado, uma aliquota do sobrenadante foi separada para determinar a
atividade da AK e o restante foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min a 4°C. O
sobrenadante desta segunda centrifugacdo foi utilizado para determinar a atividade
da CK-citosolica e da PK. O pellet restante contendo mitocondrias e fragmentos de
membranas foi lavado duas vezes com a mesma solucdo tampao Tris-Sacarose e em
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seguida ressuspendido com 1ml de solugdo tampdo MgSO,4— Trizma 100mM pH 7,5
para determinar a atividade da CK-mitocondrial. As amostras foram armazenadas a -
70°C e os ensaios realizados na mesma semana.

Para as técnicas que envolvem o estresse oxidativo, o cortex cerebral foi lavado
com solucgdo salina apds dissecacdo e homogeneizado 1:10 (peso/volume) utilizando
solucdo tampdo fosfato de sodio 20mM com KCL 140mM, centrifugado a 800 x g
por 10 min. a 4°C, sendo todo o sobrenadante armazenado para posterior analise de

parametros de estresse oxidativo.

Técnicas de Estresse Oxidativo

Substancias reativas ao acido tiobarbitarico - TBARS

As TBA-RS foram determinadas de acordo com Ohkawa (1979). A técnica mede
a formacdo de malondialdeido, produto formado pela lipoperoxidacdo causada pela
acdo de ER com lipideos de membrana. O &cido tiobarbitdrico (TBA) em contato
com o malondialdeido aquecido forma um composto de cor rosada que podera entéo
ser lido espectofotometricamente no A = 532nm. AS amostras e reagentes foram
adicionados em tubos de 1,5 ml na seguinte ordem: 200 pl de tecido homogeneizado;
50 ul de SDS 8,1% (Sodium Dodecyl-Sulphate); 375 pl de solugdo aquosa de acido
acetico 20% (v/v) pH 3.5; 375ul de acido tiobarbitdrico 0.8% (TBA). Os tubos foram
agitados em vortex e incubados em banho-fervente com temperatura de 100°C por
1h. Apos o tempo necessario, 0s tubos sdo retirados do banho-fervente, deixando-os
esfriar em temperatura ambiente. Em seguida, foram centrifugados a 3500 RPM por
10 min. No espectofotdmetro com A = 532nm foi efetuada a leitura do sobrenadante
em temperatura ambiente, utilizando cubeta de quartzo. O aparelho foi zerado com

agua. TBA-RS foi calculada como nmol TBA-RS por mg de proteinas.

Conteudo total de sulfidrilas

De acordo com Aksenov e Markesbery (2001) este ensaio € baseado na reducéo
de acido ditionitrobenzéico (DTNB) por tidis presentes nas amostras, gerando um
derivado amarelo chamado é&cido tionitrobenzéico (TNB) que pode ser lido

espectofotometricamente no A = 412nm. O conteldo total de sulfidrilas esta
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correlacionado inversamente com 0s danos oxidativos as proteinas e os resultados

foram calculados como nmol de TNB por mg de proteinas.

Oxidacéo de 2’,7’ diidrodiclorofluoresceina (DCFH)

O objetivo deste ensaio é medir a producdo inespecifica de ERON através da
oxidacdo do fluorocromo 2°,7° diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) que
atravessa a membrana das células, onde é desacetilado a DCFH que, entdo sera
oxidado a DCF na presenca de especies reativas intracelulares, este podera ser
medido devido a alta fluorescéncia produzida (Lebel 1992). Em placa, 30ul de tecido
homogeneizado foram incubados com 30ul de solucdo tampao fosfato de sddio 20
mM pH 7,4 e 240ul de solu¢cdo DCFH-DA 100mM por 30 min. a 37°C protegidos da
luz. A intensidade da fluorescéncia formada pelo DCF é proporcional a quantidade
de espécies reativas presentes nas amostras. Para mensurar essa fluorescéncia é
utilizado comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 488nm e 525nm
respectivamente. Padrdo DCF 1mM (0,25-10uM) foi utilizado para a curva de
calibracdo e os niveis de espécies reativas foram expressos em nmol de DCF

formado por mg de proteinas (Lebel 1992).

Conteudo de Glutationa Reduzida — GSH

A Glutationa é uma das principais formas de protecdo ndo-enzimaticas do
organismo contra os danos oxidativos. Duas moléculas de GSH juntamente com a
enzima Glutationa Peroxidase (GPx) reduzem o perdxido de hidrogénio a duas
moléculas de agua e os peroxidos lipidicos a alcodis ndo-tdxicos (Marks et al. 2007).
Os niveis de GSH foram determinados de acordo com Wendel (1981) e baseia-se na
reacdo de GSH com o fluoréforo o-phtaldehyde (OPT) apOs as amostras serem
desproteinizadas pelo acido metafosforico (MPA-RS). Em seguida, 150ul de
amostras foram incubadas com o mesmo volume de OPT (1 mg/ml de metanol) por
15 min a 37°C em local escuro. Logo apos, a fluorescéncia foi medida usando o
comprimento de onda de excitacdo de 350nm e emissdo de 420nm. A curva de
calibracdo foi delineada com o padrdo GSH (1mM) e as concentragcbes do
sobrenadante foram expressas em nmol de GSH por mg de proteinas.
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Superdxido Dismutase — SOD

A SOD faz parte dos antioxidantes enzimaticos do organismo, responsavel por
catalisar a dismutacdo do radical anion superoxido O,+— convertendo-0 em perdxido
de hidrogénio (H,0;) e oxigénio (O,) (Barreiros e David 2006). O método utilizado
para medir a atividade dessa enzima é baseado no acompanhamento da auto-
oxidagéo do pirogalol no espectofotdbmetro a 420nm. Quando presente na amostra, a
SOD consome os radicais O,—, que desta maneira nao ficardo mais disponiveis para
reagir com o pirogalol, inibindo a auto-oxidacdo deste reagente. A curva de
calibraco foi realizada com SOD purificada como padrdo. E definido como uma
unidade de SOD quando h& 50% da inibi¢cdo da auto-oxidacdo do pirogalol e a
atividade especifica foi expressa em unidades de SOD por mg de proteinas
(Marklund et al. 1985).

Catalase - CAT

A catalase, juntamente com a enzima GPx e a molécula GSH, auxilia na
decomposicdo do H,O, transformando-o em agua e O,. A atividade da CAT pode
ser monitorada diretamente pela diminui¢do do H,0; no meio a um A = 240nm no
espectofotometro. Para a reacdo que determina a atividade da catalase sé&o
necessarios os seguintes reagentes: H,O, 20mM, Triton X-100 0,1%, solugéo
tampéo fosfato de potassio 10mM pH 7,0 e 10ul de sobrenadante. Uma unidade de
CAT é definida como 1pmol de peréxido de hidrogénio consumido por minuto,
sendo a atividade especifica expressa como unidades de CAT por mg de proteinas
(Aebi 1984).

Técnicas Enzimas do Metabolismo energético

Creatinaquinase (CK)

A reacdo continha reagentes nas seguintes concentracgdes finais: tampéo Tris—HCI
65 mM, pH 7.5, fosfocreatina 7.0 mM, MgSO,4 9.0 mM e aproximadamente 1 pg de
proteina no volume final de 0,1 ml. Ap6s 5 min de pré-incubacdo a 37°C, a reacéao
foi iniciada pela adi¢do de 0,3 umol de ADP. A reacdo é interrompida apds 10 min
pela adicdo de 1 pmol de &cido 4-p-hidroximercuribenzdico. Os tempos de
incubacéo e as concentracdes finais foram escolhidos visando assegurar a linearidade
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da reacdo enzimatica. Controles apropriados foram realizados para medir a hidrélise
quimica da fosfocreatina e da quantidade de creatina j& presente no material
enzimatico. A creatina formada foi estimada de acordo com o método colorimétrico
de Hughes (1962). A reagdo de cor ¢ desenvolvida pela adi¢cdo de 0,1 ml de o-
naphtol 2% e 0.1 ml de diacetil 0,05% no volume final de 1ml e ap6s incubar 20 min
a 37°C, a leitura é realizada a 540nm. Nenhuma das substancias adicionadas no meio
do ensaio interferiu no desenvolvimento da reacdo de cor ou nas leituras
espectofotométricas. Os resultados foram expressos em umol de creatina formada

por min por mg de proteinas.

Piruvatoquinase (PK)

A atividade da PK foi determinada conforme descrito por Leong et al. (1981). O
meio de incubacdo consiste de Tris/HCI 0,AM pH 7.5, MgCl, 10 mM, NADH 0,16
mM, KCI 75 mM, ADP 5.0 mM, 7 unidades de L-lactato desidrogenase (LDH),
0.1% (v/v). Triton X-100 e 10 ul de mitocdndria livre no sobrenadante em volume
final a 0,5ml. Apd6s 30 min de pré-incubacédo a reacdo iniciou com a adi¢do de PEP
1.0 mM. A oxidacdo de NADH foi registrada espectofotometricamente durante 2 min
a 340 nm. Os resultados foram expressos em pmol de piruvato por min por mg de

proteinas.

Adenilatoquinase (AK)

A atividade da AK foi medida através de um ensaio enzimatico acoplado as
enzimas hexoquinase (HK) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) de acordo com
Oliver (1955) e com as modificagcdes introduzidas por Dzeja et al. (1999). Para
ocorrer, a reacdo deve conter KCI 100mM, tampao HEPES 20mM, glicose 20 mM,
MgCl, 4mM, NADP* 2mM, EDTA 1 mM, 4.5 U/ml de HK, 2 U/ml de G6PD e 1ug
de homogeneizado de proteina. A reagdo foi iniciada pela adicdo de ADP 2 mM e em
seguida a reducio de NADP” foi lida a 340 nm por 3 min no espectofotdmetro. ADP,
NADP", G6PD e HK foram dissolvidas em agua. As concentracdes dos reagentes e o
tempo de ensaio (3min) foram escolhidos para garantir a linearidade da reacdo. Os
resultados foram expressos em umol de ATP formado por min por mg de proteinas.
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Determinacéo de proteinas
A concentragdo de proteinas foi determinada segundo o método de Lowry e

colaboradores (1951), utilizando albumina bovina sérica como padré&o.

Resultados

Neste estudo foi investigado se a administracdo de L-serina alterou algum
parametro de estresse oxidativo e do metabolismo energético no cértex cerebral de
ratos Wistar jovens. Nos ensaios realizados para verificar os parametros de estresse
oxidativo foram observados os seguintes resultados (Tabela 1): um aumento nos
niveis de TBARS [t(8) = 3.0; p < 0.05], assim como para o contetdo de sulfidrilas
que teve um aumento significativo [t(8) = 3.5; p < 0.01]; a presenca de espécies
reativas foi avaliada pela formacdo de DCF que se mostrou aumentada [t(8) = 2.7; p
< 0.05]; a atividade da SOD aumentou [t(8) = 2.5; p < 0.05] assim como a atividade
da CAT [t(8) = 2.5; p < 0.05], e os niveis de GSH [t(8) = 3.5; p < 0.01]. Nos ensaios
realizados para mensurar a atividade das enzimas do metabolismo energético foram
obtidos os seguintes resultados (Tabela 2): aumento significativo da atividade das
enzimas CK citosdlica [t(8) = 2.9; p < 0.05], CK mitocondrial [t(8) = 4.6; p < 0.01] e
AK [t(8) = 3.7; p < 0.01]; a atividade da PK n&o teve alteragdes significantes [t(8) =
2.1, p>0.05].

Discussao

A desordem na biossintese de L-serina € um erro inato do metabolismo,
caracterizado pela deficiéncia da enzima PGDH que promove uma diminui¢do nos
niveis de L-serina, podendo também afetar os seus metabdlitos, como a glicina e a D-
serina, além de afetar outros importantes processos bioquimicos, como a biossintese
de proteinas, fosfolipideos, esfingomielina, cerebrosideos, cisteina, purinas, metil
tetrahidrofolato (MTHF) e timidina (Jaeken et al. 1996; Hausler et al. 2001). A
participacdo da serina em tais processos explica os graves sintomas clinicos
associados a deficiéncia de PGDH em individuos afetados, como microcefalia
congénita e progressiva, atrofia cerebral com hipomielinizagdo, convulsdes e retardo
no desenvolvimento neuromotor (Hausler et al. 2001).

Estudos anteriores ja observaram que com a utilizacdo de altas doses de serina
como tratamento ha um alivio dos sintomas neuroldgicos relatados, como por
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exemplo, reducédo na frequéncia das convulsdes, entretanto, junto com as melhorias
obtidas foram percebidos efeitos adversos referentes a administracdo de altas doses
de serina, tais como vomitos, desenvolvimento de nistagmo, mioclonia e reducédo do
crescimento craniano (Koning 2006; Jaeken et al. 1996). O retardo no crescimento
craniano pode estar associado a reducdo do transporte de outros aminoacidos para o
sistema nervoso central, devido & inibigdo competitiva em transportadores comuns de
aminoacidos, causada por doses excessivas de serina. Portanto, sdo necessarios certos
cuidados no tratamento com serina na deficiéncia de PGDH devido aos efeitos
adversos relatados na literatura (Hausler et al. 2001).

Considerando o escasso conhecimento sobre os efeitos de uma administracdo de
doses elevadas de serina e que houve um aumento progressivo no consumo de
aminoacidos individuais nos ultimos anos, tanto para fins terapéuticos quanto para
fins de suplementacgéo alimentar (Kaneko et al. 2009), nosso estudo teve por objetivo
avaliar os efeitos da administracdo de doses elevadas de L-serina sobre alguns
parametros de estresse oxidativo e metabolismo energético, a fim de observar as
consequéncias de doses elevadas de tal aminoéacido.

Alguns estudos ja demonstraram que altas concentragdes de aminoacidos como
fenilalanina, tirosina, histidina podem causar danos em tecidos, especialmente no
tecido nervoso (Moraes et al. 2010; Sgavaratti 2008; Rojas et al. 2012). Esses danos
podem ser atribuidos & producdo abundante de ERO no cérebro devido ao grande
consumo de oxigénio pelos neurbnios. Em situagdes normais essa producdo é
balanceada pelos sistemas de defesas antioxidantes celulares, entretanto, quando
ocorre um desequilibrio nesse balanco que favoreca as ER havera como
consequéncia danos celulares que atingem lipideos, proteinas e DNA (Sies 1997).
Conforme Artuch et al. (2004), o estresse oxidativo, causado pelo aumento da
producdo de ER e/ou reducdo das defesas antioxidantes, pode estar envolvido numa
variedade de fisiopatologias de varios erros inatos do metabolismo e doencas
neurodegenerativas, visto que algumas dessas patologias apresentam altos niveis de
ER.

A investigacdo de mecanismos fisiopatologicos de doencas especialmente do
metabolismo cerebral é realizada através de modelos animais, ajudando a sugerir
novas medidas de prevencdo e novas drogas para o tratamento. No entanto, sabe-se
que modelos animais ndo reproduzem perfeitamente as doencas humanas em toda
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sua complexidade, contudo, podem estudar isoladamente cada substancia que tende a
se acumular em doengas humanas (Skvorak 2009; Moraes et al. 2010). Em nosso
estudo ndo houve a auséncia ou deficiéncia da enzima PGDH, contudo as doses de L-
serina administradas foram semelhantes as doses terapéuticas utilizadas em pacientes
que apresentam esta desordem metabdlica, a fim de testar os efeitos de altas
concentragOes de serina. Entretanto, altas concentragdes de serina inibem a enzima
PSPH por feedback negativo (Marks et al. 2007), sendo entéo possivel sugerir que
ndo houve producdo normal deste aminoacido durante a administragdo de serina,
permanecendo apenas o aminodcido suplementado, aproximando nosso estudo da
deficiéncia de PGDH.

Inicialmente, observamos que administracdo de serina foi capaz de aumentar
significativamente a oxidacdo de DCFH, sugerindo niveis elevados de ER nas
amostras testadas. Conforme estudos anteriores de nosso laboratério, esse mesmo
parametro de estresse oxidativo também foi alterado em experimentos que utilizaram
outros aminoacidos, como histidina, fenilalanina, triptofano e, da mesma forma que
serina, todos tiveram a capacidade de aumentar os niveis de ER (Rojas et al. 2012;
Moraes et al. 2010; Feksa et al. 2008).

Em seguida, determinamos a atividade das enzimas antioxidante SOD e CAT,
onde a serina foi capaz de alterar significativamente a atividade de ambas as
enzimas. O aumento na atividade da SOD ocorre por elevados niveis de O,+—, pois a
enzima é capaz de dismutar o0 O,+— em H,0,. Esse H,0, pode ent&o estar envolvido
na alteracdo da atividade da CAT, uma vez que a CAT possui a capacidade de
transformar H,O, em &gua. Outra relevante observacdo € que a serina foi capaz de
elevar os niveis de lipoperoxidacdo nas amostras testadas. Embora altos niveis de
H,0, ja estejam envolvidos no aumento da atividade da CAT, podem também ser
utilizados em duas outras reacdes, a reacdo de Fenton, onde H,0, reage com Fe®*
formando Fe** e OHe, e a reacdo de Haber-Weiss, em que o H,0, mais 0 O* também
produzem OHe. Entdo, considerando que este OHe tem baixa capacidade de difusao e
das ERO é o mais reativo na inducdo de lesdes nas moléculas celulares (Anderson
1996), é possivel que OHe formado por elevados niveis de H,O, seja o responsavel
pelo aumento da peroxidacdo lipidica encontrada nas amostras. Na sequéncia, 0s
niveis totais de sulfidrilas aumentaram. Considerando que um terco do total do grupo
sulfidrilas é compreendido pela GSH (Aksenov e Markesbery 2001), é possivel que
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ao menos uma parte do aumento de tidis observados em nossas amostras seja reflexo
do aumento da sintese de GSH, uma vez que a presenca de estresse oxidativo, como
ja foi abordado em outros estudos, € o principal estimulo para sua sintese (Jones
2006; Requejo et al. 2010; Lu 2000). Sendo assim, nossos resultados sugerem que
doses elevadas de serina podem induzir tanto dano a lipideos quanto dano a
proteinas.

Em relacdo ao sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico, a serina aumentou
marcantemente o conteddo de GSH nas amostras testadas. A GSH é uma das
principais formas de protecdo ndo enzimaticas contra o dano oxidativo, encontrada
em todos os tecidos, especialmente no cértex cerebral. Duas moléculas de GSH
juntamente com glutationa peroxidase (GPx) reduzem H,0, (Marks et al. 2007).
Portanto, tendo em vista que o estresse oxidativo € um modulador da transcri¢cdo do
gene da GSH (Lu 2000), € possivel que o aumento de GSH observado em nossos
resultados deva-se aos niveis elevados de H,O,.

Com diversos parametros de estresse oxidativo alterados e supondo que eles
estejam associados a doses elevadas de serina, semelhantes a utilizada para fins
terapéuticos, achamos cabivel pesquisar se houve alteracdo em alguns pardmetros
enziméaticos do metabolismo energético. Para isso investigamos a atividade das
enzimas CK, PK e AK que fazem parte da rede de transferéncia de fosfato,
mecanismo fundamental que visa manter a demanda energética das células (Dzeja et
al. 1999).

PK é uma enzima da via glicolitica que catalisa a transferéncia irreversivel de
um grupo fosforil do fosfoenol piruvato (PEP) para ADP utilizando K* e Mg** ou
Mn®* (Nelson et al. 2011). Embora estudos anteriores tenham observado que a
atividade da PK diminui apés a exposicdo a agentes que promovem a formacéo de
radicais livres (Holtzman et al. 1998; Dechent et al. 1999), neste estudo ndo houve
alteracdo da atividade da PK. No entanto, doses elevadas de serina foram capaz de
promover um aumento significativo na atividade tanto da AK quanto da CK
mitocondrial e citosolica. Ambas as enzimas, AK e CK, estdo intimamente
relacionadas, de maneira que quando a atividade de uma esta diminuida a da outra
estd aumentada (Dzeja et al. 1996). As enzimas AK e CK catalisam reacfes
reversiveis, enquanto AK realiza a interconversdo de ATP, ADP e AMP, a CK
realiza a transferéncia de um grupo fosforil da molécula de ATP para a creatina
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assim como pode também transferir um grupo fosforil da fosfocreatina para ADP
(Pucar et al. 2000; Furter et al. 1993). A maior parte da energia liberada pela célula é
proveniente do processo de fosforilacdo oxidativa que ocorre nas mitocondrias,
especialmente na cadeia respiratoria, sendo este o local onde O, € reduzido a H,O
por elétrons doados do NADH e FADH,, que fluem através dos complexos da cadeia
respiratdria gerando ATP a partir de ADP e Pi (Nelson et al. 2011). Contudo, 0
estresse oxidativo pode danificar a cadeia respiratdria, devido a maior sensibilidade
de alguns complexos, principalmente complexo | e succinato desidrogenase, que
possuem em suas estruturas grupamentos Fe-S, que sdo especialmente sensiveis ao
O,+— (Raha e Robinson 2000). Logo, com o transporte de elétrons prejudicado ha
uma baixa na producdo de ATP (Cassarino e Bennet 1999), com isso é possivel que o
aumento significativo tanto da AK quanto da CK citosélica e mitocondrial
observadas nas amostras testadas seja uma resposta a necessidade de manter 0s
niveis de ATP celular, visto que modificagfes nas concentracdes de ATP, ADP e
AMP podem alterar enzimas importantes e regulatorias em diversas rotas
biossintéticas e oxidativas, entre elas as enzimas da rede de transferéncia de grupos
fosforil, de maneira que estas percebem mudancas no estado metabolico e energético
celular (Dzejaetal. 2000). Por outro lado, € possivel que o aumento da
metabolizacdo da serina aumente a sintese de ATP, estimulando a atividade das
enzimas AK, CK citosolica e CK mitocondrial para aumentar a transferéncia de
grupamentos fosforil da mitocondria para o citosol e sua utilizacdo em processos
metabolicos.

Por fim, a L-serina é considerada de fato a principal forma de tratamento da
deficiéncia de PGDH, embora ndo se tenha muitos relatos de individuos com essa
desordem metabolica até o presente momento. Entretanto, nossos resultados
concluem que doses elevadas de serina alteram parametros de estresse oxidativo,
assim como de enzimas do metabolismo energético. Com esses dados, sugerimos que
mais atencdo deva ser dada a criancas que nascem com a deficiéncia de PGDH e que
fazem uso desse tratamento. Portanto, a fim de compreender outros possiveis efeitos
causados pela administracdo excessiva de L-serina no organismo, ainda séo
necessarios mais estudos, ja que pouco se conhece e se tem descrito na literatura

sobre este aminoacido.
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Tabela 1. Efeitos da administracao de L-serina sobre alguns par@metros de estresse
oxidativo em cortex cerebral de ratos Wistar jovens.

Controle L-Serina
TBA-RS 3,62+0,44 4,37 +0,33*
(nmol de TBA-RS/mg
proteina)
DCF 4,44 +0,5 5,48 + 0,70*
(nmol de DCF formada/mg
proteina)
Sulfidrila 9,65+0,74 12,70 + 1,80*
(nmol de TNB/mg proteina)
GSH 0,44 + 0,062 0,56 + 0,05*
(nmol de GSH/mg proteina)
CAT 1,26 + 0,23 1,80 + 0,41*
(U CAT/mg proteina)
SOD 2,16 £ 0,37 2,70 £ 0,28*

(U SOD/mg proteina)

Os dados sdo médias + DP para n = 5 animais por grupo. *p<0.05 comparado ao controle

(Teste t de Student para amostras independentes).

Tabela 2. Efeitos da administragdo de L-serina sobre alguns parametros de
metabolismo energético em cortex cerebral de ratos Wistar jovens.

Controle L-Serina
AK (umol de ATP formado 0,35+ 0,04 0,48 + 0,06*
por min/mg de proteina)
PK (umol de piruvato 0,30 £ 0,05 0,29 £ 0,04
formado por min/mg de
proteina)
CK Mitocondrial (umol de 0,32 £ 0,07 0,53 +0,07*
creatina formada por min/mg
de proteina)
CK Citosdlica (umol de 1,36 + 0,10 1,65 + 0,20*

creatina formada por min/mg
de proteina)

Os dados sdo médias £ DP para n = 5 animais por grupo. *p<0.05 comparado ao controle

(Teste t de Student para amostras independentes).
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111 - CONCLUSAO

1) No cortex cerebral de ratos Wistar jovens a administracdo de altas doses de
serina alterou alguns parametros de estresse oxidativo, havendo um aumento

significativo:
a. Na oxidacdo do DCFH;
b. Nas TBA-RS e Sulfidrilas;
c. Nos niveis de GSH;
d. Na atividade da SOD e CAT.

2) Também no cértex cerebral de ratos Wistar jovens a administracdo de altas

doses de serina alterou alguns parametros de metabolismo energético:

a. Aumentou significativamente a atividade da AK, CK mitocondrial e CK

citosélica;
b. Na&o alterou a atividade da PK.

Como conclusao final, os resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que o
estresse oxidativo e a alteragdo nas enzimas do metabolismo energético estejam
vinculados aos efeitos adversos causados pela administracdo de doses elevada de
serina. Estes resultados sugerem que 0s pacientes tratados com altas dosagens de
serina devem ser acompanhados quanto a possiveis efeitos colaterais, visto que

pouco se sabe sobre os efeitos que a serina possa Vvir a causar no organismo.
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IV - PERSPECTIVAS

Como perspectiva inicial da continuagéo deste trabalho, destaca-se:

1) Investigagéo do efeito da administracdo cronica de altas doses de L-serina sobre
alguns parametros de estresse oxidativo e metabolismo energético no cortex

cerebral, cerebelo e hipocampo de ratos wistar jovens.

2) Investigar as atividades dos complexos da cadeia respiratdria do cortex cerebral

de ratos jovens.
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