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PARTE 1

Introducao e objetivos



RESUMO

A deficiéncia da desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta / ramificada (SBCAD),
também conhecida como deficiéncia da 2-metilbutiril-CoA desidrogenase, € uma doenca de
heranca autossomica recessiva que afeta o catabolismo da isoleucina. Este distdrbio é
bioquimicamente caracterizado pelo acumulo tecidual e elevada excrecdo urinaria do &cido 2-
metilbutirico (2MB) e da 2-metilbutirilglicina (2MBG), além da 2-metilbutirilcarnitina. Apesar
de a doenca apresentar predominantemente sintomas neuroldgicos, tais como retardo mental,
convulsdes e letargia, e imagens de ressondncia magnética evidenciarem dano cortical, a
fisiopatologia desse disturbio ainda ndo foi estudada. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo investigar os efeitos in vitro do 2MB e da 2MBG sobre importantes pardmetros de
estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens. Para tanto, foram preparados
sobrenadantes de cortex cerebral, os quais foram incubados na auséncia ou na presenca dos
metabolitos em concentracdes que variaram de 0,1 a 5 mM por 1 h a 37° C. Apds a incubacao,
aliquotas foram retiradas para a avaliacdo dos parametros bioquimicos. Nossos resultados
mostram que a 2MBG, mas ndo o 2MB, aumentou as substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBA-RS), sugerindo inducdo de peroxidacéo lipidica. A 2MBG também causou oxidagdo de
grupamentos sulfidrilas e reduziu as concentracdes de glutationa (GSH), refletindo uma
diminuicdo das defesas antioxidantes, enquanto o 2MB ndo alterou esses parametros. Por outro
lado, 0 2MB e a 2MBG néo alteraram a formacao de carbonilas. Além disso, foi verificado que o
aumento nos niveis de TBA-RS e a reducdo nas concentracdes de GSH causados por 2MBG
foram prevenidos por antioxidantes, indicando que espécies reativas estavam envolvidas nesses
efeitos. Ainda foi demonstrado que a reducdo dos niveis de GSH provocada pela 2MBG néo foi
devido a uma acdo oxidativa direta do metabdlito, pois este ndo alterou o contetdo de
grupamentos tiois de uma solucdo comercial de GSH na auséncia de tecido cerebral. Finalmente,
visto que a producdo de oOxido nitrico ndo foi alterada por estes metabolitos, presume-se que
espécies reativas de oxigénio estejam principalmente envolvidas nos efeitos mediados pela
2MBG. Os resultados sugerem que a 2MBG induz dano oxidativo lipidico e reduz as defesas
antioxidantes ndo-enzimaticas em cérebro de ratos pelo aumento na geragdo de espécies reativas
de oxigénio. Portanto, o estresse oxidativo induzido pela 2MBG pode estar envolvido, pelo
menos em parte, na fisiopatologia da disfuncdo neurolégica encontrada nos pacientes afetados
pela deficiéncia da SBCAD.



ABSTRACT

Short/branched-chain acyl-CoA dehydrogenase (SBCAD) deficiency, also known as 2-
methylbutyryl-CoA dehydrogenase deficiency, is an autosomal recessive disorder of isoleucine
metabolism. This disorder is biochemically characterized by high tissue accumulation and
urinary excretion of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) and 2-methylbutyric acid (2MB), as well as
2-methylbutyrylcarnitine. Although patients present predominantly neurological symptoms, such
as mental retardation, seizures and lethargy, and magnetic resonance imaging reveals cortical
damage, the pathophysiology of this disorder has not been studied. Therefore, this study aimed to
investigate the in vitro effects of 2MB and 2MBG on important parameters of oxidative stress in
cerebral cortex of young rats. Cortical supernatants were incubated in the absence or in the
presence of the metabolites at concentrations ranging from 0.1 to 5 mM for 1 h at 37° C. Our
results show that 2MBG, but not 2MB, increased thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-
RS), suggesting induction of lipid peroxidation. 2MBG also induced oxidation of sulfhydryl
groups and reduced the concentrations of glutathione (GSH), reflecting a decrease of non
enzymatic antioxidant defenses, whereas 2MB did not alter these parameters. In contrast, 2MB
and 2MBG did not alter carbonyl formation. In addition, increased levels of TBA-RS and
reduction of GSH levels induced by 2MBG were prevented by antioxidants, indicating that
reactive species were involved in these effects. Furthermore, the reduction of GSH levels
induced by 2MBG were not due to a direct oxidative action, since this metabolite did not alter
the sulfhydryl content from a commercial solution of GSH in the absence of cerebral tissue.
Finally, since nitric oxide production was not altered by these metabolites, it is presumed that
reactive oxygen species possibly underlay 2MBG effects. The results suggest that 2MBG
induces lipid oxidative damage and reduces non enzymatic antioxidant defenses in rat brain
mediated by generation of reactive oxygen species. We can therefore assume that oxidative stress
induced by 2MBG is involved, at least in part, in the pathophysiology of neurological
dysfunction found in patients affected by SBCAD deficiency.



LISTA DE ABREVIATURAS

0, — oxigénio singlete;
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TRO — trolox.



I.1. INTRODUCAO
1.1.1. Erros Inatos do Metabolismo (EIM)

I.1.1.1. Conceito e classificacéo

O termo erros inatos do metabolismo (EIM) foi utilizado pela primeira vez por Archibald
Garrod em 1908 em estudos realizados em pacientes com alcaptonuria, doenca em que 0s
afetados excretam grandes quantidades de &cido homogentisico na urina. O pesquisador
observou que, frequentemente, um ou mais individuos da mesma familia eram afetados sem que
seus pais ou demais parentes apresentassem a doenca. Baseado também na observacdo da maior
incidéncia de consanguinidade entre os pais dos pacientes portadores de alcaptonuria e nas leis
de Mendel, Garrod propds um modelo de heranca autossémica recessiva para este distarbio.
Através da determinacdo do acido homogentisico na urina dos pacientes e da observacdo de que
esta substancia era um metabdlito normal da degradacédo da tirosina, ele relacionou este acimulo
a um bloqueio na conversdo do acido homogentisico até fumarato e acetoacetato. Verificou-se
mais tarde que tais alteragdes resultavam da sintese qualitativa ou quantitativamente anormal de

uma proteina enzimética (SCRIVER et al., 2001).

A maioria dos EIM deve-se a deficiéncia na atividade de uma enzima. A auséncia ou
deficiéncia severa da atividade enzimatica leva a um bloqueio metabdlico com acumulo dos
substratos e seus derivados, com repercussao clinica varidvel no individuo, dependendo da
importancia da rota afetada. No entanto, geralmente provocam sintomatologia grave e, algumas
vezes, letal. Os EIM ja foram descritos em todas as areas do metabolismo humano normal

(MITCHELL e FUKAO, 2001).



Sinclair (1982) classificou os EIM em quatro grandes grupos conforme o tipo de funcéo

exercida pela proteina deficiente e o tecido envolvido, considerando ainda aspectos clinicos,

bioquimicos, patoldgicos e terapéuticos:

a)

b)

d)

Desordens de transporte: envolvem proteinas transportadoras de moléculas organicas ou
inorganicas. Exemplos: deficiéncia de dissacaridases e defeito no transporte de magnesio.
Desordens de armazenamento, degradacdo e secrecao: envolvem proteinas relacionadas
com o aparelho de Golgi ou lisossomos, na sua grande maioria, provocando acumulo de
macromoléculas em tecidos especificos. Exemplos: doencas lisossdmicas de depdsito,
glicogenoses e cistinose.

Desordens de sintese: envolvem a sintese de proteinas com func¢Ges hormonais, de defesa
imunoldgica, estrutural, etc. Exemplo: hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia na
atividade da enzima 21-hidroxilase, hipogamaglobulinemia.

Desordens do metabolismo intermediario: caracterizam-se por deficiéncias enzimaticas
das rotas do metabolismo intermediario de moléculas pequenas, comprometendo
importantes rotas, como o ciclo do &cido tricarboxilico, o ciclo da uréia ou outras rotas.
Assim, o substrato da enzima deficiente se acumula e, a menos que haja uma rota
alternativa para metabolizd-lo, o produto final da reacdo ndo serd formado. Os
mecanismos de dano podem ocorrer pela acdo do substrato acumulado ou por seus
derivados que podem ser tdxicos, levando a alteracbes bioquimicas e danos em
determinados tecidos por serem liberados na circulacdo e transportados para todo o
organismo, ou pela falta de substancias essenciais ao desenvolvimento do organismo.

Considerados os mais frequentes EIM, essas desordens tém como exemplo as acidirias



organicas, as aminoacidopatias, as desordens do metabolismo das purinas e pentoses,

entre outros.

A identificacdo de um EIM permite, muitas vezes, a introducdo de um tratamento eficaz.
Quando isso é possivel, a ocorréncia de outros afetados no mesmo grupo familiar pode ser
evitada pela identificacdo de casais em risco, aos quais pode ser oferecido o aconselhamento

genético e, em muitos casos, o diagndéstico pré-natal (SCRIVER et al., 2001).

1.1.1.2. Sintomatologia

Os pacientes portadores de EIM apresentam sintomas muito variados e inespecificos,
inclusive aqueles que possuem o0 mesmo distlrbio. Essa variacao fenotipica deve-se a diferentes
graus de deficiéncia enzimatica, area do metabolismo envolvida e tecidos afetados. No entanto,
algumas manifestacdes clinicas aparecem com maior frequéncia no periodo neonatal, tais como
retardo no crescimento, vomitos, diarréia, convulsdes, letargia ou coma, odor peculiar na pele ou
urina e dificuldade alimentar, enquanto outras (atraso no desenvolvimento psicomotor,
neurodegeneracao progressiva) podem aparecer mais tarde (BURTON, 1987).

A forma de aparecimento dos sintomas é um fator importante na distincao entre os EIM
devido a alteracbes do metabolismo intermediario e EIM devido ao depoésito intracelular de
macromoléculas. Os defeitos do metabolismo intermediario que levam ao acumulo de moléculas
pequenas (aminoécidos e acidos organicos) geralmente tém uma apresentacao clinica subita e a
evolucdo se caracteriza por episodios agudos recorrentes geralmente precedidos por infeccdes,
ingestdo alimentar exagerada de alimentos especificos, cirurgia, jejum ou outras condi¢bes de
catabolismo elevado, j& que nestas situagdes ocorre degradacdo de proteinas ou lipidios que vao

originar os metabdlitos potencialmente toxicos (ex.: defeitos do ciclo da uréia e acidemias



organicas). S&o consideradas doencas de intoxicacdo e/ou de comprometimento do metabolismo
energeético, pois varias dessas entidades patologicas caracterizam-se por prejuizo deste sistema.

Nos intervalos entre as crises 0s pacientes podem estar clinicamente normais. Para muitas
destas doencas do metabolismo intermediario de apresentacdo clinica subita é, portanto,
essencial que as amostras para analise laboratorial sejam coletadas nos momentos de crise
metabdlica. O exame fisico geralmente é inespecifico assim como 0s exames histopatoldgicos
dos 6rgaos mais afetados. O tratamento agudo com restricdo alimentar especifica (proteinas,
lipidios ou glicidios) associada ou ndo a suplementacdo de vitaminas (que sdo cofatores de
reacOes enzimaticas) mostra resultados extraordinarios, retirando o paciente da crise em poucas
horas. Outro grupo dessas doengas mostra uma evolugdo cronica desde o nascimento ou nos
primeiros meses ou anos de vida. Nesses casos, a intoxicacao é cronica (ex.: fenilcetondria) e os
afetados apresentam um atraso na aquisicdo das habilidades motoras, ndo adquirindo em muitos
casos as habilidades cognitivas normais.

A Tabela | mostra os principais achados clinico-laboratoriais que devem levar a suspeita
de um EIM de intoxicacdo ou de deficiéncia energética (erros inatos devidos a alteracdo do
metabolismo de moléculas pequenas). Pode-se observar que os sintomas predominantes sao
neuroldgicos, sugerindo que este tecido é mais suscetivel aos metabdlitos acumulados nestas

doencas.



Tabela |

Principais manifestagdes clinicas dos EIM de moléculas pequenas:

Neonato

\VOmitos

Recusa alimentar

Hipotonia/hipertonia

Letargia, coma intermitente

Convulsotes de causa desconhecida

Mioclonias

Miopatia/cardiomiopatia

Taquipnéia/apnéia

Dismorfismo

Odor peculiar na urina ou no paciente

Macrocefalia

Crianga com até 10 anos de idade

Intolerancia alimentar

Atraso no desenvolvimento fisico e psicomotor

Ataxia, hipotonia, coreoatetose, paraparesia espastica, marcha anormal

Microcefalia/macrocefalia, distdrbio de comportamento

Hepatomegalia/hepatopatia, pancreatite, urolitiase, disfuncdo tubular renal

Deslocamento de cristalino e atrofia dptica

Alteracdes esqueléticas

Alopecia, alteragdes pigmentares na pele e cabelos
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Odor peculiar na urina ou no paciente

Doenca aguda precipitada por estresse (infeccao, cirurgia ou indiscri¢do alimentar)

Adolescente até a fase juvenil

Retardo mental, estupor ou ataxia episédica, sintomas neuropsiquiatricos, letargia,

coma

Ocluséo vascular prematura

Hepatomegalia, urolitiase

Deslocamento do cristalino, retinite pigmentar

Alteraces esqueléticas

Odor peculiar

Doenca aguda precipitada por estresse (infeccdo, cirurgia ou indiscricdo alimentar)

Fonte: baseada em SCRIVER et al., 2001

Por outro lado, os EIM de moléculas complexas ou de organelas (doencas lisossdmicas
de depdsito e peroxissomais) manifestam-se na sua quase totalidade de uma forma cronica e
progressiva, atingindo tecidos e 6rgdos (figado, baco, medula dssea e encéfalo) em que os
substratos (glicogénio, lipidios complexos e mucopolissacarideos) que ndo podem ser
degradados ali se depositam. E comum encontrar nesses pacientes dismorfias e sinais clinicos
especificos (hepatomegalia, esplenomegalia, leucodistrofia, etc.). A doenca geralmente se
manifesta apos 0s primeiros meses ou anos de vida e é comum o afetado perder as habilidades
motoras e cognitivas que ja tinham sido adquiridas. Os exames histopatolégicos nos afetados por
varias dessas doencas sdo bastante informativos (presenca de glicogénio no figado nas

glicogenoses, de lipidios especificos em varios tecidos nas lipidoses, etc.). O tratamento dessas
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doencas, no entanto, é ainda experimental, sendo que a reposi¢do enzimatica tem tido sucesso em
varias delas recentemente (SCRIVER et al., 2001; HUGHES et al., 2007; CHOI et al., 2008;

GRABOWSKI, 2008; ORTIZ et al., 2008; SIMON et al., 2008; VEDDER et al., 2008).

1.1.2. Acidarias Organicas

Acidurias organicas sdo doencas metabdlicas hereditarias caracterizadas pelo acimulo
tecidual e excrecdo urinaria aumentada de acidos organicos produzidos no metabolismo

intermediario (SCRIVER et al., 2001).

1.1.2.1. Aciddrias orgéanicas de cadeia ramificada

As acidurias organicas de cadeia ramificada sdo um grupo de distarbios resultantes de
uma anormalidade hereditaria de enzimas especificas que envolvem o catabolismo dos
aminoacidos de cadeia ramificada, acidos graxos de cadeia impar, entre outros compostos.
Dentre elas estd a deficiéncia da desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta/ramificada

(SBCAD) (SCRIVER et al., 2001).

1.1.2.2. Deficiéncia da desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta/ramificada (SBCAD)

A deficiéncia da desidrogenase de acilas-CoA de cadeia curta/ramificada (SBCAD)
(OMIM 600301/610006) é uma aciduria organica de heranca autossdmica recessiva
recentemente relatada que afeta o catabolismo da isoleucina. A SBCAD é uma enzima
mitocondrial homotetramérica que catalisa a desidrogenacdo do 2-metilbutiril-CoA formando
tiglil-CoA (Figura 1). O gene da SBCAD consiste de 11 éxons e esta localizado no cromossomo
10g25-26, codificando um precursor contendo 431 aminoacidos, o qual gera uma proteina

madura de 399 aminoacidos (ROZEN et al., 1994; ANDRESEN et al., 2000).
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Devido ao defeito enzimatico, os pacientes apresentam o acumulo de &cido 2-
metilbutirico (2MB) e da 2-metilbutirilglicina (2MBG), além de 2-metilbutirilcarnitina, nos
tecidos e liquidos bioldgicos. A formacdo de 2MBG ocorre a partir da transesterificacdo do 2MB
com glicina pela enzima acil-CoA glicina N-aciltransferase e esse metabdlito pode alcangar
niveis de até 100 pg / mg de creatinina na urina de pacientes (MATERN et al., 2003). Em
situacdes onde h& protedlise acentuada, como jejum e situacBes de estresse metabolico
(infecgdes, cirurgia, etc.) (EATON et al., 1996), é importante salientar que ocorre um aumento

dramatico dos niveis plasmaticos de 2MB e 2MBG.

1.1.2.2.1. Sintomas e achados neuropatol6gicos

Os sintomas dessa doenca incluem retardo mental, convulsdes, letargia, hipotonia e
retardo no desenvolvimento motor com atrofia muscular. Por outro lado, alguns pacientes
permanecem assintomaticos durante toda a vida. Dentre os achados laboratoriais ocorrem
hipoglicemia e acidose metabolica (SASS et al., 2008; ALFARDAN et al., 2010). Ja em
ressonancia magnética é evidenciado dano cortical, anormalidades na substancia branca e

cinzenta (GIBSON et al., 2000; MADSEN et al., 2006; SASS et al., 2008).

13



Isoleucina

l

Acido 2-ceto-3-metilvalérico

l

2-Metilbutiril-CoA

+ SBCAD

Tiglil-CoA

2-Metil-3-hidroxibutiril-CoA

l

2-Metilacetoacetil-CoA

/ N

Propionil-CoA Acetil-CoA
Figura 1. Rota do catabolismo da L-isoleucina com bloqueio da enzima desidrogenase de acilas-CoA de cadeia curta/ramificada
(SBCAD).
1.1.2.2.2. Diagndstico e tratamento

O diagnoéstico da deficiéncia da SBCAD é realizado a partir da analise de &cidos
organicos e acil-glicinas na urina e das acil-carnitinas no plasma. A analise mutacional também é
feita para a confirmacgdo do diagndstico. Com relacdo ao tratamento, 0s pacientes devem evitar
situacOes de jejum e seguir uma dieta com restricdo proteica e suplementada com carnitina

(KORMAN et al., 2006; KANAVIN et al., 2007; ALFARDAN et al., 2010).

1.1.2.2.3. Fisiopatologia

Apesar de esse disturbio ser caracterizado por sintomas neuroldgicos severos, a

patogénese do dano cerebral dessa doenca é praticamente desconhecida. Também tem sido
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sugerido que os metabdlitos acumulados nos tecidos e liquidos bioldgicos de pacientes
acometidos pela deficiéncia da SBCAD sdo potencialmente neurotdxicos, especialmente durante
as crises de descompensacdo metabolica, onde as concentragfes desses compostos aumentam
dramaticamente. Contudo, 0os mecanismos pelos quais esses compostos poderiam levar aos

sintomas caracteristicos dessas desordens ainda ndo foram desvendados.

1.1.3. Radicais livres

Radicais livres sdo moléculas ou atomos que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados e tém a capacidade de existir de forma independente (SOUTHORN e POWIS,
1988; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). O desemparelhamento de elétrons, situacao
energeticamente instavel, é o que confere alta reatividade a essas espécies. Os radicais livres
podem ser formados pela perda de um elétron de um ndo-radical ou pelo ganho de um elétron
por um nao-radical. Radicais podem também ser formados em um processo de fissdo homolitica,
no qual uma ligacdo covalente é quebrada e cada elétron do par compartilhado permanece com
cada um dos atomos envolvidos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Quando um radical
livre reage com um composto ndo-radical, outro radical livre pode ser formado; assim, a
presenca de um anico radical pode iniciar uma sequéncia de reacdes em cadeia de transferéncia
de elétrons (redox) (MAXWELL, 1995). Nas reacdes em cadeia induzidas pelos radicais livres,
um radical reativo leva a formacgédo de um produto que também € um radical livre e que, por sua

vez, reage produzindo um terceiro radical.

Em condicGes fisiologicas do metabolismo celular aerdbio, o oxigénio molecular (O,)
sofre reducdo tetravalente, resultando na formacédo de dgua (H,O). No entanto, aproximadamente

5 % do oxigénio utilizado na cadeia respiratéria mitocondrial ndo é completamente reduzido a

15



agua, podendo ser convertido a intermediarios reativos como o radical superéxido (O,") e
hidroxila (OH®), e também o peréxido de hidrogénio (H,O), processo esse que pode ser

exacerbado em condicGes patoldgicas (BOVERIS e CHANGE, 1973).

O termo genérico espécies reativas de oxigénio (ERO) é usado para incluir ndo s6 os
radicais formados pela redugdo do O, (O," e OH®), mas também alguns néo-radicais derivados
do oxigénio, como o peroxido de hidrogénio (H20,) e o oxigénio singlet (*O;) (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007). Além dessas, existem ainda as espécies reativas de nitrogénio (ERN),

sendo 0 6xido nitrico (NO®) e o peroxinitrito (ONOQ) as principais representantes.

1.1.3.1. Mecanismos de dano celular induzido por radicais livres

As ERO e ERN ocorrem tanto em processos fisiolégicos quanto patoldgicos do
organismo. Fisiologicamente essas espécies reativas apresentam diversas fungdes (BERGENDI
et al., 1999). Assim, um aumento da liberacdo local de radicais livres pode ser benéfico, como é
0 caso da liberacdo de espécies toxicas oxidantes pelos neutrofilos, que podem atuar na defesa do
hospedeiro contra uma infeccdo (DELANTY e DICHTER, 1998). Participam ainda de processos
de sinalizacdo celular e também estdo envolvidos na sintese e regulacdo de algumas proteinas

(WARD e PETERS, 1995; VEAL e DAY, 2011).

Por outro lado, quando formadas em excesso, essas espécies altamente reativas tém o
potencial de oxidar moléculas bioldgicas, incluindo proteinas, lipidios e DNA (MAXWELL,
1995). Com relagdo aos efeitos prejudiciais das reacGes oxidantes ao organismo, os radicais
livres podem promover lipoperoxidacdo, alterando membranas celulares e ainda gerando

produtos toxicos durante esse processo, tais como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal
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(HNE); causar a oxidacgdo de lipoproteinas de baixa densidade; reagir com proteinas, levando a
sua inativacdo e consequente alteracdo de sua funcdo; e também reagir com o DNA e RNA,
levando a mutagBes somaticas e a distdrbios de transcricdo (DELANTY e DICHTER, 1998),

entre outros efeitos.

1.1.3.1.1. Lipoperoxidacdo

Antes de ser vista como um mecanismo de dano oxidativo, a lipoperoxidacdo deve ser
considerada como um processo fisiolégico continuo que ocorre normalmente nas membranas
celulares. Além de ser um fator de renovacdo da membrana, este processo € essencial na sintese
de prostaglandinas e leucotrienos, bem como na fagocitose e pinocitose. No entanto, por serem
formadas em grande parte por lipidios insaturados e proteinas, as membranas sdo particularmente
vulneraveis ao ataque oxidativo. Assim, quando a producdo de espécies reativas aumentar além
da capacidade de detoxificacdo, esse processo sera exacerbado, e com isso, a lipoperoxidacao
podera acarretar profundas alteracdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.
Isso ira causar perda de seletividade na troca idnica, liberacdo do conteddo de organelas e
formacdo de produtos citotéxicos como o0 MDA e o HNE, entre outros eventos (FERREIRA e

MATSUBARA, 1997).

Sob pH fisiologico, o MDA ataca proteinas e bases do DNA, causando lesdes
mutagénicas (DRAPER e HADLEY, 1990). O HNE pode provocar dano mitocondrial, inibicdo
de sintese protéica e de DNA e induz atividade quimiotaxica ou lise celular e morte
(ESTERBAUER et al., 1991). O HNE parece ser particularmente citotoxico a células neurais
(KARLHUBER et al., 1997; MARK et al., 1997; KELLER et al., 1999). Nesse contexto, a

formacéo de HNE precede a morte neuronal (ONG et al., 2000) e concentracfes desse produto
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lipidico aumentadas sdo encontradas em tecido cerebral de pacientes afetados por diversas
doencas neurodegenerativas (JENNER, 2003). Por lesar proteinas de membranas, esses produtos
de lipoperoxidagdo podem também inibir a atividade de importantes enzimas de membranas,
como Ca?*-ATPase, glicerol-3-fosfato aciltransferase, glicose-6-fosfatase e Na*,K*-ATPase, e

também canais de potéassio (DUPRAT et al., 1995; McCONNELL et al., 1999).

A lipoperoxidacdo € representada pelas etapas de iniciacdo, propagacdo e terminagdo. A
iniciacdo é causada pelo ataque a um lipidio de membrana por parte de qualquer espécie que
tenha reatividade suficiente para abstrair um atomo de hidrogénio de um grupo metileno (-CH,-).
Nesse contexto, radicais hidroxila podem prontamente iniciar a lipoperoxidacdo. J& que o atomo
de hidrogénio tem apenas um elétron, a abstracdo de H® de um grupo metileno deixa um elétron
desemparelhado no carbono (-"CH-). Esse radical formado é geralmente estabilizado por um
rearranjo molecular, formando um dieno conjugado. O destino mais provavel desse radical é
reagir com o O,, formando um radical peroxila (ROQO®). Os radicais peroxila, por sua vez, sdo
capazes de abstrair um préton de outra molécula lipidica, sendo esta fase conhecida como a fase
de propagacdo. O radical de carbono formado pode reagir com o O, para formar outro radical
peroxila, e assim sucessivamente. A abstracdo de um hidrogénio de outro lipidio por parte do
radical peroxila gerara um hidroperoxido lipidico (LOOH). O término da reacdo podera ocorrer
guando dois radicais produzidos nas etapas anteriores reagirem entre si, formando um produto

estavel (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007a).
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1.1.4. Defesas antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias enddgenas ou exogenas que reduzem a formacao de
radicais livres ou reagem com 0s mesmos, neutralizando-os. A célula pode se proteger contra o

dano oxidativo através de antioxidantes ndo-enzimaticos e enzimaticos.

Embora diferindo na composicéo, as defesas antioxidantes estdo amplamente distribuidas
no organismo e compreendem agentes que removem cataliticamente os radicais livres, como as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPXx), entre outras;
proteinas que minimizam a disponibilidade de pré-oxidantes (ions de ferro e cobre, por
exemplo), ao se ligarem aos mesmos como as transferrinas; proteinas que protegem
biomoléculas de danos (incluindo dano oxidativo) por outros mecanismos; agentes de baixo peso
molecular que aprisionam ERO e ERN, como glutationa (GSH), a-tocoferol, &cido ascérbico e a

bilirrubina.

1.1.4.1. Defesas antioxidantes ndo-enzimaticas

As defesas antioxidantes ndo-enziméticas podem ser separadas em dois grandes grupos:
agentes hidrossoluveis e lipossolGveis. Exemplos do primeiro grupo incluem GSH, &cido
ascorbico, acido urico, melatonina (MEL), os cofatores selénio e coenzima Q10 e proteinas
plasmaticas. O tripeptideo GSH é um dos mais efetivos e abundantes antioxidantes contra EROs,
particularmente no cérebro onde as concentrag¢fes alcangcam 1-10 mmol/L (BAST, 1993), sendo

importante na manutencdo do equilibrio redox na célula.
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1.1.4.2. Defesas antioxidantes enzimaticas

A atividade de enzimas antioxidantes também € importante para a detoxificacdo de
radicais livres. Exemplos desses sdo as izoenzimas da SOD contendo cobre e zinco (Cu, Zn-
SOD) ou manganés (Mn-SOD), a CAT, a GPx e a glutationa redutase (GRd). Qualquer
desequilibrio nesse sistema pode resultar em um aumento de radicais livres derivados do
oxigénio. As isoformas Cu, Zn-SOD e Mn-SOD estdo presentes no citosol e mitocondria, e
juntamente com a GSH, representam a linha de defesa mais importante contra a toxicidade do
0O,"". Isoformas da SOD geram H,0,, o qual é removido pela atividade da GPx combinada com
GSH ou GRd, ou pela CAT (CHANCE et al., 1979; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007b), ou

adicionalmente por outras peroxidases (CHAE et al., 1999).

1.1.5. Estresse oxidativo

Espécies reativas sdo necessarias para a funcdo normal da célula, servindo como
moléculas de sinalizacdo para importantes respostas fisioldgicas. Elas sdo continuamente
produzidas e, apOs desempenhar suas funcdes, sdo neutralizadas por sistemas de defesa
antioxidante. No entanto, quando produzidas em altas concentragdes ou quando as defesas

antioxidantes estdo deficientes sob certas condi¢des patologicas, elas podem causar dano celular.

O rompimento entre o equilibrio pré-oxidante e antioxidante é descrito como estresse
oxidativo e pode representar um mecanismo fundamental de doengas humanas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007c; SIES, 1985). Assim, 0 termo “Estresse Oxidativo” é usado para se
referir & situacdo na qual a geracdo de espécies reativas ultrapassa a capacidade das defesas

antioxidantes disponiveis. Pode resultar tanto de uma diminui¢do das defesas antioxidantes

20



quanto de uma producdo aumentada de oxidantes, bem como da liberacdo de metais de transi¢éo

ou a combinacéo de quaisquer desses fatores (HALLIWELL, 2001).

O estresse oxidativo pode promover adaptacdo, dano ou morte celular. Quando ocorre
adaptacdo, as células podem geralmente tolerar um estresse oxidativo moderado, que geralmente
resulta em ativacdo da sintese de sistemas de defesa antioxidante a fim de restaurar o balango
oxidante/antioxidante. Apesar disso, nem sempre 0 estresse oxidativo precisa envolver defesas

antioxidantes aumentadas.

Em caso de dano celular, o estresse oxidativo pode danificar todos os alvos moleculares
(DNA, proteinas, carboidratos e lipidios) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c). Pode haver
lipoperoxidacéo, cujos produtos (MDA e HNE, entre outros) sdo altamente neurotoxicos, e um
dano oxidativo tanto as proteinas, inibindo a atividade de diversas enzimas e alterando a funcao
celular, quanto ao DNA, causando alteracdo de bases puricas e pirimidicas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007c). Em certas situacGes, o dano celular pode ser reversivel: a célula entra

em steady state alterado temporario ou prolongado que nédo leva a morte celular.

A morte celular pode ocorrer tanto por necrose quanto por apoptose. Na morte celular por
necrose, a célula incha e se rompe, liberando seu contetdo para 0 meio extracelular. Pode haver
a liberacdo de antioxidantes, como a CAT e a GSH, e também de prd-oxidantes, como os ions
cobre e ferro e proteinas do grupo heme, agentes esses que podem afetar as células adjacentes,
podendo até mesmo impor a elas um estresse oxidativo. Ja na apoptose, 0 mecanismo intrinseco
de morte celular é ativado, e ndo ha a liberacdo do conteudo celular. A morte celular por
apoptose pode ser acelerada em certas doencas, como as desordens neurodegenerativas, havendo

envolvimento do estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007c).
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1.1.6. Suscetibilidade cerebral ao dano oxidativo

O cérebro é altamente dependente de energia para o seu funcionamento normal e a
mitocondria é a principal organela responsavel pela producdo dessa energia. Para a producao
eficiente de energia na forma de ATP, a mitocondria possui uma alta demanda por oxigénio, ja
que utiliza uma grande quantidade de O, em uma massa de tecido relativamente pequena. Assim,
quando ocorre uma disfuncdo mitocondrial por diminuicdo da atividade dos complexos da cadeia
respiratéria com um consequente prejuizo no transporte de elétrons, acontece um aumento na

geracdo de radicais livres potencialmente danosos a célula.

A presenca de membranas celulares ricas em acidos graxos de cadeia lateral
poliinsaturada (PUFA) que sdo altamente sensiveis ao ataque de radicais livres é outro fator que
contribui para a vulnerabilidade cerebral ao estresse oxidativo, pois a oxidacdo dos PUFA causa
peroxidacado lipidica (reacdes em cadeia sobre lipidios) e alteracbes nas membranas celulares.
Além disso, o alto contetdo de ferro, o qual favorece a lipoperoxidacdo e autooxidacdo de
neurotransmissores através do OH* formado na reacdo de Fenton (ZALESKA e FLOYD, 1985),
a consideravel quantidade de microglia, macrofagos residentes do sistema nervoso que podem
produzir O," e H,0,, a modesta defesa antioxidante, sendo os niveis de catalase particularmente
baixos em muitas regides cerebrais (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1996; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007c), aumentam a suscetibilidade do cérebro ao dano causado por radicais

livres.
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1.1.7. Estresse oxidativo e doengas neurodegenerativas

Numerosas evidéncias sugerem que os radicais livres e 0 estresse oxidativo estdo
envolvidos na patogénese dos danos neurologicos de varias doencas neurodegenerativas, como
doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e esclerose lateral amiotrofica. Como medida de
parametros de estresse oxidativo, existe um consideravel nimero de casos onde se relatou
aumento nos niveis de MDA e HNE no cérebro de pacientes, além de produtos da oxidagéo
proteica, como grupos carbonil e 3-nitrotirosina, e também produtos que resultam da oxidacdo de
DNA, bem como concentracdes reduzidas dos antioxidantes ndo-enzimaticos GSH e é&cido
ascorbico e diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes CAT e GPx (JENNER e

OLANOW 1996; LIU et al., 1999; PERRY et al., 2003).

Estudos demonstraram uma diminuicdo na atividade do complexo | da cadeia respiratéria
em cérebros postmortem de pacientes portadores de doenca de Parkinson. Essa inibicdo do
complexo | pode acarretar na geracdo de espécies reativas, tais como anion superoxido, radicais
hidroxila e peroxinitrito, as quais poderiam causar um prejuizo ainda maior na cadeia
transportadora de elétrons. Dessa forma, € possivel que o estresse oxidativo e as disfungdes
mitocondriais formem um ciclo vicioso na doenca de Parkinson (SCHAPIRA et al., 1989,

1990a,b; JANETSKY et al., 1994; GU et al., 1996).

Na doenca de Alzheimer, a mais comum dentre as doengas neurodegenerativas, € possivel
que o estresse oxidativo tenha um papel chave na morte neuronal. Tem sido proposto que o
peptideo B-amildide, o formador das chamadas placas senis, tenha a capacidade de gerar radicais
livres espontaneamente. Estudos in vivo também evidenciaram um dano oxidativo em cérebros

humanos postmortem com doenca de Alzheimer através da observacdo de aumento de 8-hidroxi-
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2’-deoxiguanosina (8-OHdGA), produtos de oxidacdo de outras bases e de RNA, carbonilas de
proteinas, nitrotirosina e marcadores de peroxidacdo lipidica (SMITH et al., 1991;

MARKESBERY et al., 1999; NOUROOZ-ZADEH et al., 1999; LOVELL et al., 2000).
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

Tendo em vista o envolvimento de radicais livres na patogenia de diversas doencas
neurodegenerativas, e considerando que pacientes afetados por esta doenca apresentam acumulo
de 2MB e 2MBG nos tecidos e liquidos bioldgicos, o presente trabalho teve como objetivo
estudar os efeitos in vitro desses metabdlitos sobre pardmetros de estresse oxidativo em cortex
cerebral de ratos jovens, visando uma melhor compreensdo dos mecanismos neurotdxicos

envolvidos no dano cerebral encontrado na deficiéncia da SBCAD.

1.2.2. Objetivos especificos

¢ Investigar os efeitos in vitro do 2MB e da 2MBG sobre o dano oxidativo lipidico, medido
através dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS), em cdrtex cerebral
de ratos jovens.

e Investigar os efeitos in vitro do 2MB e da 2MBG sobre o dano oxidativo proteico,
medido através da formacdo de carbonilas, em cortex cerebral de ratos jovens.

e Investigar os efeitos in vitro do 2MB e da 2MBG sobre as defesas antioxidantes néo-
enziméticas, medidas pelas concentracbes de glutationa reduzida (GSH) e oxidagdo de
grupamentos sulfidrilas, em cortex cerebral de ratos jovens.

¢ Investigar os efeitos do 2MB e da 2MBG sobre a oxidagdo direta de grupos tiois de uma

solugdo comercial de GSH na auséncia de amostra.
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Abstract
Short/branched chain acyl-CoA dehydrogenase (SBCAD) deficiency is an autosomal
recessive disorder of isoleucine metabolism biochemically characterized by
accumulation of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) and 2-methylbutyric acid (2MB).
Affected patients present predominantly neurological symptoms, whose
pathophysiology is not yet established. In the present study, we investigated the in vitro
effects of 2MBG and 2MB on important parameters of oxidative stress in cerebral cortex
of young rats. Our results show that 2MBG increased thiobarbituric acid-reactive
species (TBA-RS), indicating an increase of lipid oxidation. 2MBG also induced
sulfhydryl oxidation and decreased glutathione (GSH), indicating a reduction of
nonenzymatic brain antioxidant defenses. In contrast, 2MB did not alter any of these
parameters and 2MBG and 2MB did not affect carbonyl formation (protein damage). In
addition, 2MBG-induced increase of TBA-RS levels and decrease of GSH were
prevented by free radical scavengers, implying that reactive species were involved in
these effects. Furthermore, the decrease of GSH levels caused by 2MBG was not due
to a direct oxidative action, since this metabolite did not alter sulthydryl content from a
commercial solution of GSH. Finally, since nitric oxide production was not altered by
2MBG and 2MB, it is presumed that reactive oxygen species possibly underlay 2MBG
effects. The present data show that 2MBG induces lipid oxidative damage and reduces
the antioxidant defenses in rat brain. Therefore, it may be postulated that oxidative
stress induced by 2MBG is involved, at least in part, in the pathophysiology of the brain

damage found in SBCAD deficiency.
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1. Introduction

Short/branched chain acyl-CoA dehydrogenase (SBCAD; OMIM 600301/610006)
deficiency, also known as 2-methylbutyryl-CoA dehydrogenase deficiency or 2-
methylbutyrylglycinuria, is an autosomal recessive disorder recently reported that
affects isoleucine catabolism. SBCAD is a homotetrameric mitochondrial enzyme that
catalyzes the dehydrogenation of 2-methylbutyryl-CoA to tiglyl-CoA (Rozen et al. 1994,
Andresen et al. 2000). The disorder is biochemically characterized by tissue
accumulation and high urinary excretion of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) and 2-
methylbutyric acid (2MB). 2MBG generation occurs from the transesterification of 2MB
with glycine by the enzyme acyl-CoA glycine N-acyltransferase, reaching levels of up to
100 pg / mg creatinine in the urine of affected patients (Matern et al. 2003).

Patients affected by SBCAD deficiency present hypoglycemia, metabolic
acidosis, mental retardation, seizures, lethargy, hypotonia and delayed motor
development with muscular atrophy (Sass et al. 2008; Alfardan et al. 2010). However,
many patients may be asymptomatic for long periods, even life long, and only manifest
symptoms when under stress caused by intercurrent illness (Andresen et al. 2000;
Alfardan et al. 2010). The neuroimaging findings evidence cortical damage, white and
gray matter abnormalities, as well as global hypoxia (Gibson et al. 2000; Madsen et al.
2006; Sass et al. 2008).

Although SBCAD deficiency is characterized by neurological symptoms, the
pathogenesis of brain damage of this disease is virtually unknown. It has been
suggested that the accumulating metabolites (2MBG and 2MB) are potentially

neurotoxic, especially during crises of metabolic decompensation, where the
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concentrations of these compounds increase dramatically (Andresen et al. 2000;
Sweetman and Williams 2001; Sass et al. 2008). However, the mechanisms by which
these compounds could lead to the neurological symptoms and abnormalities
characteristic of this disorder have not yet been elucidated. Therefore, in the present
study we investigated the in vitro effects of 2MBG and 2MB on important parameters of
oxidative stress, namely thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS) levels,
carbonyl formation, sulfhydryl oxidation, glutathione (GSH) levels and nitric oxide

production in cerebral cortex of young rats.

2. Results

2.1. 2MBG induces lipid peroxidation

First, we investigated the in vitro effects of 2MBG and 2MB on TBA-RS levels in
cerebral cortex of 30-day-old rats. Figure 1 shows that 2MBG [F24) = 38.237; P <
0.001], but not 2MB, significantly increased TBA-RS levels in a dose-dependent manner
[B = 0.918; P < 0.001] at 0.5 mM and higher concentrations (up to 55 %) in brain
supernatants. We then evaluated the role of antioxidants on 2MBG-induced lipid
peroxidation. Cortical supernatants were co-incubated with the antioxidants MEL (750
pMM), GSH (750 pyM) or TRO (a-tocopherol; 7.5 uM) and 5.0 mM 2MBG. Our results
show that all antioxidants were able to fully prevent MBG-induced TBA-RS levels
increase (MEL: [Fz20) = 21.674; P < 0.001]; GSH: [F(320 = 20.632; P < 0.001]; TRO:

[Fuzs) = 31.777; P < 0.001]) (Figure 2).
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2.2. 2MBG and 2MB do not cause protein oxidation
We also observed that 2MBG and 2MB did not significantly increase carbonyl
formation (Figure 3), implying that protein oxidative damage was not elicited by these

compounds.

2.3. 2MBG diminishes nonenzymatic antioxidant defenses

Then, the nonenzymatic antioxidant defenses were examined by assessing GSH
levels and sulfhydryl oxidation. Figure 4 shows that 2MBG, but not 2MB, significantly
diminished GSH levels in cerebral cortex [Fi24) = 15.589; P < 0.001] in a dose-
dependent manner [ = -0.832; P < 0.001]. We also investigated whether MEL (750
MM) and TRO (7.5 uM) could prevent 2MBG-induced decrease of GSH content in
cerebral cortex and verified that both antioxidants totally prevented 2MBG-induced
decrease of GSH (MEL: [F(,15 = 6.427; P < 0.01]; TRO: [F2,15 = 30.175; P < 0.001])
(Figure 5).

The next set of experiments was carried out to evaluate the in vitro effects of
2MB and 2MBG on sulthydryl oxidation. We verified that 2MBG, but not 2MB,
significantly increased sulfhydryl oxidation (up to 19%) [Fi30 = 5.358; P < 0.001]

(Figure 6).

2.4. 2MBG and 2MB do not behave as direct oxidants
In order to evaluate whether 2MBG and 2MB could directly affect thiol groups in
a cell free medium, we exposed a commercial GSH solution (200 pM) to 5.0 mM 2MBG

or 2MB for 1 h in the absence of brain supernatants. Figure 7 shows that 2MBG and
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2MB did not modify GSH levels, whereas N-ethylmaleimide (NEM, 150 yM) (positive
control) markedly oxidized GSH. The data clearly indicate that 2MBG and 2MB do not

behave as direct oxidants.

2.5. 2MBG and 2MB do not induce nitric oxide production

Finally, we assessed the effects of 2MBG and 2MB on nitrate and nitrite
production. Table 1 demonstrates that 2MBG and 2MB did not induce nitrogen reactive
species generation in cortical supernatants, suggesting that the pro-oxidant effects of

2MBG were mainly due to reactive oxygen species.

3. Discussion

Although patients affected by SBCAD deficiency present neurological dysfunction
and cortical abnormalities, the pathogenesis of the brain damage in this disease is
poorly known. Therefore, in the present study we investigated the in vitro effects of
2MBG and 2MB on important parameters of oxidative stress in rat cerebral cortex in
order to clarify the pathophysiology of SBCAD deficiency.

We first observed that 2MBG, but not 2MB, significantly increased TBA-RS
levels, reflecting an induction of malondialdehyde generation, an end product of
membrane fatty acid peroxidation (Halliwell and Gutteridge 2007). Therefore, it may be
presumed that 2MBG caused lipid peroxidation in vitro. We also observed that 2ZMBG-
induced lipid oxidative damage was totally prevented by the free radical scavengers

MEL, GSH and TRO, suggesting that 2MBG provokes a prooxidant effect on membrane
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lipids from cerebral cortex mediated by reactive species generation, possibly hydroxyl
and peroxyl radicals, which are scavenged by these antioxidants.

Next, we observed that 2MBG and 2MB did not change carbonyl formation,
implying that protein oxidation was not elicited by these compounds. With regard to the
antioxidant defense system, 2MBG markedly reduced the concentrations of GSH, the
main naturally occurring antioxidant in brain and induced sulfhydryl oxidation. We also
found that MEL and TRO totally prevented 2MBG-induced decrease of GSH, probably
reflecting a role for the hydroxyl and peroxyl radicals in these effects. This assumption is
reinforced by the experiments showing that 2MBG was not able to directly oxidize thiol
groups from a commercial solution of GSH, indicating that 2MBG reduces GSH levels
via reactive species generation. Considering that endogenous GSH, the major naturally
occurring tissue brain antioxidant, is used to evaluate the nonenzymatic antioxidant
capacity of a tissue to prevent the damage associated to free radical processes, it can
be presumed that the rat cortical nonenzymatic antioxidant defenses were compromised
by 2MBG, possibly by the excessive production of free radicals elicited by this
metabolite (Halliwell and Gutteridge 2007). It cannot be also ruled out that 2MBG-
induced lipid oxidative damage may have occurred secondarily to the depleted cell
antioxidant capacity (GSH depletion).

On the other hand, 2MBG and 2MB did not induce nitrogen reactive species
formation, as determined by nitrates and nitrites generation, corroborating with our data
demonstrating that the reactive oxygen species peroxyl and hydroxyl were probably

most elicited by 2MBG.
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Since oxidative stress results from an imbalance between the total antioxidant
defenses and the reactive species generated in a tissue, our present data strongly
indicate that 2MBG, one of the major metabolites accumulating in SBCAD deficiency,
induce oxidative stress in rat cerebral cortex, a deleterious cell condition (Halliwell and
Gutteridge 2007). At this point, it should be emphasized that the brain has low cerebral
antioxidant defenses compared with other tissues (Halliwell and Gutteridge 2007), a fact
that makes this tissue more vulnerable to increased reactive species.

We used cortical supernatants in our present study because cerebral cortex is
affected in SBCAD deficiency and because these preparations are frequently used as
model systems to evaluate important pro-oxidant and antioxidant parameters of
oxidative stress (Cadenas et al. 1981; Gonzalez Flecha et al. 1991; Lores Arnaiz and
Llesuy 1993; Llesuy et al. 1994; Evelson et al. 2001; Halliwell and Gutteridge 2007). In
fact, tissue supernatants contain the whole cell machinery including preserved
organelles such as mitochondria (the major source of free radical generation) and
enzymes that are necessary for free radical production (Stocks et al. 1974; Cadenas et
al. 1981; Llesuy et al. 1994; Evelson et al. 2001; Dresch et al. 2009).

At present it is difficult to assure the pathophysiological significance of our data
since there is no information in the literature on the brain or CSF concentrations of
2MBG and 2MB in SBCAD deficiency. However, our present data indicate that oxidative
stress is induced by 2MBG and it may represent an important mechanism causing brain
damage in SBCAD deficiency. It is also presumed that 2MBG accumulates in the neural

cells of the affected individuals, because SBCAD and other enzymes of amino acid
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oxidation are expressed in rat and human brain (Willard et al. 1996; Kanavin et al.
2007).

In conclusion, to our knowledge, this is the first report showing that 2MBG that
accumulates in SBCAD deficiency provokes lipid oxidative damage and diminishes the
antioxidant defenses in the cerebral cortex. However, additional studies performed in
intact neural cells and in animal models of SBCAD deficiency are required to confirm
the role of oxidative stress in the pathophysiology of this disease. In case the in vitro
effects detected in the present study are confirmed in vivo and also in tissues from
affected patients, it is tempting to speculate that reactive species may contribute, at
least in part, to the neurological damage found in this disorder. Finally, it may be
proposed that the administration of antioxidants may be considered as an adjuvant

therapy for these patients, especially during metabolic crises.

4. Experimental Procedure

4.1. Animals and Reagents

Wistar male rats of 30 days of life obtained from the Central Animal House of the
Department of Biochemistry, ICBS, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil, were used. The animals were maintained on a 12:12 h light / dark
cycle (lights on 07.00-19.00 h) in air conditioned constant temperature (22 + 1 °C)
colony room, with free access to water and 20 % (w/w) protein commercial chow
(SUPRA, Porto Alegre, RS, Brazil). The experimental protocol was approved by the

Ethics Committee for animal research of the Federal University of Rio Grande do Sul,
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Porto Alegre, Brazil, and followed the EC Directive 86/609/ECC and the Principles of
Laboratory Animal Care (NIH publication 85-23, revised 1996). All efforts were made to
minimize the number of animals used and their suffering.

All chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA), except for
2MBG which was prepared by Dr. Ernesto Brunet (Universidad Autonoma, Madrid,
Spain) with 99 % purity. 2MB and 2MBG solutions were prepared on the day of the
experiments in the incubation medium used for each technique and pH was adjusted to
7.4. TBA-RS, carbonyl formation, sulfhydryl content and nitric oxide production were
measured with a double-beam Hitachi U-2001 spectrophotometer, whereas GSH levels

were measured in a Hitachi F-2000 fluorescence spectrophotometer.

4.2. Cerebral cortex preparation

On the day of the experiments the rats were sacrificed by decapitation without
anaesthesia and the brain was rapidly excised on a Petri dish placed on ice and the
blood and external vessels were carefully removed. The olfactory bulbs, pons, medulla
and striatum were discarded, and the cerebral cortex was dissected, weighed and
separately homogenized in 10 volumes (1:10, w/v) of 20 mM sodium phosphate buffer,
pH 7.4, containing 140 mM KCIl. The homogenates of the brain structure were
centrifuged at 750 g for 10 min at 4 °C to discard nuclei and cell debris (Evelson et al.
2001). The pellet was discarded and cortical supernatants, corresponding to a
suspension of mixed and preserved organelles, including mitochondria, were separated
and incubated at 37 °C for 1 h with 2MBG or 2MB (0.1 - 5 mM). Controls did not contain

the metabolites in the incubation medium. In some experiments, antioxidants were used
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at the following concentrations: 750 yM melatonin (MEL), 750 yM GSH and 5.0 or 7.5
MM trolox (TRO, soluble analogue of a-tocopherol). Immediately after incubation,

aliquots were taken to measure biochemical parameters.

4.3. Thiobarbituric Acid-Reactive Substances (TBA-RS)

TBA-RS was determined according to the method of Esterbauer and Cheeseman
(1990). Briefly, 300 pL of 10 % trichloroacetic acid were added to 150 pyL of pre-
incubated cerebral cortex supernatants and centrifuged at 3000 g for 10 min. Three
hundred microliters of the supernatants were transferred to a pyrex tube and incubated
with 300 pL of 0.67% TBA prepared in 7.1% sodium sulphate in a boiling water bath for
25 min. The tubes containing the mixture were allowed to cool on running tap water for
5 min. The resulting pink-stained TBA-RS was determined in a spectrophotometer at
532 nm. A calibration curve was performed using 1,1,3,3-tetramethoxypropane and
each curve point was subjected to the same treatment as supernatants. TBA-RS values

were calculated as nmol / mg protein and expressed as percentage of control.

4.4. Protein carbonyl content

Protein carbonyl formation, a marker of protein oxidative damage, was measured
spectrophotometrically according to Reznick and Packer (1994). Two hundred
microliters of the aliquots from the pre-treated supernatants were treated with 400 pL of
10 mM 2,4-dinitrophenylhidrazine (DNPH) dissolved in 2.5 N HCI or with 2.5 N HCI
(blank) and left in the dark for 1 h. Samples were then precipitated with 600 uL 20 %

trichloroacetic acid and centrifuged for 5 min at 9000 g. The pellet was then washed
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with 1 mL ethanol:ethyl acetate (1:1, v/v) and dissolved in 550 pyL of 6 M guanidine
prepared in 2.5 N HCl at 37 °C for 5 min. The difference between the DNPH-treated and
HCl-treated samples (blank) was used to calculate the carbonyl content determined at
365 nm. The results were calculated as nmol of carbonyl groups / mg of protein using
the extinction coefficient of 22,000 x 10° nmol / mL for aliphatic hydrazones and

expressed as percentage of control.

4.5. Reduced glutathione (GSH) concentrations

GSH concentrations were measured according to Browne and Armstrong (1998).
30 uL from the pre-treated supernatants were diluted with 70 yL of 100 mM sodium
phosphate buffer, pH 8.0, containing 5 mM EDTA. This preparation was incubated with
o-phthaldialdehyde (1 mg / mL methanol) at room temperature during 15 min.
Fluorescence was measured using excitation and emission wavelengths of 350 and 420
nm, respectively. Calibration curve was prepared with standard GSH (0.001-1 mM) and
the concentrations were calculated as nmol / mg protein and represented as percentage

of control.

4.6. Sulfhydryl content

This assay is based on the reduction of 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB) by thiols, generating a yellow derivative (TNB), whose absorption is measured
spectrophotometrically at 412 nm (Aksenov and Markesbery 2001). Briefly, 160 yL of
pre-treated supernatants were incubated at 37 °C for 1 h with MB or MBG. Then 980 pL

of PBS buffer, pH 7,4, and 30 pL of 10 mM DTNB prepared in 0.2 M potassium
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phosphate solution, pH 8.0, were added. This was followed by 30 min incubation at
room temperature in a dark room. Absorption was measured at 412 nm. The sulfhydryl
content is inversely correlated to oxidative damage to proteins. Results were calculated

as nmol / mg protein and represented as percentage of control.

4.7. Nitric oxide production

Nitric oxide production was determined by measuring its derivatives nitrate
(NO3 ) and nitrite (NO, ) according to Miranda and colleagues (2001). Vanadium
chloride (200 pL) was added to the tube containing 200 pyL of 2MBG or 2MB pre-treated
cerebral cortex supernatants for complete reduction of nitrate to nitrite. Then, 200 pL of
Griess reagent (a mixture of N-1-naphtylethylenediamine dihydrochloride and
sulfanilamide) were added and the tube was incubated for 30 min at 37 °C in a water
bath in a dark room. The resulting pink-stained pigment was determined in a
spectrophotometer at 540 nm. A calibration curve was performed using sodium nitrate
(2.5-100 pM) and each curve point was subjected to the same treatment as
supernatants. Nitric oxide production values were calculated as nmol / mg protein and

represented as percentage of control.

4 .8. Protein determination

Protein content was determined in cerebral cortex supernatants by the method of

Lowry and colleagues (1951), using bovine serum albumin as a standard.

4.9. Statistical analysis
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Results are presented as mean + standard deviation. Assays were performed in
duplicate or triplicate and the mean was used for statistical calculations. Data were
analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the post-hoc
Duncan multiple range test when F was significant. Linear regression analysis was also
used to test dose-dependent effects. Only significant F values are shown in the text.
Differences between groups were considered significant at P<0.05. All analyses were
carried out in an IBM-compatible PC computer using the Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS) software.
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Legends to figures

Figure 1. In vitro effects of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) (A) and 2-methylbutyric acid
(2MB) (B) on thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS) in rat cerebral cortex.
Values are means + standard deviation for six independent experiments performed in
triplicate and expressed as percentage of controls (Controls [nmol.mg protein™] A: 1.18
+0.19; B: 1.09 £ 0.06). **P < 0.01, ***P < 0.001, compared to controls (Duncan multiple
range test).

Figure 2. In vitro effects of the antioxidants melatonin (MEL; 750 pM) (A), reduced
glutathione (GSH; 750 pM) (B) and trolox (TRO; 7.5 uM) (C) on 5 mM 2-
methylbutyrylglycine  (2MBG)-induced increase of thiobarbituric-acid reactive
substances (TBA-RS) in rat cerebral cortex. Values are means + standard deviation for
four independent experiments performed in triplicate and expressed as percentage of
controls (Controls [nmol.mg protein™] A: 0.65 + 0.11; B: 0.65 + 0.11; C: 0.90 + 0.20).
**P < 0.001 compared to controls; P < 0.001 compared to 2MBG (Duncan multiple
range test).

Figure 3. In vitro effects of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) (A) and 2-methylbutyric acid
(2MB) (B) on carbonyl formation in rat cerebral cortex. Values are means + standard
deviation for six independent experiments performed in triplicate and expressed as
percentage of controls (Controls [nmol.mg protein™] A: 4.01 + 0.72; B: 2.88 + 0.59). *P <
0.05, *P < 0.01, ***P < 0.001, compared to controls (Duncan multiple range test).
Figure 4. In vitro effects of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) (A) and 2-methylbutyric acid
(2MB) (B) on glutathione (GSH) concentrations in rat cerebral cortex. Values are means

+ standard deviation for six independent experiments performed in triplicate and
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expressed as percentage of controls (Controls [nmol.mg protein™] A: 9.41 + 1.32; B:
8.51 + 1.33). *P < 0.05, *P < 0.01, ***P < 0.001, compared to controls (Duncan multiple
range test).

Figure 5. In vitro effects of the antioxidants melatonin (MEL; 750 uM) (A) and trolox
(TRO; 5 uyM) (B) on 5 mM 2-methylbutyrylglycine (2MBG)-induced decrease of
glutathione (GSH) levels in rat cerebral cortex. Values are means + standard deviation
for four independent experiments performed in triplicate and are expressed as
percentage of controls (Controls [nmol . mg protein™] A: 4.71 + 0.84; B: 8.51 + 1.33). **P
< 0.01, **P < 0.001, compared to controls; P < 0.01, compared to 2MBG (Duncan
multiple range test).

Figure 6. In vitro effects of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) (A) and 2-methylbutyric acid
(2MB) (B) on sulfhydryl oxidation in rat cerebral cortex. Values are means + standard
deviation for six independent experiments performed in triplicate and expressed as
percentage of controls (Controls [nmol.mg protein™] A: 79.4 + 11.0; B: 50.6 + 15.0). **P
< 0.01, **P < 0.001, compared to controls (Duncan multiple range test).

Figure 7. In vitro effects of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) and 2-methylbutyric acid
(2MB) on commercial reduced glutathione (GSH). Values are means + standard
deviation for three independent experiments performed in triplicate and are expressed
as percentage of controls. GSH (200 uM) oxidation was measured in the absence of
brain tissue. Control: 5805 + 545 fluorescence units. **P < 0.001, compared to control

(Duncan multiple range test). NEM — N-ethylmaleimide (positive control).
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Table 1

Table 1. In vitro effect of 2-methylbutyrylglycine (2MBG) and 2-methylbutyric acid (2MB)

on nitric oxide production in rat cerebral cortex supernatants

Nitric oxide production

Control 2.5 mM 50mM
2MBG 100 +29.9 88.6 + 26.2 101.6 + 27.6
2MB 100 + 0.26 1156 +1.70 92.4+0.30

Values are means + standard deviation of five to six independent experiments
performed in triplicate and expressed as percentage of controls (Controls [nmol / mg
protein]: 2MBG: 2.99 = 0.89; 2MB: 1.65 = 0.26). No significant differences were

detected (one-way ANOVA).
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111.1. DISCUSSAO

A deficiéncia da SBCAD é um erro inato do metabolismo de heranca autossémica
recessiva que afeta o catabolismo da isoleucina. Devido ao defeito enzimético, os pacientes
apresentam acumulo do 2MB e da 2MBG nos tecidos e liquidos bioldgicos (MATERN et al.,
2003).

Apesar de esse disturbio ser caracterizado por sintomas neurol6gicos severos, tais como
retardo mental, convulsdes e letargia (SASS et al., 2008; ALFARDAN et al., 2010), a
patogénese do dano cerebral dessa doenca é praticamente desconhecida. Tem sido sugerido que
os metabdlitos acumulados sdo potencialmente neurotoxicos, especialmente durante as crises de
descompensacdo metabdlica, onde as concentraces desses compostos aumentam
dramaticamente (KANAVIN et al.,, 2007). Com o objetivo de esclarecer 0s mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos na deficiéncia da SBCAD que comprometem o sistema nervoso
central dos pacientes afetados, o presente estudo avaliou o efeito destes metabdlitos sobre
importantes pardmetros de estresse oxidativo em cdrtex cerebral de ratos jovens.

Inicialmente, verificamos que a 2MBG, mas ndo o 2MB, aumentou significativamente os
niveis de TBA-RS a partir da concentracdo de 0,5 mM. A medida de TBA-RS reflete a
quantidade de MDA formado, um produto da oxidacdo de &cidos graxos poliinsaturados de
lipidios complexos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007a). O MDA é altamente toxico, ja que
reage com proteinas causando alteracbes em residuos de aminoacidos e formando ligacbes
cruzadas intra e intermoleculares, bem como com o DNA provocando mutagdes (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007c). Portanto, o aumento na medida desse pardmetro provocado pela
2MBG indica que este metabdlito induz peroxidacdo lipidica in vitro em cerebro de ratos.

Observamos ainda que a peroxidacao lipidica causada pela 2MBG foi totalmente prevenida pelos
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antioxidantes MEL, GSH e TRO, indicando o envolvimento dos radicais hidroxila e peroxila
neste efeito, j& que esse radicais sdo sequestrados com alta eficiéncia pelos antioxidantes
utilizados.

A seguir, observamos que tanto o 2MB quando a 2MBG ndo alteraram a formacgéao de
grupamentos carbonilas, sugerindo que estes metabdlitos ndo induzem oxidacdo proteica, j& que
grupos carbonilas (aldeidos e cetonas) sdo produzidos principalmente por oxidagdo de
aminoacidos, por clivagem oxidativa ou entdo por reacbes com agucares (DALLE-DONE et al.,
2003).

Com relacdo ao sistema de defesa antioxidante, foi observado que apenas a 2MBG, na
concentracdo de 0,1 mM, reduziu os niveis de GSH, o principal antioxidante ndo-enzimético
intracelular do cérebro, e induziu a oxidacdo de grupamentos sulfidrilas. Os antioxidantes MEL e
TRO preveniram a reducdo dos niveis de GSH induzidos por 2MBG, refletindo o provavel
envolvimento dos radicais hidroxila e peroxila também nesse efeito. Ainda, tanto o 2MB quanto
a 2MBG ndo foram capazes de oxidar uma solucdo comercial purificada de GSH na auséncia de
tecido cerebral, indicando que a 2MBG reduz as concentracdes de GSH pela geracdo de espécies
reativas. Considerando que a GSH enddgena é utilizada para avaliar a capacidade antioxidante
ndo-enzimatica dos tecidos, pode-se presumir que as defesas antioxidantes do cérebro foram
comprometidas pela 2MBG (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007b). Além disso, é concebivel
que o dano oxidativo a lipidios induzido por 2MBG ocorreu secundariamente a diminuigdo dos
niveis de GSH, ja que a adicdo de GSH nos experimentos de avaliacdo dos niveis de TBA-RS
preveniu totalmente a peroxidacdo lipidica induzida por 2MBG.

Por outro lado, 0 2MB e a 2MBG néo induziram a formacéo de especies reativas de

nitrogénio, determinado pela geracdo de nitratos e nitritos. Esse resultado sugere que espécies
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reativas de nitrogénio ndo estdo envolvidas nos efeitos toxicos exercidos pela 2MBG e reforca
nossos achados que demonstraram que os radicais peroxila e hidroxila estdo principalmente
envolvidos no dano oxidativo induzido por 2MBG.

Uma vez que o estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes totais e as espécies reativas geradas em um tecido, nossos resultados indicam que a
2MBG induz estresse oxidativo em cérebro de ratos, uma condicdo deletéria a célula
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007c). Neste particular, deve ser enfatizado que o cérebro
possui poucas defesas antioxidantes quando comparado com outros tecidos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1996), o que faz com que este tecido seja mais vulneravel ao aumento da
producdo de espécies reativas. De fato, 0 estresse oxidativo tem sido implicado na fisiopatologia
de varias doencas neurodegenerativas comuns, tais como as doencas de Parkinson e de
Alzheimer, bem como em epilepsia e na desmielinizagio (BOGDANOV et al., 2001; MENDEZ-
ALVAREZ et al., 2001; KARELSON et al., 2001; BEHL & MOOSMANN, 2002a,b;
ANDRESEN JK, 2004; STOY et al., 2005; BERG & YOUDIM, 2006; MANCUSO et al., 2006;
MORAIS VA & DE STROOPER B, 2010).

E dificil estabelecer a importancia fisiopatoldgica dos resultados aqui apresentados, visto
que as concentrages cerebrais de 2MB e 2MBG ainda ndo estdo estabelecidas. Contudo, é
importante salientar que os efeitos exercidos pela 2MBG ocorreram com concentragdes
relativamente baixas (0,1 mM e concentragcdes maiores). Alem disso, é possivel que niveis mais
elevados de 2MB e 2MBG no cérebro sejam alcancados durante crises de descompensagédo
catabolica (jejum ou situagdes de estresse catabolico), que se caracterizam por intensa proteolise.
Concluindo, relatamos pela primeira vez que a 2MBG, metabdlito acumulado na deficiéncia da

SBCAD, induz dano oxidativo em cortex cerebral de ratos, sugerindo que o acumulo de

61



metabdlitos com agdes neurotdxicas pode estar envolvido na fisiopatologia do dano neurolégico
encontrado nos pacientes acometidos por essa doenga. Por outro lado, nossos resultados devem
ser interpretados com cautela, sendo necessarios mais estudos focando na investigacdo dos
efeitos in vitro do 2MB e da 2MBG, bem como o estudo de seus efeitos em outros modelos
animais (modelos in vivo) e em celulas e/ou plasma de pacientes. A confirmacdo do possivel
envolvimento de espécies reativas no dano neuroldgico caracteristico da deficiéncia da SBCAD
também pode levar ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a prevencdo e

tratamento dos pacientes afetados pela mesma, tais como o uso de antioxidantes.
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I11.2. CONCLUSOES

e A 2MBG, mas ndo 0 2MB, induziu peroxidacdo lipidica em cortex cerebral de ratos,
refletida pelo aumento dos niveis de TBA-RS.

e A inducdo de lipoperoxidacdo pela 2MBG foi totalmente prevenida por MEL, GSH e
TRO, indicando o envolvimento de radicais hidroxila e peroxila neste efeito.

e O 2MB e a 2MBG né&o induziram dano oxidativo proteico em cortex cerebral de ratos,
visto que estes metabolitos ndo alteraram a formacéo de grupamentos carbonilas.

e Apenas a 2MBG reduziu as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas em cértex cerebral de
ratos, evidenciado pela diminuicdo das concentracdes de GSH e aumento na oxidacdo de
grupamentos sulfidrilas.

e A reducdo dos niveis de GSH causada por 2MBG foi prevenida por MEL e TRO,
indicando o envolvimento de radicais hidroxila e peroxila neste efeito.

e O 2MB e a 2MBG ndo alteraram a oxidacdo dos grupamentos tidis em uma solugdo
comercial de GSH na auséncia de tecido cerebral, sugerindo estes metabdlitos ndo atacam
diretamente esses grupamentos.

e O 2MB e a 2MBG ndo induziram a formacdo de espécies reativas de nitrogénio em
cortex cerebral de ratos, visto que os niveis de nitratos e nitritos ndo foram alterados.

e A analise conjunta dos resultados indica que a 2MBG provoca estresse oxidativo in vitro

em cortex cerebral de ratos jovens.
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111.3. PERSPECTIVAS

1) Investigar os efeitos in vitro do 2MB e da 2MBG sobre parametros de metabolismo
energético em cértex cerebral de ratos;

2) Investigar os efeitos in vitro do 2MB e da 2MBG sobre pardmetros de metabolismo
energeético e estresse oxidativo em estriado de ratos;

3) Investigar os efeitos da administracdo intracerebroventricular do 2MB e da 2MBG sobre
parametros de estresse oxidativo e metabolismo energético em cortex cerebral e estriado de ratos.

4) Estudar os efeitos do &cido 2MB e da 2MBG sobre a viabilidade, proliferacdo e funcao

mitocondrial de células neuronais e gliais cultivadas de cérebro de ratos.
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