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Resumo

Introducédo: A deficiéncia da enzima S-adenosil-homocisteina hidrolase € um erro
inato do metabolismo do ciclo da ureia, e 0s pacientes apresentam creatina quinase
sérica e atividade de transaminases elevadas, hipermetioninemia, bem como altas
concentracfes  sanguineas de  S-adenosilmetionina  (AdoMet) e @S-
adenosilhomocisteina. As manifestacdes clinicas incluem atraso psicomotor,
epilepsia, microcefalia, hipomielinizacdo, miopatia, hepatopatia e defeitos de
coagulacdo. Intervencdes alimentares para melhorar a qualidade de vida dos
pacientes ndo sao eficazes, indicando a urgéncia do esclarecimento da
fisiopatologia envolvida nesta doenca. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho
foi investigar os efeitos in vitro da administracdo de AdoMet sobre parametros de
estresse oxidativo em figado de ratos jovens e avaliar os danos causados.

Métodos: Foram utilizados ratos Wistar machos com trinta dias de vida, que foram
eutanasiados e o figado foi isolado e homogeneizado para obtencdo do
sobrenadante, o qual foi incubado por 1 hora com AdoMet em diferentes
concentragbes (2-4mM), para posterior avaliagdo dos parametros de homeostase

redox.



Resultados: A AdoMet induziu aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (oxidacdo de 2'7'-diclorofluresceina), lipoperoxidacdo (niveis de
malondialdeido, MDA), e oxidag¢do proteica (formacédo de grupamentos carbonila),
além de reduzir os niveis defesas antioxidantes (niveis de glutationa reduzida,
GSH). Além disso, o aumento dos niveis de MDA e a reducédo dos niveis de GSH
pela AdoMet foram atenuados pelo antioxidante melatonina.

Conclusédo: O presente estudo demonstrou que a AdoMet, o principal metabdlito
acumulado na deficiéncia da S-adenosil-homocisteina hidrolase, induz estresse
oxidativo em figado de ratos jovens, representando um possivel mecanismo

deletério do dano hepético nessa doenca.

Palavras-chave: Deficiéncia da  S-adenosil-homocisteina  hidrolase, S-

Adenosilmetionina, estresse oxidativo, melatonina, figado, ratos

Abstract

Introduction: The deficiency of the enzyme S-adenosylhomocysteine hydrolase is
an inborn error of metabolism of the urea cycle, and patients present elevated serum
creatine kinase and transaminase activity, hypermethioninemia, as well as high
blood concentrations of S-Adenosylmethionine (AdoMet) e S-Adenosylhomocystein.
Clinical manifestations include psicomotor delay, epilepsy, microcephaly,
hipomielization, myopathy, hepatopathy and coagulation defects. Dietary
interventions to improve patient outcomes have failed, indicating the urgency of
clarifying the pathophysiology involved in this disease. The aim of the present work
was to investigate the in vitro effects of AdoMet administration on oxidative stress
parameters in rat liver and to evaluate the damage caused.

Methods: Thirty-day-old Wistar rats were used, euthanized and the liver was
isolated and homogenized to obtain the supernatant. After 1 hour of incubation with
AdoMet (2-4mM), the redox homeostasis parameters were evaluated.

Results: AdoMet induced an increase in the production of reactive oxygen species
(2',7'-dicloroflurescein oxidation), lipid peroxidation (malondialdehyde levels, MDA)
and protein oxidation (formation of carbonyl groups), besides reducing the levels of
tissue antioxidant defenses (reduced glutathione levels, GSH). The increase in MDA
concentrations and the reduction of GSH levels by AdoMet were attenuated by the

use of melatonin.



Conclusion: The present study demonstrates that AdoMet, the major metabolite
that accumulates in S-adenosylhomocysteine hydrolase deficiency, induces
oxidative stress in liver of young rats, representing a possible deleterious mechanism

of hepatic damage in this disease.

Keywords: S-adenosylhomocysteine hydrolase deficiency, S-Adenosylmethionine,

oxidative stress, melatonin, liver, rats



INTRODUCAO

A deficiéncia da enzima S-adenosil-homocisteina (AdoHcy) hidrolase é um
erro inato do metabolismo primeiramente descrito por Gaull e colaboradores *. Essa
enzima catalisa a hidrolise de AdoHcy em adenosina (Ade) e homocisteina, sendo
uma importante rota de eliminacdo da AdoHcy formada como um produto de
metiltransferases dependentes de S-adenosilmetionina (AdoMet). A hidrélise da
AdoHcy é fundamental para a regulacao do ciclo de transsulfuragdo-transmetilacéo,
gue regula o aporte de metionina (Met) e distribuicdo de grupos metil. Em pacientes
com deficiéncia da AdoHcy hidrolase ocorre 0 acumulo dos metabodlitos AdoHcy,
AdoMet e Met 23,

O primeiro paciente diagnosticado com a deficiéncia da AdoHcy hidrolase
apresentou atraso no desenvolvimento psicomotor, atrofia da substancia branca e
hipomielinizacdo, hipotonia acentuada e disfuncdo hepéatica. Desde a caracterizacao
da doenca, foram relatados na literatura até o momento 10 pacientes, com
manifestacdes clinicas predominantes de atraso psicomotor e de desenvolvimento,
epilepsia, microcefalia, hipomielinizacdo, miopatia, hepatopatia e defeitos de
coagulacéo (deficiéncia de fator VII) 35,

Estudos anteriores ja demonstram que a AdoMet induz estresse oxidativo
em tecido cerebral de ratos jovens %7. Apesar da grave disfuncdo neuroldgica
observada nos pacientes acometidos por essa doenca !, os mecanismos do dano
em outros tecidos ndo sdo esclarecidos. Aléem disso, ndo existem trabalhos
avaliando os efeitos da AdoMet em figado de ratos, 6rgdo fundamental para a
metabolizacdo do metabdlito. Por estas razdes, o objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos in vitro da AdoMet sobre paradmetros de estresse oxidativo em

figado de ratos.

METODOS

Animais e reagentes

Foram utilizados ratos Wistar com trinta dias de vida, obtidos do Biotério do
Departamento de Bioquimica, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS - Brasil. Os animais foram mantidos em ciclo de claro/escuro

12/12h (07:00 - 19:00h) em salas de colbnia com temperatura constante e ar



condicionado (22 ° C + 1 ° C), com livre acesso a agua e comida comercial de
proteina 20% (p / p) (SUPRA, Porto Alegre, RS, Brasil). O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil e seguiu os “Principios de Cuidado com
Animais de Laboratério” (publicacdo do NIH 85-23, revisada em 1996). Todos os
esforcos foram feitos para minimizar o numero de animais utilizados e seu
sofrimento.

Os produtos quimicos utilizados foram comprados da Sigma (St. Louis, MO,
EUA). A AdoMet, reagentes e tampdes necessarios foram preparados no dia dos
experimentos para cada técnica e o pH ajustado em 7,4. As concentrac¢des finais da
AdoMet no meio variaram de 2 a 4 mM. Os controles ndo continham o metabdlito no
meio de incubacdo. Em alguns experimentos, o antioxidante melatonina (MEL) foi

adicionado ao meio de incubacéo na concentracao final de 1 mM.

Preparacdo do sobrenadante de figado

Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo. O figado foi removido, isolado
e homogeneizado em nove volumes (1:10 p/v) em tampao de fosfato de sédio 20
mM, contendo 140 mM de KCI, pH 7,4. O homogeneizado foi centrifugado a 750 x g
por 10 minutos a 4 °C para descartar nlcleos e restos celulares 8. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante contendo mitocéndria foi separado e usado para as
medidas.

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

O TBA-RS foi realizado de acordo com o método de Esterbauer e
Cheeseman °. Resumidamente, 300uL de acido tricloroacético (TCA) a 10% foram
adicionados a 150 pL de sobrenadantes de figado previamente tratados e
centrifugado a 3.000g por 10min. Foram transferidos 300uL do sobrenadante para
um tubo e incubados com 300uL de 0,67% de TBA em 7,1% de sulfato de sédio em
banho maria fervente por 25 min. Os tubos contendo a mistura foram deixados
esfriar em agua por 5 min. A absorcdo da coloragcédo rosa adquirida foi lida em um
espectrofotbmetro a 532 nm. A curva de calibracdo foi feita usando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo tratamento que

as amostras. Os valores de TBA-RS foram calculados como nmol / mg de proteina.



Contetdo de grupamentos sulfidrilas

O ensaio foi realizado de acordo com o método Aksenov e Markesbery 19, a
partir da reducdo do reagente de cor (DTNB) pelos grupos tiol, gerando um
composto de coloragdo amarela (TNB) cuja absorcdo € medida
espectrofotometricamente a 412nm. Os sobrenadantes de figado (quantidade mg de
proteina) foram incubados com DTNB 10 mM por 30 min a temperatura ambiente
em uma sala escura. O conteudo de sulfidrila foi calculado como nmol TNB por

miligrama de proteina.

Contetdo de grupamentos carbonilas

O contetdo de grupos carbonilas foi medido de acordo com o método
Reznick e Packer !, iniciando com a adicdo de 400 uyL de 10 mM 2,4-nitrofenil-
hidrazina (DNPH) dissolvida em HCI 2,5 N ou com HCI 2,5 N (no branco) a 200 yL
de sobrenadante de figado previamente tratado e deixada no escuro por 1 hora.
Foram adicionadas as amostras 600 yL de TCA 20% e centrifugadas por 5 minutos
a 10.000 x g. O sedimento foi lavado com 1 mL de etanol:acetato de etila (1: 1, V /
V) e resuspendido em 550 yL de guanidina 6 M preparada em HCI 2,5 Na 37 ° C
por 5 min. A diferenca de absorbancia entre as amostras tratadas com DNPH e
tratadas com HCI (branco) foram usadas para o calculo, determinado a 365 nm. Os
resultados foram calculados como nmol de grupos carbonila / mg de proteina,
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 22.000 x 108 nmol / mL para

hidrazonas alifaticas.

Conteldo de glutationa reduzida (GSH)

As concentragcbes de GSH foram medidas de acordo com Browne e
Armstrong 2. O sobrenadante de figado previamente tratado foi diluido em 20
volumes de (1:20, V/V) tampéao fosfato de s6dio 100 mM pH 8,0, contendo 5 mM de
EDTA. 100 pyL desta preparacdo foram incubados com um volume igual de o-
ftaldialdeido (1 mg / mL de metanol) a temperatura ambiente durante 15 minutos. A
fluorescéncia foi medida usando comprimentos de onda de excitacdo e emisséo de
350 nm e 420 nm, respectivamente. A curva de calibracéo foi preparada com GSH

padrao (0,001- 1 mM) e os resultados expressos em nmol / mg de proteina.



Oxidacéao de diclorofluoresceina

A producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi avaliada de acordo
com Lebel e colaboradores 13, usando diacetato de 2 ', 7'- diclorofluoresceina (DCF-
DA). DCF-DA (5 uM) foi preparado em 20 mM de sodio tampao fosfato, pH 7,4,
contendo KCI 140 mM e incubado com sobrenadante de figado por 60 min a 37 ° C.
DCF-DA é hidrolisado enzimaticamente por esterases intracelulares para formar
DCFH néo fluorescente, que € oxidado na presenca de ERO, formando o composto
fluorescente 2 ', 7'-diclorofluoresceina (DCF). A fluorescéncia foi medida usando
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 480 e 535 nm, respectivamente.
Uma curva de calibracéo foi preparada com DCF (0,25 a 10 mM). Os resultados

foram expressos em pmol DCF / mg de proteina.

Determinacao de proteinas
O conteudo de proteinas foi determinado pelo método de Lowry et al. 4,

usando albumina bovina como padrao.

Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Os ensaios
foram feitos em duplicata ou triplicata, e a média usada para andlise estatistica. Os
dados foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post hoc de
Duncan. Diferencas entre os grupos foram consideradas quando P < 0,05. As
analises foram feitas usando o software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versao 20.0.

RESULTADOS

AdoMet provocou dano oxidativo lipidico e proteico em figado de ratos
Inicialmente, observamos que a AdoMet aumentou acentuadamente o0s niveis
de MDA no homogeneizado de figado de ratos com 30 dias de vida, nas
concentracbes de 2 mM e 4 mM (Figura 1). Esse aumento indica que a AdoMet
causa dano oxidativo lipidico, visto que o MDA é um produto final da reacdo de
peroxidacdo de acidos graxos poli-insaturados de membrana.
A AdoMet também aumentou significativamente a formacdo de carbonilas

(Figura 2 A), mas néo alterou a formacgao de sulfidrilas (Figura 2 B). O grupamento



carbonila € um marcador da oxidacdo proteica, principalmente na presenca de
radicais livres. Dessa forma, nossos resultados indicam que a AdoMet causou

seletivamente dano oxidativo as proteinas em figado.

AdoMet diminui as defesas antioxidantes em figado de ratos

Em seguida, observamos que a AdoMet diminuiu significativamente as
concentragcbes de GSH (Figura 3), o principal antioxidante ndo enzimético,
implicando em um comprometimento das defesas antioxidantes pela presenca

desse metabdlito.

AdoMet induz producao de espécies reativas de oxigénio em figado de ratos
Também investigamos se a AdoMet poderia induzir a geracdo de espécies
reativas, que poderia explicar o dano oxidativo as proteinas e lipidios, bem como a
reducdo das defesas antioxidantes. Assim, avaliamos a producdo de EROs,
determinada pela oxidacédo de DCFH. Corroborando com os resultados anteriores, a
AdoMet aumentou significativamente a oxidagdo do DCFH, indicando que ocorreu a

formacéo de EROs (Figura 4).

MEL preveniu a lipoperoxidagédo e diminuicdo de GSH induzidas por AdoMet
em figado de ratos

Visto que a AdoMet induziu a formacdo de EROs, nés testamos se o0
antioxidante melatonina (MEL) poderia inibir a peroxidacao lipidica e a diminuicéo
dos niveis de GSH causadas pelo metabdlito. Observamos que a MEL preveniu
parcialmente o aumento de MDA induzido por AdoMet (Figura 5 A), bem como a
diminuicdo de GSH (Figura 5 B), indicando que existe o envolvimento de EROs nos

efeitos observados na presenca do metabdlito.

DISCUSSAO

Embora os pacientes afetados pela deficiéncia de S-adenosil-homocisteina
hidrolase apresentem predominantemente disfuncéo neuroldgica, epilepsia e atrofia
cortical %, os mecanismos subjacentes envolvidos na fisiopatologia desta doenca
ainda ndo foram estabelecidos, e os danos em outros tecidos como o figado néo

sdo conhecidos.



Portanto, no presente estudo, utilizamos sobrenadantes de homogeneizado
de figado de ratos para a determinacdo de parametros da homeostase
redox, testamos a hipétese de que o dano nas células hepaticas desses pacientes
poderia ser atribuido a toxicidade dos metabdlitos acumulados, mais particularmente
da AdoMet. Os sobrenadantes de tecidos utilizados no estudo contém toda estrutura
celular 8, incluindo mitocéndrias e enzimas necessarias para a producéo de radicais
livres.

A melatonina (MEL) apresenta propriedades antioxidantes, e diversos
estudos tém investigado o papel desse antioxidante em trabalho envolvendo
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) 27. Ja foi observada a
potente acdo desse neurohorménio como sequestrador de radical hidroxil, radical
anion superoéxido, radical monoxido de nitrogénio, oxigénio molecular e perdxido de
hidrogénio. O nitrogénio na estrutura dessa molécula é um elemento importante e
necessario para interagir com espécies reativas formando um composto
sequestrador e excretado na urina >16, Visto isso, a MEL foi utilizada em alguns
experimentos a fim de verificar sua capacidade de prevencao aos possiveis danos
causados.

Em relacdo a producdo de MDA (malonildialdeido), um produto final da
oxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados de membrana '/, observou-se que o
AdoMet induziu um aumentou significativo, demonstrando possivel deterioracdo da
membrana celular. Acredita-se que o0 acumulo dos produtos formados na
lipoperoxidacdo aumenta a rigidez e diminui a eficiéncia funcional da membrana
causando o envelhecimento gradual das células 81°, Além disso, o dano oxidativo
lipidico induzido pelo AdoMet diminuiu na presenca de MEL, sugerindo que a
AdoMet induz ataque oxidativo aos lipidios da membrana.

As defesas antioxidantes foram comprometidas pela AdoMet como foi
verificado pela diminuicdo das concentragcbes de GSH, que € considerado um
indicador da capacidade antioxidante ndo enzimatica de um tecido, impedindo
danos associados aos processos de radicais livres 7. Quando a MEL foi incubada
com a AdoMet, observamos uma redugcdo menos acentuada nas concentracdes de
GSH, demonstrando que esse antioxidante apresentou efeitos benéficos contra a
toxicidade in vitro da AdoMet.

Para verificar o dano proteico, foi realizada a dosagem do conteddo de

carbonilas e sulfidrilas. A AdoMet induziu um aumento na formacao de contetdo de



carbonilas e ndo apresentou alteracao significativa no conteudo de sulfidrilas. Esses
dados sugerem dano as proteinas, devido ao aumento de grupamentos carbonilas
nas cadeias laterais das proteinas, sendo considerado um marcador de oxidacao
proteica mediada por radicais livres 2.

Em relacédo a avaliacdo de EROs, nossos dados demonstram que a AdoMet
aumentou a oxidacdo de DCFH, que é convertida em DCF por radicais livres. Todos
0s componentes celulares sédo susceptiveis as EROs, que quando produzidos em
altas concentracdes ou quando as defesas antioxidantes estdo deficientes, podem
causar dano a biomoléculas. O desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes é
descrito como estresse oxidativo, e pode representar um mecanismo fundamental
envolvido em doencas humanas 1.

O aumento na producdo de EROs pode levar a modificagbes em
aminoacidos, resultando em mudancas conformacionais em proteinas, que como
consequéncia pode levar a alteracfes de atividades enziméaticas, quebra de ligacdes
peptidicas, bem como modificacdes em glicoproteinas 1.

Os resultados obtidos indicam fortemente que o AdoMet provoca estresse
oxidativo em figado de ratos, sendo essa condicdo pro-oxidante resultado de um
desequilibrio entre as defesas antioxidantes totais e o0s produtos de espécies
reativas geradas em um tecido. A utilizacao do antioxidante MEL apresentou efeitos
benéficos, e a administracdo desse composto poderia ser considerada como uma
terapia adjuvante para os pacientes afetados.

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que a AdoMet provoca um
desequilibrio na homeostase redox em figado de ratos. Caso os presentes achados
in vitro sejam confirmados in vivo em experimentos com animais e em células de
pacientes afetados pela deficiéncia de AdoHcy hidrolase, é possivel que a
perturbacdo do status redox das células possa contribuir, pelo menos em parte, a

fisiopatologia em pacientes afetados por esse disturbio.
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LEGENDAS

Figura 1. Efeito da S-adenosilmetionina (AdoMet) nos niveis de substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) em figado de ratos com 30 dias de vida. O
sobrenadante do homogeneizado de figado foi incubado por 1 h na presenca de
AdoMet (2mM e 4 mM). Os valores sdo média = desvio padrdo e foram expressos
em nmol / mg de proteina. ** P <0,01, *** P <0,001, comparado ao controle (Teste

das amplitudes mdltiplas de Duncan).

Figura 2. Efeito da S-adenosilmetionina (AdoMet) na formacéo de carbonilas (A) e
no contetdo de sulfidrilas (B) em figado de ratos com 30 dias de vida. O
sobrenadante do homogeneizado de figado foi incubado por 1 h na presenca de
AdoMet (2mM e 4 mM). Os valores sdo média + desvio padrdo e foram expressos
em nmol / mg de proteina. ** P <0,01, *** P <0,001, comparado ao controle (Teste

das amplitudes mdltiplas de Duncan).

Figura 3. Efeito da S-adenosilmetionina (AdoMet) nas concentracfes de glutationa
reduzida (GSH) em figado de ratos com 30 dias de vida. O sobrenadante do
homogeneizado de figado foi incubado por 1 h na presenca de AdoMet 2mM e 4
mM). Os valores sdo média + desvio padrdo e foram expressos em nmol / mg de
proteina. * P <0,05, ** P <0,01, comparado ao controle (Teste das amplitudes

multiplas de Duncan).

Figura 4. Efeito da S-adenosilmetionina (AdoMet) na oxidacdo de 2 ' 7'-
diclorofluoresceina (DCFH) em figado de ratos de 30 dias de vida. O sobrenadante
do homogeneizado de figado foi incubado por 1 h na presenca de AdoMet (2mM e 4
mM). Os valores sdo média + desvio padréo e foram expressos em nmol / mg de
proteina. ** P <0,01, *** P <0,001, comparado ao controle (Teste das amplitudes

multiplas de Duncan).

Figura 5. Efeito do antioxidante melatonina (Mel) sobre o0 aumento de TBA-RS (A) e
a diminuicdo das concentra¢cdes de glutationa reduzida (GSH) (B) induzido por S-
adenosilmetionina (AdoMet) em figado de ratos com 30 dias de vida. O

sobrenadante do homogeneizado de figado foi incubado por 1 h na presenca de
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AdoMet (4 mM) e Mel (1 mM). Os valores sdo média + desvio padrdo e foram
expressos em nmol / mg de proteina. *** P <0,001, comparado ao grupo controle; #
P <0,05, # P <0,01, comparado ao grupo AdoMet (Teste das amplitudes multiplas
de Duncan).
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