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Resumo

Um possivel mecanismo de dano ao tecido induzido por hiperglicemia persistente na
diabetes mellitus € a formacdo de produtos avancados de glicagdo (AGESs).
Endogenamente, acgucares reduzidos reagem nao enzimaticamente com grupos
amino de proteinas, lipideos e acidos nucléicos através de uma série de reagdes que
formam bases de Shiff seguida da formacdo de produtos de Amadori para a
producdo de AGEs. O glioxal e o metilglioxal sdo espécies reativas de carbonilas
com acdo de (glicagdo, formados pela degradagdo de proteinas glicadas,
intermediarios glicoliticos e peroxidacgao lipidica e reagem com proteinas para formar
os AGEs. No presente estudo nds avaliamos os efeitos dos glioxais in vitro sobre o
metabolismo dos aminoacidos glicina, leucina e alanina, bem como sobre o
metabolismo da glicose, lactato, acetato e glutamina em cortex cerebral de ratos
Wistar de 10 dias de idade pds-natal e aos 3 meses de idade pds natal. Para verificar
estes efeitos na incorporacdo a proteinas, sintese lipidica e producdo de CO,
utilizamos os seguintes substratos: 0,2 mM de alanina, 0,2 mM glicina, 0,2 mM
leucina, 2,0 mM glutamina, 5mM de glicose, ou 10mM de lactato ou 1mM de acetato.
As fatias de cortex cerebral foram incubadas com os substratos descritos a 37°C em
ambiente fechado. O CO, captado foi determinado em contador de cintilacéo liquida.
O homogeneizado foi lavado com TCA 10% para a extracdo dos lipidios com
Cloroférmio:Metanol (2:1), e acrescentado o liquido de cintilacdo, a radioatividade
incorporada foi determinada em contador de cintilagcdo liquida. O precipitado
resultante foi dissolvido em acido férmico para medida de incorporagao a proteinas.
Concluimos que os efeitos do glioxal foram superiores aos efeitos do metilglioxal
sobre o metabolismo dos aminoacidos estudados; Os glioxais (glioxal e metilglioxal)
nao tiveram efeitos sobre os parametros estudados no metabolismo da glicose,
lactato e acetato; Os glioxais nao alteraram o metabolismo da glicina e da glutamina
em cortex cerebral de ratos adultos; A utilizacdo de antioxidantes (N-acetilcisteina e
trolox) no meio de incubacdo ndo modificou os efeitos dos glioxais sobre o
metabolismo dos aminoacidos; A N-acetilcisteina e a penicilamina exerceram um
acentuado efeito sobre o metabolismo dos aminoacidos. O estudo nao estabeleceu
um mecanismo para os efeitos do glioxal. Especulamos que a quantidade do
antioxidante trolox usada nao foi suficiente. A N-acetilcisteina e a penicilamina

tiveram um efeito proprio que impossibilitou uma conclusao.



Abstract

A possible way of tissue damage induced by persistent hyperglycemia in diabetes
mellitus is the production of advanced glycation end products (AGEs). Endogenously,
reduced sugar, like glucose, react not enzimatically with amino groups of proteins,
lipids and nucleic acids trough a plenty of reactions which form Shiff bases follow the
formation of Amadori products to the next production of AGEs. The glyoxal and
mthylglyoxal are reactive carbonyl species with a potential glycation action. They are
formed by the degradation of glycated proteins, glycolitic intermediates and lipid
peroxidation and react with protein to form AGEs. In the present study we evaluate
the effects of the glyoxals in vitro on the metabolism of the amino acids glycine,
leucine and alanine and on the metabolism of glucose, lactate, acetate and
glutamine in cerebral cortex of Wistar mouse with 10 day old and with 3 months old.
To verify this effect on the protein incorporation, lipid synthesis and production of
CO,, we used the follow substrates: 2 mM of alanine, or glycine, or leucine, or
glutamine, or 5mM of glucose, or 10 mM of lactate or TmM of acetate. The slices of
cerebral cortex were incubated with those substrates at 37°C. The CO, captured was
determined in a liquid-scintillation counter. The homogenized was washed with TCA
10% for the extraction of lipids with Clorform:Methanol (2:1), and it was add
scintillation liquid, the radioactivity incorporated was determined in a liquid-scintillation
counter. The result precipitate was dissolved in formic acid to the measure of the
incorporation to protein. We could conclude that the effects of glyoxal were higher to
the effects of methylglioxal on the metabolism of the amino acids studied; Glyoxal
and Methylglyoxal didn't show effects on the metabolism of glucose, lactate and
acetate; Glyoxals didn’t change the metabolism of glycine and glutamine in cerebral
cortex of adults Wistar mouse; The utilization of anti-oxidants (N-acetylcysteine and
trolox) didn’t change the effects of the glyoxals on the metabolism of the amino acids;
N-acetylcysteine and penicillamine showed an accentuate effect on the metabolism of
the amino acids. This data didn't establish a mechanism for the effects of glyoxal. We
speculate that the amount of the antioxidant trolox used in the research wasn't
sufficient. The N-acetilcysteine and penicilaminne showed an own effect the reason

why we could not find a conclusion.
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1. Introducgao

1.1 Diabetes Mellitus

A diabetes mellitus tem se tornado uma notavel preocupagcdo em
prevaléncia nos Estados Unidos e no mundo. A diabetes mellitus tipo 1 tem
causa geralmente imunoldégica sendo um processo que se desenvolve
rapidamente pela morte superior a 95% das células  do pancreas secretoras de
insulina, ja a diabetes mellitus tipo 2 € uma sindrome de disfungéo das células 3
do pancreas envolvendo deficiéncia de insulina e a resisténcia a mesma. Muitas
pessoas, como individuos obesos, desenvolvem a resisténcia a insulina sem
desenvolver a diabetes mellitus tipo 2. Alguns individuos podem possuir
intrinsecamente uma massa menor de células B, ou menos efetiva, sdo estes
individuos em particular que apresentam um risco maior de vir a desenvolver
diabetes mellitus tipo 2, se estes manifestarem a resisténcia a insulina
(ROBERTSON R P et al 2006). Esta bem estabelecido que a diabetes mellitus
€ resultado de uma desordem do metabolismo dos carboidratos e dos lipidios,
acompanhada de mudangas profundas no metabolismo das proteinas.
(REUSCH J E B et al, 2006).

A aterosclerose e as doencas cardiacas sdo as maiores causas de
morbidade e mortalidade em pacientes com diabetes mellitus. (REUSCH J E B
et al, 2006). A patogénese da aterosclerose e da doenga arterial coronariana € a
mesma em pacientes diabéticos, ou com resisténcia a insulina. (REUSCH J E B
et al, 2006).

A resisténcia a insulina, associada a diabetes mellitus, parece ser

geneticamente determinada, mas sua ocorréncia € claramente afetada por
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fatores ambientais e processos secundarios a diabetes mellitus. A resisténcia a
insulina que leva a hiperglicemia € um dos primeiros fatores etioldégicos na
patogénese da doenga micro vascular na diabetes mellitus e sua implicagédo em
complicagbes macro vasculares posteriores.

Um possivel mecanismo de dano ao tecido induzido por hiperglicemia
persistente na diabetes mellitus € a formacdo de produtos avangados de
glicacao (PASSARELI M et al, 2005). Numerosos estudos tém indicado que a
toxicidade da glicose tem por conseqiéncia o aumento na formacido de a-
dialdeidos como o glioxal e o metilglioxal. A relacdo entre produtos avancados
de glicacdo (AGEs) na hiperglicemia e sua bioquimica patologica podera
explicar muitas das mudancas fisiolégicas ocorridas durante as complicagbes da

diabetes mellitus. (SINGH R et al, 2001)

1.2 Produtos Avancados de Glicagcao (AGEs)

Os AGEs sado um grupo complexo e heterogéneo de compostos que tém
sido associados com as complicagdes da diabetes mellitus. Endogenamente,
agucares reduzidos, como a glicose, reagem nao enzimaticamente com grupos
amino de proteinas, lipideos e acidos nucléicos através de uma série de reagdes
que formam bases de Shiff seguida da formacao de produtos de Amadori para a
producdo de AGEs. Este processo, conhecido por reacdo de Maillard, foi
descrito em 1912 quando se percebeu que aminoacidos aquecidos na presenca
de acgucares reduzidos resultavam em uma coloracdo marrom amarelada.

(SHANGAR! et al, 2004).
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Figura a: reacdo de Maillard, descrito em 1912. (SHANGARI et al, 2004).

A preparacao de alimentos a elevadas temperaturas (130°C) € a principal
fonte exdgena dos AGEs. Este processo é dependente do tempo e da
temperatura em que os alimentos sao aquecidos, bem como da composicado dos
mesmos (SHANGARI et al, 2004).

Durante a reagdo de Maillard, alguns produtos intermediarios sé&o
formados, estes sdo conhecidos como a- dicarbonilas ou a-oxaldeidos e incluem
compostos como o glioxal e o metilglioxal. (SINGH R et al, 2001).

A producao intracelular de precursores dos AGEs produzem algumas

consequéncias deletérias: 1- nas células endoteliais, modificam proteinas
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intracelulares incluindo proteinas envolvidas na regulagdo da transcricdo de
genes; 2- os precursores dos AGEs podem difundir para fora da célula e
modificar matrizes extracelulares préximas, modificando a sinalizagao entre a
matriz e a célula e, assim, causando disfuncédo da célula; 3- os precursores dos
AGEs difundem para fora da célula e modificam proteinas circulantes na
corrente sanglinea como a albumina. A modificacdo destas proteinas
circulantes pode ligar a receptores de AGEs e ativa-los causando assim a
producao de citocinas inflamatérias e fatores de crescimento, o que provocaria

patologias vasculares. (BROWNLEE M et al, 2004)

1.3 Glioxal e Metilglioxal

O glioxal e o metilglioxal sdo espécies reativas de carbonilas com potente
acao de glicacao. Eles sao formados pela degradagcao de proteinas glicadas,
intermediarios glicoliticos e peroxidacao lipidica e reagem com proteinas para
formar os AGEs (THORNALLEY P J et al, 2005).

Os efeitos téxicos do glioxal e do metilglioxal sdo um dos fatores que
contribuem para a etiopatogenia da doenga cardiovascular, diabetes mellitus,
doencga de Parkinson e de Alzheimer (O’'BRIEN et al, 2005; SHANGARY et al,
2003). As concentragbes de glioxal e metilglioxal estdo aumentadas em
pacientes com diabetes mellitus e uremia. Estas dicarbonilas sdo em torno de
2000 vezes mais reativas que a glicose em reacgdes de glicacdo (ZENG et al,
2006). O glioxal e o metilglioxal constituem uma parte significante dos
compostos carbonilas liberados pelos veiculos automotores (GROSJEAN et al,

1984).
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O glioxal é um dialdeido altamente reativo que se origina endogenamente
da autoxidagao da glicose e ascorbato, da oxidacdo do DNA e da peroxidacao
lipidica (SHANGARY et al, 2003, WELLS-KNECHT et al, 1995). A peroxidagcao
lipidica € conhecida por ser uma cadeia de reagbes iniciada por lipideos
oxidados por radicais livres (HALLIWELL et al, 2000). Na presenca de ERO os
lipidios reagem com o oxigénio para produzir radicais alquila e peroxila que se
propagam por uma cadeia de radicais livres e formam hidroperéxidos como
produtos primarios (DROGE W et al, 2002). Os radicais alcoxil e peroxil podem
causar danos as membranas protéicas das células levando a modificacdo da
estrutura e diminuigdo da fluidez da membrana celular resultando na alteracao
das suas propriedades fisioldgicas. A destruicdo da membrana celular causa a
perda da fungcdo das organelas podendo levar a morte celular (DROGE W et al,
2002). A peroxidacao lipidica resulta em wuma mistura complexa de
hidroperdxidos e produtos secundarios de oxidagao, incluindo peréxidos ciclicos.

O metilglioxal é formado a partir do gliceraldeido-3-P e da
dihidroxiacetona-P, do catabolismo da glicina e treonina e do metabolismo da
acetona (KALAPOS MP et al, 1999). No jejum 37% do acetoacetato é
transformado em acetona, na cetoacidose diabética esta porcentagem atinge
50% (OWEN et al, 1982; e REICHARD et al, 1986). Tanto o metilglioxal quanto
o glioxal sdo agentes alcoilantes bifuncionais que reagem n&o enzimaticamente
com grupos amino e sulfidril de biomoléculas, formando AGEs (THORNALLEY
et al, 2001). Produtos de ligagdo cruzadas sido formadas quando os
propagadores (compostos como o glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosona
provenientes da degradacdao dos AGEs) reagem com a lisina; enquanto

derivados do imidazol sdo formados com residuos da arginina (ERYE et al,
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2003; WESTWOOD et al, 1997). Glioxais reagem também com os grupos amino
de DNA/RNA e lipidios (ROBERTS et al, 2003).

O acumulo do glioxal, metilglioxal e de outros a-oxaldeidos nas células
levam a modificagcdo do DNA, dando espagco a mutagénese e apoptose e a
modificagao de proteinas podendo levar a degradagao de proteinas, inibicao de
enzimas e, ainda, respostas imunes mediadas por citocinas. O acumulo celular
de a-oxaldeidos € esperado em contribuir para a toxicidade associada com a
oxidagdo do GSH, na toxicidade quimica, e em patologias crénicas, como a
diabetes mellitus, onde a formacgao do glioxal e do metilglioxal esta aumentada.
Sendo assim, o aumento da glicagdo por a-oxaldeidos €& vista como uma

consequéncia do estresse oxidativo. (THORNALLEY P J et al, 1999).

1.4 Detoxificagao dos glioxais: Sistema Glioxalase

O glioxal e o metilglioxal sdo detoxicificados endogenamente pelo sistema
da glioxalase, que é presente no citosol de todas as células de mamiferos.
(ABORDO et al, 1999). O sistema das redutases € menos importante na
detoxificacdo dos glioxais, este sistema inclui a aldeido redutase e a carbonil
redutase (VANDER et al, 1992). O sistema da glioxalase converte o glioxal a
glicolato e o metilglioxal a D-lactato na presenca de glutationa (GSH). Este
sistema é dependente de duas enzimas (a glioxalase | e glioxalase Il) e ainda da
glutationa. (SHANGARI N et al, 2004). Os efeitos citotoxicos do glioxal e do
metilglioxal nas células e tecidos ocorrem na maioria das vezes através da
inducao de espécies reativas de oxigénio (ERO). (LORETO S et al, 2004) Sob

condicbes de estresse oxidativo, como na situacdo de hiperglicemia, onde
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citocinas estdo sendo liberadas os niveis de GSH diminuem e isto prejudica a
detoxificacdo do glioxal e metilglioxal através do sistema da glioxalase.

(SHANGAR! et al, 2005).

Glicose
2
A
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AKR [NAD{P}H] Glyoxal \O I
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o . ~ . r .
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Figura b: Sistema glioxalase de detoxificagdo dos glioxais. (SHANGARI N et al,

2004).

1.5 Alteragao no metabolismo dos aminoacidos

Os AGEs sao formados a partir das reagdes de aldeidos, como o glioxal
e o metilglioxal, com grupos amino e grupos sulfidril de aminoacidos e proteinas
(DAVIES M et al, 2006), assim, torna-se pertinente conhecer o metabolismo de
alguns aminoacidos para a compreensao da acao dos glioxais.

A glicina é metabolizada por diferentes rotas. E produzida a partir da
serina por uma reagao reversivel que envolve o tetraidrofolato. A glicina também
transfere um atomo de carbono para o tetraidrofolato, formando metileno THFA,

CO,, NH,". O tetraidrofolato € uma coenzima que transfere grupos de um
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carbono com diferentes niveis de oxidagao. A glicina pode ainda ser produzida
através da degradagdo da treonina. A glicina é oxidada pela D-aminoacido
oxidase. O produto, glioxalato, é convertido a glicina novamente por
transaminagao, entdo oxidado a oxalato ou oxidado a CO; e H,O. A glicina é
utilizada para a sintese da glutationa, bases puricas, bem como para a sintese
do grupo heme. (SMITH C et al, 2004)

A alanina utilizada pelo SNC é proveniente da circulagao, bem como da
transaminagao do piruvato no SNC. Leucina, valina, glutamina e glicina sdo os
principais aminoacidos utilizados como nutrientes energéticos pelo SNC
(FAGUNDES | et al, 2001). Mais de 1/3 do nitrogénio do grupo amino da
glutamina é proveniente da leucina. A maioria da glutamina utilizada pelo SNC é

sintetizada no mesmo. (YUDKOFF M et al, 1996).

1.6 Possiveis agentes protetores da agcao dos glioxais

Existem quatro complexos protéicos na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, estes sdo chamados complexo I, II, lll e IV. Quando a glicose é
catabolizada pela via oxidativa propicia a formagao de FADH2 e NADH. O principal
doador de elétron é o NADH, que doa elétrons para o complexo |. O outro doador
de elétrons gerado pelo ciclo de Krebs é o FADH,, formado pela succinato
desidrogenase, que doara elétrons para o complexo Il. Os elétrons destes
complexos passarao para a coenzima Q, e apés, transferidos para o complexo lll,
citocromo-c, complexo IV e finalmente para a molécula de oxigénio que sera

entao reduzida a agua. (SMITH C et al, 2004)
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O sistema de transporte de elétrons é organizado de maneira que os
niveis de ATP possam ser precisamente regulados. O fluxo de elétrons ocorre
do menor potencial para o maior potencial de redugdo, muito da energia do
transporte de elétrons € usada para bombear protons através da membrana.
Nos complexos |, Ill e IV ha liberacdo de energia que € utilizada para o
transporte de protons. Isto gera uma diferenca de potencial eletroquimico entre
0 espaco intermembrana e a matriz mitocondrial. A energia deste gradiente de
voltagem leva a sintese de ATP pela ATP-sintase. (SMITH C et al, 2004)

Na diabetes mellitus a captagcédo de glicose pelas células endoteliais dos
microvasos, células de Schwann, neurbnios periféricos e células mensagiais do
glomérulo renal é significativamente aumentada, o que ocasiona um aumento da
oxidagao do acetil-CoA no ciclo de Krebs, levando a um aumento da velocidade
do transporte de prétons, com consequente aumento da diferenca do potencial
eletroquimico entre o espaco intermembrana e a matriz mitocondrial. Quando
esta diferenca atinge um ponto critico, ocorre um fluxo reverso para a coenzima
e desta para o O, gerando superdxido. A enzima superoxido dismutase
transforma o superéxido em H20,. A H,O, pode ser transformada em H,O pela
catalase e pela glutationa peroxidase; contudo a H,O, e o O’ pela reagado de
Haber-Wales formam o radical hidroxil, e a H,O; pela reacdo de Fenton também
forma o mesmo radical. O grande aumento do radical hidroxil ocasiona quebra
do DNA com consequiente ativacdo da enzima poli (ADP) ribose polimerase. A
enzima poli (ADP) ribose polimerase inibe a enzima gliceraldeido-3-P-
desidrogenase o0 que ocasiona um grande aumento da via do poliol, da

hexosamina, ativacdo da PKC e a formacédo de AGEs, portanto o aumento do
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estresse oxidativo seria o responsavel pela ativagcao destas quatro vias.

(BROWNLEE M et al, 2004)

Generate H gradient Collapse H* gradient
| H+ !

ATP sintase m

~

ATP]  ADP+P,

Figura c: Hiperglicemia induz a producdo de superoxido pela cadeia de

transporte de elétrons mitocondrial. (BROWNLEE M et al, 2005)

Um excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO) gerada no endotélio
vascular e em tecidos como a retina, rim e coragao em resposta a hiperglicemia
tém sido apontados como responsaveis pelas complicacbes causadas pela
diabetes mellitus e hiperglicemia (CERIELLO A et al, 2007). Particularmente, a
disfuncdo endotelial causada na diabetes mellitus parece ser mediada por um
excesso de ERO envolvendo o desacoplamento da cadeia respiratoria, ativacao
da proteina cinase C (PKC), ativacdo da NAD(P)H oxidase, ativacdo da
poli(ADP-ribose) (PAR) polimerase (PARP) e ativacdo de proteinas pro-

apoptéticas. (CERIELLO A et al, 2007)
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A hipdtese de que a toxicidade da hiperglicemia € ligada ao estresse
oxidativo ja esta bem estabelecida, pela observagao de que os efeitos adversos
de altas concentragcbes de glicose na fungao das células B esta relacionado ao
estresse oxidativo, o que poderia ser prevenido através de anti-oxidantes ou
pela super expressao de enzimas antioxidantes. (GALINA A et al, 2004)

Sistemas produtores de H,O, como as enzimas glicose oxidase e xantina
oxidase; quando presentes no meio de incubagdo potenciam os efeitos

deletérios do metilglioxal em hepatdcitos (CERIELLO A et al, 2007)

1.6.1 Penicilamina

O aminoacido trifuncional D-penicilamina, que contém um grupo tiol livre
em sua estrutura, é usado para tratar atrite reumatoide, escleroderma e doencga
de Wilson. (SCOTT D et al, 2001) A penicilamina penetra a membrana de
eritrocitos podendo causar alteragdes profundas no metabolismo celular (efeito
em reacgdes dependentes de CoA-SH, atuacdo no desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa e estimulacdo da glutationa peroxidase). Ainda, a
penicilamina pode prejudicar proteinas envolvidas em processos mitéticos, DNA
e RNA-polimerase e outras enzimas envolvidas na biossintese de acidos
nucléicos (JELLUM E et al, 1977).

A D-penicilamina pode reduzir diretamente a sintese de proteina
muscular, esta suposi¢cao existe a partir da observagcdo de que a S-nitroso-N-
acetil-D,L-penicilamina diminui a sintese protéica de tecido cardiaco in vitro. A
D-penicilamina pode também estar relacionada com mudangas metabdlicas no
musculo esquelético como a diminuicdo da sintese protéica. (SCOTT D et al,

2001).
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1.6.2 N-acetil-cisteina (NAC)

A cisteina é um aminoacido ocasionalmente essencial para os humanos
por que podemos sintetiza-lo. Porém, esta sintese ocorre de maneira limitada e
algumas vezes insuficiente para o nosso organismo. Muitos pesquisadores tém
mostrado que a suplementacao de cisteina atua com efeitos positivos. (DROGE
W et al, 2005) O uso de N-acetil-cisteina resulta em uma série de acodes
promotoras de saude em diferentes sistemas celulares (YOSHIHISA | et al,
2006)

LORETO S et al, 2004 mostrou que culturas de neurbnios expostas a 100
MM de metilglioxal por 24 horas na presengca de 10 mM de NAC nao
apresentaram os efeitos deletérios observados nas culturas de neurdnios
incubadas com metilglioxal na auséncia de NAC.

A NAC é um precursor sintético da cisteina e do GSH e tem sido usada
terapeuticamente em varias desordens relacionadas com estresse oxidativo. A
NAC ¢é considerada um antioxidante que aumenta as concentracbes
intracelulares de GSH, uma das principais defesas contra o estresse oxidativo.

(YOSHIHISA | et al, 2006)

1.6.3 Trolox

O Trolox € um analogo do alpha-tocoferol (Vitamina E), soluvel em agua e
€ permeavel a membrana plasmatica mostrando a capacidade de proteger as
células mamiferas contra o dano oxidativo. (EUM H A et al, 2004)

O a-tocoferol é considerado o antioxidante hidrofébico mais eficaz, sendo

capaz de proteger membranas celulares ao dano oxidativo. O Trolox (6-hidroxi-
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2,5,7,8- tetrametilcromo- 2-acido carboxilico), por ser soluvel em agua, pode
funcionar mais rapidamente na acado contra o estresse oxidativo do que o a-
tocoferol, que parece precisar de alguns dias de pré-tratamento para comecar a

demonstrar efeitos antioxidantes. (EUM H A et al, 2004)

Os glioxais mediante formacao de AGEs também inativam enzimas como:
a-cetoglutaratodesidrogenase, tioredoxina redutase, GSH redutase, GSH
peroxidase e a superoxido dismutase (SHANGARI et al, 2004). Assim, estes
oxaldeidos podem ser considerados importantes pontos na descoberta de como
a glicose podera atuar na formagao dos AGEs através da reacéo classica de
Maillard, da via do poliol, assim como do catabolismo de corpos ceténicos e
treonina, e da peroxidagao lipidica. O conhecimento aprofundado de possiveis
inibidores ou substancias que revertam os efeitos dos glioxais poderdao auxiliar
ao desenvolvimento de drogas que auxiliem o tratamento da diabetes mellitus.

(BEILIN L et al, 2001).
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1.7 Objetivos

Entendendo-se que os di-aldeidos como o glioxal e o metilglioxal reagem
com grupos amino e grupos sulfidril de aminoacidos, proteinas e fosfolipidios
podendo alterar enzimas e/ou substratos e, desta forma, interferir no
metabolismo de aminoacidos e no metabolismo energético, este estudo teve
como objetivo principal analisar os efeitos dos glioxais in vitro sobre o
metabolismo dos aminoacidos glicina, leucina e alanina, bem como sobre o
metabolismo da glicose e lactato, acetato e glutamina em cortex cerebral de
ratos Wistar de 10 dias de idade pods-natal e de ratos adultos com 3 meses de

idade pds-natal.

1.7.1 Objetivos especificos

1- verificar os efeitos in vitro do glioxal e metilglioxal (400 uM) sobre o
metabolismo dos aminoacidos glicina (0,2 mM), leucina (0,2 mM) e alanina (0,2
mM) em cértex cerebral de ratos de 10 dias de idade pds-natal e de ratos

adultos (3 meses de idade pds-natal).

2- verificar os efeitos da glicose oxidase . glioxal ou metilglioxal (400 uM) sobre o
metabolismo do aminoacido leucina em cortex cerebral de ratos de 10 dias de

idade pods-natal.

3- verificar os efeitos da D-penicilamina e N-acetil-cisteina (substancias que

reagem com os glioxais) e de um anti-oxidante (TROLOX) + glioxal ou
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metilglioxal sobre o metabolismo dos aminoacidos glicina, em cértex cerebral de

ratos Wistar aos 10 dias de idade pos-natal.

4- verificar os efeitos do glioxal e metilglioxal (400 uM) sobre o metabolismo do
lactato (10 mM), glicose (5 mM) , acetato (1,0 mM) e glutamina (2,0 mM) em
cortex cerebral de ratos Wistar de 10 dias de idade pds-natal e de ratos adultos

(3 meses de idade pds-natal).

5- verificar os efeitos do glioxal (400 uM) ou metilglioxal (400 uM) sobre o
metabolismo do acetato em concentragéo fisiolégica de K™ (2,7 mM) e numa
elevada concentracdo de K* (50 mM). O K' em concentragbes elevadas
aumenta a oxidacdo do acetato em astrocitos (WANIEWSKI et al, 1998;

SCHWEIGERT et al, 2004) , processo dependente da Na*'/K* ATPase.
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Capitulo |

Materiais e Métodos

Materiais

Animais experimentais

Utilizaram-se ratos albinos Wistar provenientes do “ratario” do

Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os ratos foram alimentados com
dieta comercial (NUVILAB, Porto Alegre, Brasil) e agua “ad libitum”, ambiente
climatizado (21-23°C), submetidos a ciclos consecutivos de 12 horas
claro/escuro.

Regentes

Reagentes usados

REAGENTE

CLOROFORMIO Merck S. A Porto Alegre. RS. Brasil

ACIDO FORMICO Merck S. A Porto Alegre. RS. Brasil

METANOL Merck S. A Porto Alegre. RS. Brasil

TOLUENO Merck S. A Porto Alegre. RS. Brasil

ACIDO TRICLOROACETICO Merck S. A Porto Alegre. RS. Brasil

HIDROXIDO DE SODIO Merck S. A Porto Alegre. RS. Brasil

D-GLICOSE p.a reagem Quimbras Industrias Quimicas
S.A Rio de Janeiro- RJ- Brasil

GLICINA Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

L-LEUCINA Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

ALANINA Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA
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GLUTAMINA

ACETATO

LACTATO

GLICOSE OXIDASE

POP E POPOP

Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

OPTIPHASE-HI SAFE’3

N-ACETILCISTEINA

TROLOX
PENICILAMINA

TRITON X100

Perkin Elmer do Brasil Ltda. Sao
Paulo- SP- Brasil

Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

Fluka — Steinhein/ Alemanha

Sigma Chemicals Company - St.
Louis/EUA

Vetec quimica Ltda. — Rio de
Janeiro/RJ.

Atividade especifica dos compostos radioativos utilizados

COMPOSTO ATIVIDADE ESPECIFICA
Leucina 54 mCui/ mmol

Lactato 152 mCui/ mmol

Alanina 156 mCui/ mmol
Glutamina 277 mCui/ mmol

Acetato 56,5 mCui/ mmol

Glicina 101 mCui/ mmol

Glicose 297 mCui/ mmol
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Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar de 10 e 90 dias de vida pds-natal. Optou-se
por estas idades, tendo em vista que 10 dias de idade pds-natal constitui-se em
uma idade de rapido crescimento cerebral e 90 dias de idade pods-natal
corresponde a idade adulta. O SNC de ratos de até 15 dias de vida pds-natal
apresenta uma elevada sintese protéica. A sintese protéica cerebral em ratos de
10 dias é em média 8 vezes superior a sintese protéica cerebral de ratos adultos
(OLIVEIRA K R et al, 2002); por este motivo ndo determinamos a sintese protéica

cerebral em ratos adultos.

Métodos

Solucéo tampéao Krebs Ringer Bicarbonato (KRb)

Abaixo estao relacionados os sais utilizados na composi¢cado da solugao do

tampao Krebs Ringer Bicarbonato (Krb), bem como suas respectivas

concentragoes:

Sal Molaridade
NaCl 118,00 mM
KCI 4,61 mM
NaHCO3; 25,00 mM
KH,PO,4 1,50 mM
MgSO,. 7H,0 0,76 mM
CaCl,.2H,0 2,50 mM

29



Solucao Dulbbeco

Abaixo estao relacionados os sais utilizados na composi¢ado da solugao do

tampéao Dulbbeco normal, bem como suas respectivas concentragdes:

Sal Molaridade
NaH,PO4 17,7 mM
NaCl 109 mM
KCI 2,7mM
CaCl, 0,9 mM
MgCl, 0,49 mM

Abaixo estao relacionados os sais utilizados na composi¢cado da solugao do

tampdo Dulbbeco com concentracdo de K aumentada, bem como suas

respectivas concentragdes:

Sal Molaridade
NaH,PO4 17,7 mM
NaCl 59 mM

KCI 50 mM
CaCl, 0,9 mM
MgCl, 0,49 mM

Previamente ao uso, a solugao foi aerada numa mistura de gases contendo

95% de O, e 5% de CO, durante 10 minutos. O pH da solucéo foi acertado em

7.4.
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Diluicao das drogas

Para diluicdo do glioxal, foram pipetados 20 pL de glioxal 8,8 M + 640 pL
de tampéo KRb. Depois de homogeneizada a solugéo, pipetou-se 15 uL desta
solucado + 10 mL de tampao KRb. Nos experimentos com 1 mM, 2 mM e 5 mM de
N-acetilcisteina foram pipetados na solugédo com glioxal 1,5 mg, 3 mg e 7,5 mg de
N-acetilcisteina respectivamente. Nos experimentos com 1 mM, 2 mM e 5 mM de
Penicilamina foram pipetados na solugdo com glioxal 1,5 mg, 3 mg e 7,5 mg de
Penicilamina respectivamente. No experimento com 10 yM de Trolox, a partir de
uma solugcdo méae de Trolox (10 mM) foram pipetados 500 pL desta solugdo mae

+ 9,5 mL da solugao glioxal.

Obtencao do tecido

Ratos de 10 dias de idade pds-natal e adultos (3 meses de idade pds-natal)
foram sacrificados por decapitacdo. As estruturas do SNC estudadas — coértex —
foram isoladas, lavadas em solugdo Krb em placas de Petry invertidas com papel
filtro umedecido, a temperatura de 4°C. Os vasos sanglineos visiveis nesse
momento foram removidos. Rapidamente, apds este procedimento, as estruturas
foram pesadas. Cortex cerebrais entre 45 e 55 mg foram fatiados (“Mcllwain
chopper”) de tecidos, obtendo-se espessura de 300 mp.

Condig¢des para incubacdo com precursor radioativo para determinacao de

CO,, sintese de lipideos e incorporacao de proteinas.
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Conforme previamente determinado pelo laboratério, concentracdes de 0,2
mM dos substratos acima citados foram utilizados para os experimentos de
oxidacao a CO., sintese de lipideos e incorporacao de proteinas, tendo em vista
que esta concentracdo € aproximadamente a metade da concentracdo saturante

para os processos metabdlicos acima analisados.

Oxidacao de substratos a CO;

Para a medida de incorporacao a proteinas, sintese lipidica e producao de
CO,, fatias de tecido cerebral foram incubadas em: 1- 5 mM D-glicose + 0.2 mM
de alanina + 0.2 uCi de L[U-"*C]Alanina;2- 5 mM D-glicose + 0.2 mM de leucina +
0.2 uCi de L[U-"*C]Leucina; 3- 5 mM D-glicose + 0.2 mM de glicina + 0.2 pCi de
[U-'*C]Glicina;4- 5 mM D-glicose + 1 mM de acetato + 0.2 uCi de [U-"*C]Acetato e
5- 10 mM de Lactato + 0.2 uCi de L-[U-"C]Lactato. As incubacgdes foram
realizadas em frascos fechados com tampa de borracha apds o conteudo ter sido
gaseificado com uma mistura de 95% de O;: 5% de CO; por 10 minutos. A tampa
de borracha foi adaptada de modo a permitir a entrada de uma estrutura de vidro
(pocinho) cujo centro continha um papel filtro dobrado em W. As fatias de tecido
cerebral foram incubadas a 37°C durante 1 hora em banho metabdlico Dubnoff,
com agitagao (60 ciclos/min), de acordo com método de Dunlop et al, 1975. A
incubagao foi interrompida pela adi¢ao de 0,20 mL de TCA 50% diretamente no
meio de incubacdo contendo as fatias cerebrais através da tampa de borracha.
0,10 mL de hidréxido de sodio 2 M foi injetado no centro dos frascos de incubagéao
(pocinho), que foram novamente vedados com parafilme. Posteriormente, os

frascos foram agitados por 30 minutos a 35°C para captar CO,. A seguir, 0
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conteudo dos pocinhos (papéis filtros na forma de W) foi transferido para
eppendorfs com auxilio de pinca e pipeta automatica. Em cada eppendorf foram
adicionados 1,5 mL de liquido de cintilacado OPTI-PHASE, e a radioatividade
incorporada foi medida em contador de cintilagao liquida (WALLAC 1409). Os
resultados foram expressos em pmoles de aminoacidos oxidados a CO; / hora/

mg de estrutura cerebral.

Sintese de Lipideos

A seguir, as estruturas, juntamente com o meio de incubacdo, foram
homogeneizadas em Potter Elvjhem, o qual foi lavado com 1,0 mL de TCA 10%, e
seu conteudo transferido para tubos de ensaio. Os tubos de ensaio foram
centrifugados por 10 minutos a 2000g. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado lavado com 1,0 mL de TCA 10%. Este ultimo passo de lavagem foi
repetido por mais duas vezes. Os tubos de ensaio contendo o precipitado
permaneceram invertidos sobre papel absorvente por aproximadamente 12 horas.

Para extracao de lipideos, o precipitado seco foi ressuspendido com 1,0 mL
de cloroférmio:metanol (2:1 viv). Os tubos de ensaio foram vedados com
parafiime e submetidos a agitacdo por 10 minutos. Apds os tubos terem sido
centrifugados por 10 minutos a 2000 g, o sobrenadante de cada tubo de ensaio foi
transferido para vials com auxilio de pipeta Pausteur, repetindo-se este processo
por mais duas vezes.

Apos a evaporacao total da fase cloroférmio: metanol nos “vials” foram
acrescentados 8,0 ml de liquido de cintilaggo POP/POPOP TOLUENO, e a

radioatividade incorporada foi medida em contador de cintilagdo liquida WALLAC
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1409. Os resultados foram expressos em pmoles de nutriente convertido a

lipideos / hora/ mg de tecido cerebral.

Sintese protéica

O precipitado resultante da lavagem com cloroférmio: metanol (2:1)
permaneceu por 12 horas invertido sobre papel absorvente até a evaporagao
completa, sendo entdo dissolvido com 0,4 ml de acido féormico concentrado e
submetido a agitacdo. O material resultante foi transferido com auxilio de pipeta
Pasteur, juntamente com oito ml de POP-POPOP Triton (300 mg de POPOP, 4,0
g e POP, 780 ml de Tolueno, 170 ml de etanol e 500 ml de Triton X-100) para
“vials”, medindo-se a radioatividade que representa a incorporagdo do aminoacido
em proteina.

Todos o0s resultados foram expressos considerando-se a atividade
especifica inicial do meio de incubagdo. Foram realizadas curvas de tempo de
incubacdo nas quais as velocidades das reacbes (sintese protéica, sintese de
lipidios e oxidacdo dos substratos a CO;) se mantiveram constante por um
periodo de 3 h.

O metabolismo de glicina, acetato e glutamina foram estudados em ratos
de 10 dias de idade pds-natal e ratos adultos (3 meses de idade), o metabolismo
de leucina, alanina, glicose e lactato foram estudados em ratos de 10 dias de

idade pos-natal.
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Analise estatistica

Os resultados experimentais expressos como média e +- erro padrao da
média (E.P.M.) foram submetidos ao tratamento estatistico da Analise de
Variancia de uma via, usando-se o programa SPSS/PC — Plus. As comparagdes
entre as médias foram realizadas pelo teste de multipla amplitude de Duncan, ou
teste t de student, quando pertinente. O nivel de significancia considerado foi de

p<0,05.
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Capitulo Il

2 Resultados

2.1 Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da alanina, leucina
e glicina em ratos Wistar aos 10 dias de idade pds-natal. Oxidagdo a CO,,
conversao a lipideos e sintese protéica.

Incubamos cértex cerebral (45 mg-55 mg) de ratos Wistar com 10 dias de
idade pos-natal utilizando os aminoacidos alanina (0,2 mM), leucina (0,2 mM),
glicina (0,2 mM), separadamente como substratos + 0,2 uCi do respectivo
aminoacido radioativo nos seguinte meios: 1- controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0
mM D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 uCi aa); 2- glioxal (tampéo KRb pH 7,4 + 5,0
mM D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 uCi aa+ 400 uM glioxal); 3- metilglioxal
(tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 uCi aa + 400 uyM
metilglioxal). Observamos um aumento na oxidacdo da alanina, da leucina e da
glicina a CO; no grupo glioxal quando comparado com o grupo controle (p<0,05).

O metilglioxal aumentou significativamente a oxidacao da alanina a CO; (figura 1).
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Figura 1- Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da alanina, leucina e
glicina em ratos Wistar aos 10 dias de idade pés-natal. Oxidagao a CO,.

Aminoacidos oxidados a CO2

© 70
3
§ g 60 -
3 3 50 -
O =
% 2 40- l Control
S E’ @ Glyoxal
E = 30 0O Methylglyoxal
© i
3 § 20
] 10
£
S 0 -

Alanina Leucina Glicina

Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados
com 0,2 mM de alanina ou 0,2 mM de leucina ou 0,2 mM de glicina + 0,2 uCi do respectivo
aminoacido radioativo. 1- controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de
aa + 0,2 uCi aa); 2- glioxal (tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de aa +
0,2 uCi aa+ 400 uM glioxal); 3- metilglioxal (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose +
0,2 mM de aa + 0,2 pCi aa + 400 uM metilglioxal). Valores sdo expressos como média +
DP. n=7. a diferente de b p<0,05.

O dglioxal e o metilglioxal ndo modificaram a conversao dos aminoacidos

alanina, leucina e glicina a lipidios em relagédo ao grupo controle (figura 2).

Figura 2- Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da alanina, leucina e
glicina em ratos Wistar aos 10 dias de idade pés-natal. Conversao a Lipideos.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados
com 0,2mM de alanina ou 0,2mM de leucina ou 0,2mM de glicina + 0,2 uCi do
respectivo aminoacido radioativo. 1- controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de
D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 uCi aa); 2- glioxal (tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM
de D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 pCi aat+ 400uM glioxal); 3- metilglioxal
(tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 uCi aa +
400uM metilglioxal). Valores sdo expressos como média + DP. n=7.

A analise da sintese protéica no mesmo experimento mostrou que usando

tanto a alanina quanto a leucina e a glicina como substrato, houve uma queda na
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sintese protéica do grupo glioxal em relagdo ao grupo controle (p<0,05). Nao
encontramos diferenca estatistica entre o grupo metilglioxal e grupo controle, nem

entre o grupo metilglioxal e grupo glioxal. (figura 3)

Figura 3- Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da alanina, leucina e
glicina em ratos Wistar aos 10 dias de idade pdés-natal. Sintese protéica.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade poés-natal)
incubados com 0,2mM de alanina ou 0,2mM de leucina ou 0,2mM de glicina + 0,2
uCi do respectivo aminoacido radioativo. 1- controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM
de D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 pCi aa); 2- glioxal (tampdo KRb pH 7,4 + 5,0
mM de D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 uCi aa+ 400uM glioxal); 3- metilglioxal
(tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de aa + 0,2 uCi aa + 400uM
metilglioxal). Valores sdo expressos como média + DP. n=7. a diferente de b
p<0,05.

2.2 Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da glicina em ratos
Wistar adultos (3 meses de idade pés-natal). Oxidagao a CO,, conversao a
lipideos e sintese protéica.

Foram incubadas fatias de cortex cerebral (45 mg-55 mg) fatiadas a 300
mu de espessura de ratos Wistar adultos (3 meses de idade pds-natal), em
diferentes meios: 1- controle (tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2
mM glicina + 0,2 pCi [U-'*C] glicina); 2- glioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de
D-glicose + 0,2 mM de glicina + 0,2 uCi [U- 14C] glicina + 400uM glioxal); 3-
metilglioxal (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina + 0,2

MCi [U- 14C] glicina + 400 uM metilglioxal). O glioxal e o metilglioxal ndo alteraram

38



o metabolismo (oxidagéo a CO,, conversao a lipidios e incorporagao a proteinas)

da glicina em relagéo ao grupo controle; figuras 4, 5 e 6 respectivamente.

Figura 4- Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da glicina em ratos

Wistar adultos. Oxidagao a CO,.
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Coértex cerebral de ratos Wistar adultos (3 meses de idade pds-natal)
incubados com 0,2mM glicina. 1- controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM
de D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 uCi [U-"*C] glicina); 2- glioxal (tampao
KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina + 0,2 uCi [U- 4C]
glicina + 400uM glioxal); 3- metilglioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de
D-glicose + 0,2 mM de glicina + 0,2 pCi [U- "C] glicina + 400uM
metilglioxal). Valores sdo expressos como média + DP. n=7.

Figura 5- Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da glicina em ratos

Wistar adultos. Conversao a lipideos.
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Cortex cerebral de ratos Wistar adultos (3 meses de idade pos-natal) incubados
com 0,2mM glicina. 1- controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2
mM glicina + 0,2 uCi [U-"*C] glicina); 2- glioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-
glicose + 0,2 mM de glicina + 0,2 pCi [U- “C) glicina + 400uM glioxal); 3-
metilglioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina + 0,2
uCi [U- ™C] glicina + 400uM metilglioxal). Valores s&o expressos como média + DP.
n=7.
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Figura 6- Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da glicina em ratos Wistar
adultos. Sintese protéica.
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Cortex cerebral de ratos Wistar adultos (3 meses de idade pds-natal) incubados
com 0,2mM glicina. 1- controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2
mM glicina + 0,2 uCi [U-"*C] glicina); 2- glioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-
glicose + 0,2 mM de glicina + 0,2 pCi [U- “C) glicina + 400uM glioxal); 3-
metilglioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina + 0,2
uCi [U- ™C] glicina + 400uM metilglioxal). Valores s&o expressos como média + DP.
n=7.

2.3 Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da leucina em cértex cerebral de
ratos Wistar aos 10 dias de idade pés-natal incubados com glicose oxidase.
Oxidacao a CO,, conversao a lipideos e sintese protéica.

Foram incubadas amostras de coértex cerebral de ratos de10 dias de idade
pds-natal utilizando-se leucina 0,2 mM como substrato + 0,2 uCi L-[U-"*C] leucina
em quatro grupos diferentes: 1- grupo controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 10,0 mM de
D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 pCi L-[U-"*C] leucina) ; 2- grupo glioxal (tamp&o
KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-"C] leucina
+ 400uM de glioxal); 3- grupo glicose oxidase (tampao KRb pH 7,4 + 10,0 mM de
D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-"C] leucina +1U de glicose oxidase) ;
e 4- grupo glicose oxidase + glioxal (tampéao KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-glicose
+ 0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-"*C] leucina +1U de glicose oxidase + 400 uM

glioxal).
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O glioxal aumentou significativamente a oxidagao da leucina a CO; (p<
0,05) em relagdo ao grupo controle. Os grupos (glioxal + glicose oxidase) e
glicose oxidase diminuiram significativamente (p< 0,01) a oxidacédo de leucina a
CO,. Os grupos glicose oxidase + glioxal e o grupo glicose oxidase néao

apresentaram diferenca estatistica entre si (figura 7).

Figura 7- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da leucina em cértex cerebral de
ratos jovens incubados com glicose oxidase. Oxidagao a CO,.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com 0,2 mM
leucina + 0,2 PCi L-[U-"*C] leucina. 1- grupo controle (tampao KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-
glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 pCi L-[U-“C] leucina) ; 2- grupo glioxal (tamp&o KRb pH
7,4+ 10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 pCi L-[U-“C] leucina + 400uM de
glioxal); 3- grupo glicose oxidase (tampao KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM
leucina + 0,2 uCi L-[U-"C] leucina +1U de glicose oxidase) ; e 4- grupo glicose oxidase +
glioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-”C]
leucina +1U de glicose oxidase + 400 uM glioxal). Valores sao expressos como média +
DP. n=7. a difere de b p<0,05 que difere de c. p<0,01.

Quanto a conversao de leucina a lipideos nao houve diferenga estatistica
entre os grupos controle e glioxal. Os grupos glicose oxidase e glicose oxidase +
glioxal também nao diferiram entre si estatisticamente, porém diferiram

significativamente dos grupos controle e do grupo glioxal, p< 0,01 (figura 8).
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Figura 8- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da leucina em cértex cerebral de
ratos jovens incubados com glicose oxidase. Conversao a lipideos
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com
0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-"*C] leucina. 1- grupo controle (tampao KRb pH 7,4 +
10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-"*C] leucina) ; 2- grupo glioxal
(tamp&o KRb pH 7,4+ 10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 pCi L-[U-”C]
leucina + 400uM de glioxal); 3- grupo glicose oxidase (tamp&o KRb pH 7,4 + 10,0 mM
de D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-"C] leucina +1U de glicose oxidase) ;
e 4- grupo glicose oxidase + glioxal (tampao KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-glicose +
0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-"*C] leucina +1U de glicose oxidase + 400uM glioxal).
Valores sdo expressos como média + DP. n=7. a difere de b. p<0,01.

Quanto a sintese protéica, ocorreu uma diferenca significativa (p<0,05)
entre o grupo controle e o grupo glioxal, onde ocorreu uma reducdo da sintese
protéica no grupo glioxal em relagdo ao grupo controle, como ja observado nos
experimentos acima descritos. O glioxal diminuiu significativamente a sintese
protéica a partir de leucina em cortex cerebral de ratos de 10 dias de vida pos-
natal em relagdo ao grupo controle, p< 0,05 (figura 9). Os grupos glicose oxidase
e glioxal + glicose oxidase nao diferiram entre si, porém a sintese protéica nestes
grupos foi cerca de 4 vezes menor do que a dos grupos controle e glioxal (p<

0,01) (figura 9).
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Figura 9- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da leucina em cértex cerebral de
ratos jovens incubados com glicose oxidase. Sintese de proteina.
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Coértex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com 0,2 mM
leucina + 0,2 pCi L-[U-"C] leucina. 1- grupo controle (tampao KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-
glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 pCi L-[U-”C] leucina) ; 2- grupo glioxal (tamp&o KRb pH
7.4+ 10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 uCi L-[U-"C] leucina + 400uM de
glioxal); 3- grupo glicose oxidase (tamp&o KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM
leucina + 0,2 uCi L-[U-"C] leucina +1U de glicose oxidase) ; e 4- grupo glicose oxidase +
glioxal (tampdo KRb pH 7,4 + 10,0 mM de D-glicose + 0,2 mM leucina + 0,2 pCi L-[U-"C]
leucina +1U de glicose oxidase + 400uM glioxal). Valores sao expressos como média +
DP. n=7. a difere de b p<0,05 que difere de c. p<0,01.

2.4 Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da glutamina em
cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) e adultos
(3 meses de idade poés-natal). Oxidagao a CO..

Quando incubado cortex cerebral de ratos Wistar com 10 dias de idade
pos-natal com glioxal 400 yM e com metilglioxal 400 pM, separadamente;
utilizando-se glutamina 2,0 mM como substrato + 0,2 uCi de L-[U-"*C] glutamina,
verificamos que os grupos incubados com a adigdo destes aldeidos apresentaram
uma oxidagao da glutamina a CO; significativamente inferior a do grupo controle,
sem adicdo de aldeidos, p< 0,05. Nenhuma diferenga foi observada entre os

grupos glioxal e o grupo metilglioxal. (figura 10).
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Figura 10 - Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da glutamina em cértex
cerebral de ratos Wistar jovens. Oxidagao a CO,.
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Coértex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com 2,0
mM glutamina + 0,2 pCi de L-[U-“C] glutamina. Grupo controle: tamp&o KRb pH 7,4;
Grupo Glioxal: tampdo KRb pH 7,4 + 400uM de Glioxal; Grupo Metilglioxal: tampao
KRb pH 7,4 + 400 uM de Metilglioxal Valores sdo expressos como média + DP. n=7. a
diferente de b. p<0,05.

Experimento semelhante foi repetido em ratos adultos com 3 meses de
idade pds-natal, sendo a amostra de cortex cerebral fatiada a espessura de 300
mpu. Nenhuma diferenca na oxidagao da glutamina a CO, foi observada entre os

trés grupos. (figura 11)
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Figura 11- Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo da glutamina em cértex
cerebral de ratos Wistar adultos. Oxidagao a CO.,.
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Cortex cerebral de ratos Wistar adultos (3 meses de idade pds-natal) incubados com
2,0 mM glutamina + 0,2 pCi de L-[U-"*C] glutamina. Grupo controle: tamp&o KRb pH
7,4; Grupo Glioxal: tampao KRb pH 7,4 + 400uM de Glioxal; Grupo Metilglioxal:
tampéo KRb pH 7,4 + 400uM de Metilglioxal Valores sdo expressos como média +
DP. n=7. a diferente de b. p<0,05.

2.5 Efeitos do glioxal sobre o metabolismo do acetato em cértex cerebral de
ratos jovens em concentragdes fisiolégicas de K* (2,7 mM) e numa elevada
concentragdo de K* (50 mM). O K* em concentragées elevadas aumenta a
oxidagao do acetato em astrécitos (WANIEWSKI et al, 1998; SCHWEIGERT et
col, 2004), processo dependente da Na'/K* ATPase. Oxidagdo a CO,.

Neste experimento as fatias de cértex cerebral (55 mg- 45 mg) de ratos
Wistar de 10 dias de idade pés-natal foram incubadas nos seguintes meios: 1-
(tampdo Dulbbeco pH 7,4 (K'=2,7 mM) +1mM de acetato + 0,2 pCi [U-"*C]
acetato); 2 -(tampao Dulbbeco pH 7,4 (K'=2,7 mM) +1mM de acetato + 0,2 uCi
[U-'*C] acetato+ 400 uM glioxal); 3- (tampdo Dulbbeco pH 7,4 (K'=50 mM) +1
mM de acetato + 0,2 uCi [U-'*C] acetato); 4-(tamp&o Dulbbeco pH 7,4 (K*=50
mM) +1 mM de acetato + 0,2 pCi [U-'*C] acetato+ 400 puM glioxal). A adicdo de
glioxal aos meios de incubagdes ndo modificou significativamente a oxidagao de

acetato a CO, em relagdo aos meios sem adicdo de glioxal. A oxidagcdo de
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acetato a CO; foi significativamente superior nos com [K*]e =50 mM em relagdo

aos meios com [K']e = 2,7 mM , p< 0,05 (figura 12).

Figura 12- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo do acetato em cértex cerebral de ratos
jovens em concentragdes fisiolégicas de K* (2,7 mM) e numa elevada concentragdo de K*
(50 mM). Oxidagao a CO,.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pods-natal) incubados com 1-
(tamp&o Dulbbeco pH 7,4 (K'=2,7 mM) +1mM de acetato + 0,2 uCi [U-“C] acetato); 2 -
(tampao Dulbbeco pH 7,4 (K'=2,7 mM) +1mM de acetato + 0,2 uCi [U-"*C] acetato+ 400
uM glioxal); 3- (tamp&o Dulbbeco pH 7,4 (K'=50 mM) +1mM de acetato + 0,2 uCi [U-”C]
acetato); 4-(tampao Dulbbeco pH 7,4 (K'=50 mM) +1mM de acetato + 0,2 pCi [U-”C]
acetato+ 400 uM glioxal). Valores sdo expressos como média + DP. n=7. a diferente de b.
p<0,05.

Experimento semelhante foi repetido em ratos adultos com 3 meses de
idade pos-natal, sendo a amostra de cértex cerebral fatiada a espessura de 300
mu. A adicdo de glioxal aos meios de incubagdes ndo modificou
significativamente a oxidacdo de acetato a CO, em relagdo aos meios sem
adicdo de glioxal. A oxidagao de acetato a CO, foi significativamente superior
nos com [K']e =50 mM em relagdo aos meios com [K']e = 2,7 mM , p< 0,05

(figura 13)
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Figura 13 - Efeitos do glioxal sobre o metabolismo do acetato em cértex cerebral de ratos
adultos em concentragées fisiologicas de K (2,7 mM) e numa elevada concentragio de K"
(50 mM). Oxidagao a CO,.
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Cortex cerebral de ratos Wistar adultos (3 meses de idade pds-natal) incubados com 1-
(tampao Dulbbeco pH 7,4 (K'=2,7 mM) +1 mM de acetato + 0,2 uCi [U-"*C] acetato); 2 -
(tampao Dulbbeco pH 7,4 (K'=2,7 mM) +1 mM de acetato + 0,2 uCi [U-"*C] acetato+
400 uM glioxal); 3- (tampao Dulbbeco pH 7,4 (K'=50 mM) +1 mM de acetato + 0,2 uCi
[U-"*C] acetato); 4-(tamp&o Dulbbeco pH 7,4 (K'=50 mM) +1 mM de acetato + 0,2 uCi
[U-"*C] acetato+ 400 puM glioxal). Valores s&o expressos como média + DP. n=7. a
diferente de b. p<0,05.

2.6 Efeitos da N-acetil-cisteina e da Penicilamina em concentragdes de 1
mM, 2 mM e 5 mM sobre o metabolismo da glicina. Oxidagao a CO,
conversao a lipideos e sintese protéica.

Para avaliar o efeito da NAC sem a acdo do glioxal incubamos coértex
cerebral de ratos de 10 dias de vida pds-natal com os seguintes meios: 1- controle
(tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina+ 0,2 uCi [U-
'4C]glicina); 2- NAC1mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de
glicina+ 0,2 uCi [U-"*C]glicina + 1mM de NAC); 3- NAC2mM (tampao KRb pH 7,4
+ 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina+ 0,2 uCi [U-'*C]glicina + 2mM de
NAC); e 4- NAC5mM (tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 pCi [U-'*C]glicina + 5 mM de NAC). Como pode ser observado na
figura 14, 1 mM de NAC nao alterou a oxidagao da glicina a CO, em relagéo ao

grupo controle. 2 mM de NAC e 5 mM de NAC diminuiram significativamente
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(p<0,05) a oxidagao da glicina a CO, em relagdo ao grupo controle em ratos com

10 dias de vida pés-natal.

Figura 14 - Efeitos da N-acetil-cisteina em concentragées de 1 mM, 2 mM e 5§ mM

sobre o metabolismo da glicina. Oxidagao a CO,.

Glicina oxidada a CO2

9 B a a
©
g%
§3 7
= 0
586
_E T 5 b
S84 I |
2e3. I
83, !
o O
€ (=
o

0

Controle NAC1mM NAC2mM NAC5mM

Coértex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com: 1-
controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-
14C]glicina; 2- NAC1mM (tampé&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-"C]glicina + 1mM de NAC); 3- NAC2mM (tampzo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-
glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-”C]glicina + 2mM de NAC); e 4- NAC5mM
(tampé&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-“C]glicina +
5mM de NAC). Valores sdo expressos como média = DP. n=7. a difere de b. p<0,05.

Como pode ser observado na figura 15, 2 mM de NAC e 5 mM de NAC

diminuiram a converséao da glicina a lipideos estatisticamente (p<0,05) em relagéo

ao grupo controle. 1 mM de NAC nédo mostrou diferenga em relagdo ao grupo

controle em ratos com 10 dias de idade pos-natal.
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Figura 15 - Efeitos da N-acetil-cisteina em concentragées de 1 mM, 2 mM e 5§ mM

sobre o metabolismo da glicina. Conversao a lipideos.
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Coértex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com: 1-
controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 puCi [U-
14C]glicina; 2- NAC1mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 UCi [U-"C]glicina + 1mM de NAC); 3- NAC2mM (tampzo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-
glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-"C]glicina + 2mM de NAC); e 4- NAC5mM
(tampé&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-“C]glicina +
5mM de NAC). Valores sédo expressos como média + DP. n=7. a difere de b. p<0,05.

A figura 16 mostra que a incorporagao de glicina a proteina € semelhante

entre o grupo controle e o grupo com 1 mM de NAC. 2 mM de NAC diminui a

incorporagao de glicina a proteina estatisticamente em relagdo ao grupo controle

(p<0,05), assim como 5 mM de NAC em relagéo ao grupo controle (p<0,01).
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Figura 16 - Efeitos da N-acetil-cisteina em concentragées de 1 mM, 2 mM e 5§ mM
sobre o metabolismo da glicina. Incorporagao a proteina.
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Coértex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com:
1- controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi
[U-"*C]glicina; 2- NAC1mM (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 uCi [U-”C]glicina + 1mM de NAC); 3- NAC2mM (tampao KRb pH 7,4 +
5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-“C]glicina +2mM de NAC); e 4-
NAC5mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi
[U-"C]glicina + 5mM de NAC). Valores s&o expressos como média + DP. n=7. a
difere de b p<0,05 que difere de c. p<0,01.

Experimento semelhante foi realizado com a penicilamina onde cértex
cerebral de ratos de 10 dias de idade péds-natal foram incubados com os
seguintes meios: 1- controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM
de glicina+ 0,2 uCi [U-14C]glicina; 2- Pencilamina1imM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0
mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina+ 0,2 uCi [U-MC]incina + 1 mM de
Penicilamina); 3- Penicilamina 2mM (tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose +
0,2 mM de glicina+ 0,2 uCi [U-14C]glicina + 2 mM de Penicilamina); e 4-
Penicilamina 5mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de
glicina+ 0,2 pCi [U-"C]glicina + 5mM de Penicilamina). Como pode ser
observado na figura 17, 1 mM de Penicilamina ndo alterou a oxidagéo da glicina a
CO, em relagéo ao grupo controle. 2 mM de Penicilamina e 5 mM de Penicilamina
diminuiram significativamente (p<0,05) a oxidagao da glicina a CO; em relagao ao

grupo controle em ratos com 10 dias de vida pds-natal.
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Figura 17 - Efeitos da Penicilamina em concentragées de 1 mM, 2 mM e 5 mM sobre
o metabolismo da glicina. Oxidagao a CO,.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com: 1-
controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 puCi [U-
"Clglicina; 2- PencilaminaimM (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 pCi [U-“C]glicina + 1mM de Penicilamina); 3- Penicilamina 2mM (tampao
KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-"*C]glicina + 2mM de
Penicilamina); e 4- Penicilamina 5mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose +
0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-”C]glicina + 5mM de Penicilamina). Valores sao
expressos como média + DP. n=7. a difere de b que difere de c. p<0,05.

Como pode ser observado na figura 18, 2 mM de Penicilamina e 5 mM de
Penicilamina diminuiram a conversao da glicina a lipideos significativamente
(p<0,05) em relagdo ao grupo controle. 1 mM de Penicilamina n&do mostrou

diferenga em relagao ao grupo controle em ratos com 10 dias de vida pds-natal.
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Figura 18 - Efeitos da Penicilamina em concentragées de 1 mM, 2 mM e 5 mM sobre

o metabolismo da glicina. Conversao a lipideos.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal)
incubados com: 1- controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM
de glicina+ 0,2 pCi [U-”C]glicina; 2- Pencilamina1mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0
mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-"“C]glicina + 1mM de
Penicilamina); 3- Penicilamina 2mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose
+ 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-”C]glicina + 2mM de Penicilamina); e 4-
Penicilamina 5mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 50 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 pCi [U-“C]glicina + 5mM de Penicilamina). Valores sdo expressos
como média + DP. n=7. a difere de b. p<0,05.

A figura 19 mostra que a incorporagao de glicina a proteina € semelhante

entre o grupo controle e o grupo com 1 mM de Penicilamina. 2 mM de

Penicilamina diminui a incorporagao de glicina a proteina estatisticamente em

relacdo ao grupo controle (p<0,05), assim como 5 mM de Penicilamina em relagao

ao grupo controle (p<0,01).
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Figura 19 - Efeitos da Penicilamina em concentragées de 1 mM, 2 mM e 5 mM sobre
o metabolismo da glicina. Incorporagao a proteina.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados
com: 1- controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-"Clglicina; 2- Pencilamina1mM (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-
glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-"*C]glicina + 1mM de Penicilamina); 3-
Penicilamina 2mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 pCi [U-"C]glicina + 2mM de Penicilamina); e 4- Penicilamina 5mM
Stampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-
4C]glicina + 5mM de Penicilamina). Valores sdo expressos como média + DP.
n=7. a difere de b p<0,05 que difere de c. p<0,01.

2.7 Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo do lactato em
cortex cerebral de ratos jovens. Oxidagao a CO.,.

Cortex cerebral (45 mg-55 mg) de ratos Wistar com 10 dias de idade pos-
natal foram incubadas nos seguintes meios: 1-controle (tampao KRb pH 7,4 + 10
mM lactato + 0,2 pCi L-[U-'*C] lactato) ; 2- glioxal (tampdo KRb pH 7,4 + 10 mM
lactato +0,2 pCi L-[U-"*C] lactato + glioxal 400uM); 3- metilglioxal (tamp&o KRb pH
74 + 10 mM lactato+0,2 pCi L-[U-"C] lactato + metilglioxal 400 uM ). Os
dialdeidos ndo modificaram significativamente a oxidagao da glicose a CO, em

relacdo ao grupo controle (figura 20).
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Figura 20 - Efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o metabolismo do lactato em cértex
cerebral de ratos jovens. Oxidagao a CO2.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pc’)s-natal) incubados com:
1-controle (tampdo KRb pH 7,4 + 10 mM lactato + 0,2 uCi L-[U-"C] lactato) ; 2-
glioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 10 mM lactato +0,2 uCi L-[U-"C] lactato + glioxal 400
uM); 3- metilglioxal (tampéao KRb pH 7,4 + 10 mM lactato+0,2 pCi L-[U-“C] lactato +
metilglioxal 400 uM ).Valores sdo expressos como média £ DP. n=7

2.8 Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicose em um meio com e
sem N-acetil-cisteina. Oxidagao a CO..

Cortex cerebral (45 mg-55 mg) de ratos Wistar com 10 dias de idade pos-
natal foram incubadas nos seguintes meios: 1-controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0
mM D-Glicose+ 0,2 pCi D-[U- ™C] glicose ) ; 2- glioxal (tampao KRb pH 7,4 + 5,0
mM D-glicose +0,2 uCi D-[U-"C] glicose + glioxal 400uM); 3- glioxal + NAC2mM
(tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose +0,2 uCi D-[U-"C] glicose + glioxal
400uM + 2mM de NAC); 4- glioxal + NAC5mM (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-
glicose +0,2 uCi D-[U-"*C] glicose + glioxal 400 uM + 5mM de NAC). O dialdeido
per se, assim como o dialdeido + 2mM de NAC e 5mM de NAC, ndo modificaram
estatisticamente a oxidagao da glicose a CO, em relagado ao grupo controle (figura

21)
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Figura 21- Efeitos do glioxal e da N-acetil-cisteina sobre o metabolismo da glicose em
cortex cerebral de ratos jovens. Oxidagao a CO,.
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Coértex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pés-natal) incubados com: 1-
controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 pCi D-[U- "C] glicose ) ; 2- glioxal
(tampé&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose +0,2 uCi D-[U-”C] glicose + glioxal 400 pM); 3-
glioxal + NAC2mM (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose +0,2 uCi D-[U-"C] glicose +
glioxal 400 uM + 2 mM de NAC); 4- glioxal + NAC5mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-
glicose +0,2 pCi D-[U-"*C] glicose + glioxal 400 uM + 5 mM de NAC). Valores séo
expressos como média £ DP. n=7.

2.9 Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em meios com N-acetil-
cisteina, penicilamina e TROLOX. Oxidagdao a CO;, conversao a lipideos e
sintese protéica.

Com a finalidade de verificar se a NAC (um antioxidante), ou a penicilamina
(um sequestrador de aldeidos) poderiam reverter os efeitos causados pelo glioxal
sobre o metabolismo da glicina em cortex cerebral de ratos jovens incubamos
fatias de coértex cerebral de ratos com os seguintes meios: 1- KRb pH 7,4 + 5,0
mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-"*C]glicina; 2- KRb pH 7,4 + 5,0 mM
D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-"C]glicina + 400 uM glioxal; 3- KRb pH
7.4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-"*C]glicina + 400 uM glioxal
+ NAC 1,0 mM; 4- KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-
'4C]glicina + 400 uM glioxal + 1,0 mM penicilamina. Como pode ser observado na

figura 22 o glioxal aumentou significativamente a oxidagdo da glicina em relagao
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ao grupo controle, a oxidacao da glicina nos grupos em que foram adicionados a
NAC e a penicilamina nao diferiu do grupo controle. Com este experimento nao
pudemos concluir se a adicdo da NAC e da penicilamina aos meios que
continham glioxal diminuiram os efeitos do glioxal, ou se estes compostos

apresentaram uma acao per se sobre a oxidagao da glicina.

Figura 22- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em meios com N-acetil-cisteina
1mM e Penicilamina 1mM. Oxidagao a CO2.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados1-
controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-
14C]glicina ; 2- glioxal (tampé&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-"*C]glicina + 400uM de glioxal); 3- Glioxal + NAC1mM (tampao KRb pH 7,4 +
5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-”C]glicina + 400 pM de glioxal +
1mM de NAC; 4- Glioxal + Penicilamina: (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose +
0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-14C]glicina + 400 uM de glioxal + 1mM de Penicilamina).
Valores sdo expressos como média + DP. n=7. a difere de b. p<0,05.

Os grupos glioxal 400 uM, glioxal 400 uM + NAC 1,0 mM, e glioxal 400 uM
+ penicilamina 1,0mM nao diferiram do grupo controle quanto a conversdo da
glicina a lipidios em cértex cerebral de ratos de 10 dias de vida pdos-natal (figura

23).
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Figura 23- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em meios com N-acetil-cisteina
1mM e Penicilamina 1mM. Converséo a lipideos.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pés-natal) incubados1-
controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-
"Clglicina ; 2- glioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-“C]glicina + 400uM de glioxal); 3- Glioxal + NAC1mM (tampao KRb pH 7,4 +
5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-”C]glicina + 400 pM de glioxal +
1mM de NAC; 4- Glioxal + Penicilamina: (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose +
0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-“C]glicina + 400 pM de glioxal + 1mM de Penicilamina).
Valores sdo expressos como média + DP. n=7.

Como pode ser observado na figura 24, o glioxal na concentragdo 400 uM
inibiu a incorporagao de glicina a proteinas em relagéo ao grupo controle, o grupo
NAC 1,0 mM + glioxal na 400 yM diminuiu a sintese protéica a partir da glicina em
cortex cerebral de ratos de 10 dias de vida pds-natal em relagdo ao grupo
controle, porém n&o diferiu estatisticamente do grupo glioxal 400 yM. O grupo
glioxal 400 uM + penicilamina 1,0 mM diminuiu a sintese protéica a partir da
glicina em cortex cerebral de ratos de 10 dias de idade pds-natal em relagdo ao

grupo controle.
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Figura 24- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em meios com N-acetil-cisteina
1 mM e Penicilamina 1 mM. Sintese de protéica.

Glicina incorporada a proteina

b,c

pmol de glicina incorporada a
proteina/h/mg de tecido
w

Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pés-natal) incubados
1- controle (tampéao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-
14C]glicina ; 2- glioxal (tampé&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-“C]glicina + 400uM de glioxal); 3- Glioxal + NAC1mM (tampao KRb pH 7,4 +
5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-"*C]glicina + 400 uM de glioxal +
1mM de NAC; 4- Glioxal + Penicilamina: (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose +
0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-“C]glicina + 400 pM de glioxal + 1mM de Penicilamina).
Valores sdo expressos como média + DP. n=7. a difere de b que difere de c. p<0,05.

Como né&o nos pareceu conclusivos os efeitos da NAC e da penicilamina na
concentracédo de 1,0 mM sobre os efeitos do glioxal no metabolismo da glicina em
cortex cerebral de ratos de 10 dias de vida pés-natal, optamos por verificar os
efeitos da NAC na concentracdo de 2,0 mM e da penicilamina na concentragcao de
5,0 mM na possivel reversao dos efeitos do glioxal no metabolismo da glicina.
Para tanto incubamos cortex cerebral de ratos de 10 dias de vida pds-natal com
0s seguintes meios: 1- controle (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2
mM de glicina+ 0,2 pCi [U-"*C]glicina ; 2- glioxal (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM
de D-glicose + 0,2 mM de glicina+ 0,2 uCi [U-'*C]glicina + 400 uM de glioxal); 3-
Glioxal + NAC 2mM (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de

glicina+ 0,2 pCi [U-"*C]glicina + 400 pM de glioxal + 2 mM de NAC; 4- Glioxal +
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Penicilamina: (tampdo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina+
0,2 uCi [U-"*C]glicina + 400 uM de glioxal + 5 mM de Penicilamina). Como pode
ser observado na figura 25 o glioxal na concentracdo de 400 uM aumentou a
oxidagao da glicina a CO, em relagdo ao grupo controle (p<0,05). A oxidagéo da
glicina a CO;, no grupo NAC + glioxal ndo apresentou diferenga estatistica em
relagdo ao grupo controle. O grupo glioxal + penicilamina 5,0 mM apresentou uma
oxidagao da glicina a CO, inferior ao grupo controle, o que nos levou a concluir
que a penicilamina diminuiu a oxidagao da glicina a CO, em fatias de cértex

cerebral de ratos de 10 dias de idade pds-natal.

Figura 25- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em meios com N-acetil-cisteina
2 mM e Penicilamina 5 mM. Oxidagao a CO2.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pés-natal) incubados
com: 1- controle (tampdo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 pCi [U-"*C]glicina ; 2- glioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-
glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-“C]glicina + 400uM de glioxal); 3-
Glioxal + NAC 2mM (tampéao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 pCi [U-14C]glicina + 400 uM de glioxal + 2 mM de NAC; 4- Glioxal +
Penicilamina: (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-"Clglicina + 400 uM de glioxal + 5 mM de Penicilamina).Valores
s&o expressos como média + DP. n=7. a difere de b que difere de c. p<0,05.

Como pode ser observado na figura 26 glioxal na concentragcéo de 400 uM

inibiu a sintese de lipidios a partir de glicina, contudo os grupos NAC 2,0 mM +
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glioxal 400 uM e penicilamina 5,0 mM + glioxal 400 yM exerceram um efeito
inibitério sobre a sintese de lipidios a partir da glicina significativamente superior
ao grupo glioxal 400 yM, o que nos permite concluir que a NAC 2,0 mM e a
penicilamina 5,0 mM exerceram per se efeitos inibitérios sobre a sintese de
lipidios a partir da glicina em fatias de cértex cerebral de ratos de 10 dias de idade

pos-natal.

Figura 26- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em meios com N-acetil-
cisteina 2 mM e Penicilamina 5 mM. Conversao a lipideo.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pés-natal) incubados
com: 1- controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 uCi [U-"*C]glicina ; 2- glioxal (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-
glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-“C]glicina + 400uM de glioxal); 3-
Glioxal + NAC 2mM (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de
glicina+ 0,2 pCi [U-14C]glicina + 400 uM de glioxal + 2 mM de NAC; 4- Glioxal +
Penicilamina: (tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-”C]glicina + 400 uM de glioxal + 5 mM de Penicilamina).Valores
s&o expressos como média + DP. n=7. a difere de b. p<0,05.

Como pode ser observado na figura 27, glioxal na concentracdo de 400
MM inibiu a sintese protéica a partir da glicina em relagdo ao grupo controle,
contudo os grupos NAC 2,0 mM + glioxal 400 uM e penicilamina 5,0 mM + glioxal
400 uM exerceram um efeito inibitorio sobre a sintese protéica a partir da glicina
significativamente superior ao grupo glioxal 400 uM, o que nos permite concluir

que a NAC 2,0 mM e a penicilamina 5,0 mM exerceram per se efeitos inibitorios
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sobre a sintese protéica a partir de glicina em fatias de cortex cerebral de ratos de

10 dias de idade pos-natal.

Figura 27- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em meios com N-acetil-cisteina
2 mM e Penicilamina 5 mM. Sintese de proteina.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) incubados com: 1-
controle (tamp&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-
14C]glicina ; 2- glioxal (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-”C]glicina + 400uM de glioxal); 3- Glioxal + NAC 2mM (tamp&o KRb pH 7,4
+ 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-“C]glicina + 400 pM de glioxal
+ 2 mM de NAC; 4- Glioxal + Penicilamina: (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose
+ 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-“C]glicina + 400 pM de glioxal + 5 mM de
Penicilamina).Valores séo expressos como média + DP. n=7. a difere de b p<0,05 que
difere de ¢ p<0,01.

Incubamos fatias de cortex cerebral de ratos Wistar aos 10 dias de idade
pos-natal com nos seguintes meios: 1- controle (tampéo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de
D-glicose + 0,2 mM de glicina+ 0,2 uCi [U-'*C]glicina); 2- Glioxal (tampao KRb pH
7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-14C]glicina + 400 uM
de glioxal); 3- Glioxal + Trolox (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose +
0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-14C]glicina + 400 uM de glioxal + 10uM de Trolox);

Como pode ser observado na figura 28, o grupo glioxal e o grupo glioxal +
trolox diminuiram a incorporacdo de glicina a proteina significantemente em
relacdo ao grupo controle (p<0,05). Nao houve diferenga entre o grupo glioxal e o

grupo glioxal + trolox.
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A oxidagao da glicina a CO; ficou estatisticamente aumentada (p<0,05) em

relagdo ao grupo controle como ja visto nos experimentos anteriores. O grupo

Trolox + Glioxal ndao mostrou diferencga significante em relagéo ao grupo controle e

ao grupo Glioxal. (figura 29)

Figura 28- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em um meio com TROLOX.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) 1- controle (tampéo
KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2 mM de glicina+ 0,2 pCi [U-14C]glicina); 2- Glioxal
(tampé&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-MC]incina +
400 puM de glioxal); 3- Glioxal + Trolox (tampédo KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose +
0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-""C]glicina + 400 uM de glioxal + 10uM de Trolox)Valores sdo
expressos como média + DP. n=7. a difere de b. p<0,05.

Figura 29- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em um
meio com TROLOX. Oxidagédo a CO,.
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Coértex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) 1- controle (tampao KRb
pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 uCi [U-"C]glicina); 2- Glioxal (tampao
KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-MC]incina + 400uM de
glioxal); 3- Glioxal + Trolox (tamp&do KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+
0,2 uCi [U-”C]glicina + 400uM de glioxal + 10uM de Trolox)Valores sdo expressos como
média £ DP. n=7. a difere de b que difere de c. p<0,05.
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Quanto a conversado de glicina a lipideos os grupos controle, glioxal e

glioxal + trolox ndo mostraram diferengas entre si. (figura 30)

Figura 30- Efeitos do glioxal sobre o metabolismo da glicina em um meio com TROLOX.
Conversao a lipideo.
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Cortex cerebral de ratos Wistar jovens (10 dias de idade pds-natal) 1- controle (tampéao
KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-MC]incina); 2- Glioxal
(tampé&o KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM de glicina+ 0,2 pCi [U-MC]incina +
400uM de glioxal); 3- Glioxal + Trolox (tampao KRb pH 7,4 + 5,0 mM de D-glicose + 0,2mM
de glicina+ 0,2 uCi [U-"C]glicina + 400uM de glioxal + 10uM de Trolox)Valores sdo
expressos como média £ DP. n=7.
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3. Discussao

A doenca cardiovascular é a principal causa de morbidade e mortalidade
entre os pacientes com diabetes (HOBBS, 2006). Niveis elevados de oxidantes
como produtos avangados de glicagdo (AGEs) produzem um significativo
estresse oxidativo, exercendo um papel importante na patogénese da doencga
cardiovascular do diabético (BROWNLEE, 2001).

Os AGEs sao conhecidos como produtos advindos da hiperglicemia,
contudo eles também sao abundantes na dieta padrao ocidental. Estes produtos
sdo especialmente elevados nos alimentos com alto teor de carboidratos,
proteinas e lipideos que sdo preparados a elevadas temperaturas, mediante
processos como fritar, grelhar e assar (GOLDBERG, 2004). Os AGEs atuam
ligando-se a receptores, formando aductos com proteinas intracelulares,
extracelulares e proteinas da matriz celular.

A glicose e outros agucares redutores como frutose, pentoses e galactose
reagem com grupo amino de proteinas, acidos nucléicos e lipideos formando uma
aldimina instavel, a base de Schiff. Mediante rearranjo, a base de Schiff forma
uma cetoamina estavel, chamada de produto de Amadori. Através de uma série
de reagdes o produto de Amadori é degradado a uma variedade de compostos
carbonilas (glioxal, metilglioxal e 3-deoxiglicosona) que sdo muito mais reativos do
que os agucares que |hes deram origem. Estes compostos atuam como
propagadores da reagdo, reagindo novamente com grupos amino livre das
proteinas, e através de reacbes de oxidagado, desidratagdo, ciclizagcdo formam
compostos amarelo-caramelados que se acumulam nas proteinas intracelular,

extracelular e da matriz (LAPOLLA et al, 2005).
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Os AGEs participam no desenvolvimento dos processos degenerativos,
incluindo cataratas, complicagcdes do diabetes mélito e na doencga de Alzheimer. O
depdsito extracelular de -amildide (AR) € a principal caracteristica da doenga de
Alzheimer.

AR peptideos compreende fragmentos truncados de proteinas precursoras
do R-amildide. AR é téxico e capaz de iniciar a sinalizacdo de cascata de eventos
incluindo estresse oxidativo e resposta inflamatdria levando a neurodegeneragao
(MORISHIMA et al, 2001). Metanal, metilglioxal e malonildialdeido aumentam a
velocidade de formagao da 3-forma do [3-amildide, dos oligbmeros, e protofibrilas,
bem como a dimensao destes agregados (CHEN et al, 2006).

Nesta dissertacdo verificamos os efeitos do glioxal e metilglioxal sobre o
metabolismo de aminoacidos, lactato, glicose e acetato em fatias de cortex
cerebral de ratos de 10 dias de idade pds-natal e de ratos adultos (3 meses de
idade pos-natal). Verificamos também o possivel papel protetor dos compostos N-
acetilcisteina, penicilamina e trolox sobre os efeitos dos glioxais em fatias de
cortex cerebral.

Como pode ser observado na figura 1, glioxal na concentracdo de 400 uM
aumentou a oxidagao da alanina, leucina e glicina a CO; em cortex cerebral de
ratos jovens em relagdo ao grupo controle sem adigdo de aldeido. Metilglioxal
aumentou apenas a oxidacdo da alanina a CO,. Os glioxais nao modificaram a
sintese de lipideos a partir dos trés aminoacidos em relagdo ao grupo controle
(figura 2). Apenas o glioxal diminuiu a sintese protéica a partir dos aminoacidos
alanina, leucina e glicina em relagao ao grupo controle (figura 3).

De acordo com as figuras 4- 5 e 6, respectivamente, os glioxais nao

modificaram a oxidag¢ao a CO,, a incorporacgao a proteina e a sintese de lipideos a
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partir de glicina em cortex cerebral de ratos adultos. Com estes experimentos
pode-se concluir que o cortex cerebral de ratos adultos € mais resistente aos
efeitos do glioxal do que o cortex cerebral dos ratos jovens. A glicina é apenas
oxidada pelos astrocitos, pois s6 0s mesmos possuem o sistema de clivagem da
glicina. No SNC, esta é a unica rota de oxidagao da glicina (FAGUNDES et al,
2001; SATO et al, 1991).

Verificamos os efeitos do peroxido de hidrogénio mais glioxal no
metabolismo da leucina. Como pode ser observada na figura 7, a adicdo de 1,0
unidade de glicose oxidase no meio de incubacdo com 10,0 mM de glicose
ocasionou uma acentuada diminuicdo na oxidacdo da leucina em relacdo ao
grupo controle (sem glioxal e sem glicose oxidase). Este sistema, 1,0 U de glicose
oxidase num meio com 10,0 mM de glicose produz H,O, por um periodo de 3,0 h
(SHANGARI et al, 2006). A adicao de glioxal ao meio que continha a glicose
oxidase nao acentuou os efeitos da glicose oxidase. Estes resultados nos
permitem concluir que a oxidagao da leucina em cértex cerebral de ratos jovens é
altamente sensivel aos efeitos do estresse oxidativo.

A adicao de glioxal ao meio contendo glicose oxidase acentuou os efeitos
sobre a sintese protéica em relacdo ao meio contendo apenas glicose oxidase,
porém nao encontramos diferenga estatistica entre os dois grupos.

Como pode ser observado na figura 10 a adicdo de glioxal, ou de
metilglioxal ao meio controle diminuiu a oxidacdo de glutamina a CO, em cortex
cerebral de ratos jovens em relagdo ao grupo controle, contudo quando utilizamos
fatias de cortex cerebral de ratos adultos (figura 11), tanto o glioxal como
metilglioxal ndo modificaram a oxidagdo da glutamina em relagcdo ao grupo

controle. Estes experimentos nos permitem concluir que a oxidagcao da glutamina
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em cortex de ratos jovens € mais sensivel a acdo dos glioxais do que em cértex
cerebral de ratos adultos.

De acordo com as figuras 12 e 13 a adigao de glioxal ao meio controle nao
modificou a oxidacdo de acetato a CO, tanto num meio com concentragao
fisiologica de K* (meio extracelular do SNC), quanto num meio com elevadissima
de [K']e em cortex cerebral de ratos de jovens e em coértex cerebral de ratos
adultos. Uma elevada [K']. de potassio ativa a atividade da Na*- K'/ATPase
diminuindo a concentracdo intracelular de Na® com conseqlente ativacdo da
acetilCoA sintetase. Podemos concluir que o glioxal nao modificou a atividade da
Na’- K'/ATPase tanto em coértex cerebral de ratos jovens, quanto em cortex
cerebral de ratos adultos.

Como pode ser observado nas figuras 14, 15 e 16, a adicdo de N-
acetilcisteina nas concentragdes de 2,0 e 5,0 mM ao meio controle diminuiu
significativamente a oxidagao, a conversao a lipideos e a sintese protéica a partir
de glicina em relagcdo ao meio controle e ao meio controle + 1,0 mM de NAC.
Estes resultados nos permitem concluir que a NAC nas concentracbes de 2,0 e
5,0 mM apresentou uma acado per se no metabolismo da glicina em cortex
cerebral de ratos jovens.

Com a finalidade de verificar se a penicilamina altera o metabolismo da
glicina realizamos uma curva de concentragdo de penicilamina. De acordo com a
figura 17, penicilamina a partir da concentracdo de 1,0 mM inibiu a oxidacao de
glicina em cortex cerebral de ratos jovens. Penicilamina nas concentragdes de 2,0
mM e 5,0 mM inibiu a sintese de lipideos (figura 18) e a sintese protéica (figura

19) a partir de glicina em cortex cerebral de ratos jovens. Concluimos com estes
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experimentos que a penicilamina apresenta ag¢ao intrinseca no metabolismo da
glicina.

Como pode ser observado na figura 20 a oxidacado de lactato a CO, por
cortex cerebral de ratos jovens nao foi modificada pela adigdo de glioxal, ou de
metilglioxal ao meio controle.

A figura 21 mostra que a adi¢ao de glioxal, glioxal mais NAC 2 mM, glioxal
mais NAC 5 mM, separadamente, ao meio controle ndo modificaram a oxidagao
de glicose a CO, em cortex cerebral de ratos jovens.

Pelo exposto até o momento podemos concluir que os glioxais alteram a
oxidacdo de aminoacidos e a sintese protéica, porém nao alteram a oxidacao de
glicose, lactato e acetato por cortex cerebral de ratos.

Com a finalidade de verificar se a NAC (um antioxidante), ou a penicilamina
(um sequestrador de aldeidos) poderiam reverter os efeitos causados pelo glioxal
sobre o metabolismo da glicina em cortex cerebral de ratos jovens incubamos
fatias de coértex cerebral de ratos com os seguintes meios: 1- KRb pH 7,4 + 5,0
mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-"*C]glicina; 2- KRb pH 7,4 + 5,0 mM
D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-"C]glicina + 400 uM glioxal; 3- KRb pH
7.4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-"C]glicina + 400 puM glioxal
+ NAC 1,0 mM; 4- KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-
'4C]glicina + 400 uM glioxal + 1,0 mM penicilamina. Como pode ser observado na
figura 22 o glioxal aumentou significativamente a oxidagdo da glicina em relagao
ao grupo controle. A oxidacao da glicina nos grupos em que foram adicionados a
NAC 1 mM ao grupo glioxal e penicilamina 1 mM ao grupo glioxal nao diferiram
do grupo glioxal (figura 22). Com este experimento ndo pudemos concluir se a

adicao da NAC e da penicilamina aos meios que continham glioxal diminuiu os
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efeitos do glioxal, ou se estes compostos apresentaram uma agao per se sobre a
oxidacao da glicina. A sintese de lipideos a partir de glicina nos grupos (glioxal
400 uM + NAC 1 mM) e (glioxal 400 yM + penicilamina1,0 mM) nao diferiu do
grupo glioxal (figura 23).

De acordo com a figura 24 a sintese protéica a partir da glicina no grupo
glioxal + NAC1mM foi significativamente inferior a sintese protéica do glioxal +
penicilaminaimM, contudo a sintese protéica nestes grupos nao foram
significativamente diferentes do grupo glioxal.

Como pode ser observado na figura 25 a oxidagao da glicina no grupo
(KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-"*C]glicina + 400
MM glioxal + 5,0 mM penicilamina) foi significativamente inferior em relagdo aos
grupos (KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 uCi [U-"*C]glicina);
(KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 pCi [U-"*C]glicina + 400
MM glioxal); (KRb pH 7,4 + 5,0 mM D-glicose + 0,2 mM glicina + 0,2 uCi [U-
“C]glicina + 400 pM glioxal + NAC 2,0 mM). A oxidagdo da glicina no grupo
glioxal 400 uyM foi significativamente superior ao grupo, porém nao diferiu do
grupo glioxal + NAC2mM.

Com estes experimentos podemos concluir que a penicilamina 5,0 mM teve
uma acgao intrinseca na oxidacao da glicina em cortex cerebral de ratos jovens.

Como pode ser observado na figura 26 a adicdo de NAC 2 mM e de
penicilamina 5 mM (separadamente) aos meios que continham glioxal
determinaram uma diminuicdo significativa na sintese de lipideos a partir de
glicina em cortex cerebral de ratos jovens em relagdo ao meio controle e ao meio
que continha glioxal. Este experimento mostra uma provavel agao per se da NAC

2 mM e da penicilamina 5,0 mM sobre a sintese de lipideos a partir de glicina em
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cortex cerebral de ratos jovens. A adicao de NAC 2 mM e de penicilamina5mM
(separadamente) aos meios que continham glioxal determinou uma diminuigcao
significativa da sintese protéica a partir de glicina em cortex cerebral de ratos
jovens em relagdo ao meio controle e ao meio que continha glioxal (figura 27).
Este experimento mostra uma provavel agdao per se da NAC 2 mM e da
penicilamina 5,0 mM sobre a sintese de proteinas a partir de glicina em cortex
cerebral de ratos jovens (figura 27).

Com a finalidade de testar a agao de outro antioxidante sobre os efeitos do
glioxal no metabolismo da glicina utilizamos trolox na concentragao de 10,0 uM.
Como pode ser observado nas figuras 28 (sintese protéica), figura 29 (oxidagao a
CO,) e figura 30 (sintese de lipideos). Com estes experimentos podemos concluir
que o trolox na concentragao de 10,0 uM nao modificou as a¢des do glioxal sobre

o0 metabolismo da glicina em cértex cerebral de ratos jovens.
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3.1 Conclusoes

Este estudo nao estabeleceu um mecanismo para o efeito do glioxal sobre
o metabolismo energético. Especulamos que a concentracdo do antioxidante
Trolox usada néao foi suficiente para estabelecer uma conclusdo. O antioxidante
N-acetil-cisteina, usado em diferentes concentragdes mostrou um grande efeito
préprio que nos impossibilitou uma conclusdo. Semelhante ao que ocorreu com a
N-acetil-cisteina, o sequestrador de glioxais, a penicilamina também mostrou um
efeito préprio. Outros antioxidantes como a quercitina importante no controle das
concentragdes intracelulares de glutationa, o acido lipdico e o resveratrol estao
sendo estudados pelo nosso grupo, assim como o0 sequestrador de glioxais, a
aminoguanidina.
Nossas conclusdes estabelecidas com os resultados foram as seguintes:

1- Os efeitos do glioxal foram superiores aos efeitos do metilglioxal

sobre o metabolismo dos aminoacidos estudados.

2- Os glioxais (glioxal e metilglioxal) ndo tiveram efeitos sobre os

parametros estudados no metabolismo da glicose, lactato e acetato.

3- Os glioxais nao alteraram o metabolismo da glicina e da glutamina

em cortex cerebral de ratos adultos.

4- A utilizagcdo de antioxidantes (N-acetilcisteina e trolox) no meio de

incubacdo ndo modificou os efeitos dos glioxais sobre o metabolismo dos

aminoacidos.

5- A N-acetilcisteina e a penicilamina exerceram um acentuado efeito

sobre o metabolismo dos aminoacidos.
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3.2 Perspectivas

1- Estudo das agdes dos glioxais in vivo.

a- Durante a gestacao (glioxais na agua de beber): estudo “ex vivo” sobre o
metabolismo de aminoacidos em fatias de cérebro da prole no primeiro dia de
vida pos-natal da prole.

b- Durante a gestacao e lactacao (glioxais na agua de beber): estudo “ex
vivo” sobre o metabolismo de aminoacidos em fatias de hipocampo e fatias de

cortex cerebral da prole aos 21 dias de vida pos-natal da prole.

2- Estudo dos efeitos dos glioxais sobre o metabolismo de aminoacidos em
hipocampo de ratos adultos in vitro: (oxidantes:glicose oxidase + 10 mM de

glicose=sistema produtor de H,O; ; antioxidantes e sequestradores de aldeidos).

3- Estudo dos efeitos do peréxido de hidrogénio (1,0 U de glicose oxidase +
10,0 mM de glicose) sobre o metabolismo de aminoacidos (glicina, leucina e

glutamina) e lactato, acetato e glicose : estudo ontogenético.

4- Estudo com cultura de glioblastomas.

a- metabolismo de aminoacidos (acbes de antioxidantes, sequestradores
de aldeidos e oxidantes).

b- imunobloting (proteinas pré-inflamatérias e envolvidas com o estresse
oxidativo)

c- marcagao de proteinas com glioxais ['*C]
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