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"Niguém batera tdo forte quanto a vida. Porém, ndo se trata de quéo forte pode
bater, se trata de quéo forte pode ser atingido e continuar seguindo em frente. E assim

que a vitdria é conquistada.

(Rocky Balboa)
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I. INTRODUCAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) correspondem a uma classe de disturbios
hereditarios que sdo transmitidos principalmente de forma autossdmica recessiva.
Foram primeiramente descritos pelo médico britanico Archibald Garrod em 1908. Essas
doencgas, se consideradas individualmente, séo raras, entretanto em sSeu conjunto
atingem um em cada mil nascimentos e sdo na maioria das vezes expressas
fenotipicamente no periodo neonatal. Bioquimicamente os EIM se caracterizam
principalmente pela perda parcial ou total da atividade de uma enzima especifica. Além
de perda de funcdo enzimatica, outros tipos de proteinas, como proteinas estruturais, de

transporte e imunoglobulinas, podem ter suas fungGes alteradas.

Os EIM normalmente se devem a um defeito genético em um Unico gene que
codifica uma proteina especifica, geralmente uma enzima a qual converte um
determinado substrato em um produto. Com a deficiéncia da enzima, a mesma nao é
mais capaz de catalizar a reacdo, o que pode ocasionar um acumulo de substancias
toxicas nos tecidos e liquidos corporais ou a falta de sintese de substancias essenciais.
Essas condic¢Oes levam a danos no desenvolvimento mental e/ou fisico dos individuos
acometidos por essas doencas (Del Rio, 1962). Outro problema é o aparecimento de
outras substancias possivelmente toxicas por meio de rotas alternativas do metabolismo
da substéncia acumulada. Os EIM podem ser classificados em quatros grupos, que vao
depender da funcdo exercida pela enzima deficiente e do tecido envolvido, bem como
dos aspectos bioquimicos, patoldgicos, clinicos e terapéuticos. Estes grupos sao:
desordens de transporte, desordens de armazenamento, desordens de sintese e desordens

do metabolismo intermediéario (Sinclair, 1982).

Atualmente se conhece o defeito bioquimico de mais de 500 EIM, sendo que a
maioria deles envolve processos de sintese, degradacao, transporte e armazenamento de
moléculas no organismo (Scriver et al., 2001). Os pacientes acometidos por essas

doencas possuem uma sintomatologia muito variada e inespecifica, mesmo entre
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aqueles com o mesmo erro inato do metabolismo. Essa variabilidade deve-se as
diferentes areas do metabolismo e tecidos afetados, bem como aos diferentes graus de
deficiéncia enziméatica. Os sintomas mais comuns nos pacientes afetados por essas
doencas envolvem o sistema nervoso central (SNC), onde retardo neuropsicomotor e

neurodegeneracao progressiva sao as caracteristicas predominantes (Burton, 1987).

1.2. Metabolismo do acido hexacosandico

A sintese de acidos graxos ocorre no citoplasma das células, preferencialmente
no figado, mas podendo ocorrer também no tecido adiposo, nas glandulas mamarias e
em outros tecidos. A sintese ocorre a partir de acetil-CoA, malonil-CoA e NADPH. O
acetil-CoA é proveniente de piruvato da glicose, de &cidos graxos das gorduras e de
alguns aminoacidos de proteinas. Primeiramente o acetil-CoA é ativado a malonil-CoA
pela acdo da acetil-CoA carboxilase. Posteriormente o complexo enzimatico da acido
graxo sintase (FAS) utiliza acetil-CoA, malonil-CoA e NADPH para alongar os acidos
graxos adicionando 2 carbonos por vez. Neste processo as reagcdes ocorrem no maximo
sete vezes, formando entdo um acido graxo de 16 carbonos (Wakil et al., 1989).

O alongamento de &cidos graxos de cadeia longa (16-18 atomos de carbono,
LCFA) a acidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) acontece na membrana
endoplasmatica (Osei et al., 1989) através da acdo de quatro enzimas: elongase de
acidos graxos de cadeia muito longa (ELOVL), 3-cetoacil-CoA redutase (HSD17B12),
3-hidroxiacil desidratase (HCAD) e trans-2,3,-enoil-CoA redutase (TECR). Recentes
estudos mostraram que a sintese de C:24 (&cido lignocérico) e C:26 (acido
hexacosanoico) requer duas enzimas da familia ELOVL. Primeiramente, o complexo de
elongacdo com ELOVLG6 alonga C16:0 a C20:0/C22:0 e posteriormente ELOVL1
alonga esses acidos graxos em C24:0 e C26:0 (Ofman et al., 2010). A especificidade ao
substrato (acido graxo saturado, monoinsaturado ou poliinsaturado) para a reacdo de

elongac&o é conferida pela ELOVL.
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Figura 1. Rota da sintese de &cidos graxos de cadeia muito longa (Adaptado de Jakobsson et al.,
2006).

Acidos graxos livres normalmente sdo metabolicamente inativos. Para os &cidos
graxos de cadeia longa se tornarem ativos, eles devem ser ativados por tioesterificagcdo
para a sua forma coenzima-A (VLCFA-CoA). A proteina de transporte de acidos graxos
4 (FATP4) é a acil-CoA graxo sintetase que preferencialmente ativa os VLCFA em seus
derivados CoA (Lia et al., 2007).

A degradacdo de acidos graxos de cadeia muito longa ocorre exclusivamente
nos peroxissomos. Os VLCFA séo transportados para dentro do peroxissomo através de
proteinas transportadoras especificas (Mosser et al., 1993), onde podem sofrer a e¢/ou

oxidacgéo.
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1.3. Desordens de armazenamento de lipideos

Desordens do armazenamento de lipideos (ou lipidoses) sdo um grupo de EIM
em que se acumulam quantidades elevadas de lipideos potencialmente toxicos em
algumas células e tecidos corporais. Individuos com essas desordens ndo sintetizam
quantidades suficientes de uma das enzimas necessarias para 0 metabolismo de lipideos
ou sintetizam enzimas que ndo funcionam corretamente. Ao longo do tempo, o acumulo
excessivo de lipideos pode causar danos permanentes a células e tecidos,
particularmente no cérebro, sistema nervoso periférico, figado, baco e medula 6ssea
(National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS), 2012).

1.3.1. Doengas com acumulo do acido hexacosanoico
1.3.1.1. Adrenoleucodistrofia ligada ao X

Na adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (ALD-X) uma mutagdo no
gene ABCD1, responsdvel por codificar uma importante proteina de transporte
peroxissomal acoplada a adenosina trifosfato (ATP), a ALDP (proteina
adrenoleucodistrofia), leva a um distarbio no transporte de VLCFA. Tem sido proposto
que o ABCD1 possui um papel fundamental no transporte de acidos graxos de cadeia
muito longa (VLCFA) ou de seus derivados de Coenzima A (CoA) para o interior dos
peroxissomos (Hettema et al., 1996; Shani et al., 1995). Com o defeito na ALDP, a B-
oxidacdo dos VLCFA é prejudicada e os VLCFA-CoA, principalmente o acido

hexacosandico, sdo acumulados nas células.
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Figura 2. Defeito na ALDP prejudica a p-oxidacdo de VLCFA (Kemp et al., 2012)

A ALD-X possui diferentes fenotipos, sendo que todos eles sdo originados a

partir de mutacGes no gene ABCD1 (Ferrer et al., 2010).

1.3.1.2. Manifesta¢des Clinicas e Neuropatologicas

As manifestacOes clinicas da doenga sdo variaveis e dependem do fenotipo da
doenca. Por ser uma doenga autossémica recessiva ligada ao cromossomo X, a doenca
predomina em homens, 0S quais possuem 0s sintomas mais graves e proeminentes. A
ALD-X é caracterizada clinicamente  por dois fendtipos  principais:
adrenomieloneuropatia (AMN) e forma desmielinizante cerebral (ALD cerebral)
(Aubourg et al., 1996). A ALD cerebral é a forma mais severa da doenga na qual
normalmente hd uma rapida desmielinizacdo inflamatéria progressiva no cérebro
resultando em uma série de distarbios cognitivos e neuroldgicos, que incluem labilidade

emocional, comportamento hiperativo, incapacidade na escola (para meninos afetados),
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entre outros. Entre dois a cinco anos do estabelecimento dos sintomas clinicos, o
paciente pode entrar em um estado vegetativo e posteriormente morrer. Este fenotipo é
mais comum durante a infancia e e adolescéncia (Van Geel et al., 2001). A patologia da
AMN ¢ o fenotipo mais frequente da ALD-X e é fundamentalmente diferente da ALD
cerebral, sendo caracterizada predominantemente por uma axonopatia ndo inflamatoria
distal envolvendo principalmente os tratos da coluna espinhal que resulta em uma
paraplegia espéastica progressiva (Moser et al., 2007). Os pacientes masculinos com
AMN apresentam uma rigidez e fraqueza das pernas, senso de vibracdo prejudicado nos
membros inferiores, distirbios do esfincter e impoténcia (Chaundhry et al., 1996). Os
primeiros sintomas geralmente aparecem nos pacientes entre 20 e 30 anos (Van Geel et
al., 2001).

1.3.1.3. Genética

O gene ABCDL localizado no Xg28 possui 19.9 kb, contém 10 exons e codifica
uma proteina transmembrana peroxissomal de 745 aminoéacidos. Possui uma estrutura
geral de um transportador cassete ligante a ATP (ABC). Todos os pacientes da ALD-X
tém mutacbes no gene ABCDL1, o que confirma que essa € a causa genética da doenca.

A doenca ¢é autossdmica recessiva ligada ao X (Kemp et al., 2012).

1.3.1.4. Diagnostico

O diagndstico pré-natal através de analise mutacional do ABCD1 pode ser feita
em amostras frescas das vilosidades coridnicas entre as semanas 11 e 13 de gravidez ou
em ceélulas obtidas do liquido amnidtico apos centrifugacdo entre as semanas 15 e 18 de

gestacdo (Engelen, et al., 2012).

A triagem neonatal de recém nascidos ja € possivel, sendo baseada na medida de
C26:0 lisofosfatidilcolina (26:0-liso-PC) em amostras de sangue através de
cromatografia liquida combinada com espectrometria de massa (Hubbard et al., 2009).

Este teste leva a identificagdo de pacientes pré-assintomaticos com ALD-X. Se a doenca
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é suspeitada em pacientes do sexo masculino com sintomas neurolégicos ou doenca de
Addison, a demonstracdo de que os niveis de VLCFA estdo elevados no plasma
confirma o diagndstico. Para mulheres com a doenca, o teste diagnostico de escolha é
analise mutacional do gene ABCD1, porque 15% das mulheres com ALD-X possuem
niveis normais de VLCFA no plasma (Moser et al., 2007). A triagem das familias que

possuam casos da doenca segue as mesmas recomendacdes.

Os éacidos graxos de cadeia muito longa, em particular o acido hexacosandico,
também se acumulam em células sanguineas e no plasma de pacientes com a doenca
ALD-X, o que tém sido um fator crucial no diagndstico da doenca (Moser et al., 1981).
Se for detectado um aumento de VLCFA no sangue, o préximo passo € confirmar o
diagnostico por analise de mutacdo do gene ABCD1. Se este teste der negativo, outras
desordens peroxissomais devem ser consideradas. Em pacientes do sexo masculino com
mudancas confluentes na massa branca, a ALD-X deve ser considerada, especialmente
quando ha aumento da intensidade do sinal na regido parieto-occipital e no esplénio do

corpo caloso (Van der Knaap et al., 2005).

1.3.1.5. Tratamento

O transplante de células tronco hematopoiéticas (HSCT) tem sido utilizado
como tratamento para diversas doencas, como leucemia, anemia aplastica e
hemoglobinopatias, e tem sido usado também para o tratamento de desordens genéticas.
O HSCT ¢ uma forma de terapia génica “adotiva” pela qual células do doador sdo
capazes de produzir a enzima/proteina que o receptor é geneticamente incapaz de
produzir. Com o transplante, pacientes de ALD-X passariam a ter células capazes de
produzir a enzima/proteina (Peters C et al., 2004). A terapia adrenal hormonal é outro
tipo de tratamento muito utilizado, ja que pelo menos 70% dos pacientes com ALD
cerebral infantil e adrenomieloneuropatia possuem evidéncias clinicas e bioquimicas de
insuficiéncia adrenocortical primaria. Este tipo de terapia é obrigatdria para todos 0s

pacientes com ALD-X que possuem insuficiéncia adrenal.
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Outra tipo de tratamento mais recente é a terapia génica, onde as células da
medula Ossea sdo extraidas dos pacientes e uma copia normal do gene ABCD1 é
inserido nas ceélulas utilizando um vetor viral do HIV. O paciente passa por um
procedimento de quimioterapia e as células geneticamente modificadas séo inseridas na
medula do paciente (Cartier et al., 2009). Além dessas medidas terapéuticas, o 6leo de
Lorenzo também pode ser administrado. O objetivo seria administrar acidos graxos de
cadeia longa sem ligagdes duplas, os quais levariam entdo ao impedimento do processo
de alongamento, diminuindo a producdo dos VLCFAs acumulados na doenca. O dleo é
administrado oralmente e normalmente é bem tolerado pelos pacientes. O 6leo de
Lorenzo, entretanto, ndo altera o curso da adrenoleucodistrofia cerebral infantil ou
adulta, e ndo é indicado para a forma cerebral da doenca. O uso do 6leo é recomendado
para pacientes pré-assintomaticos identificados em colaboragcdo com um monitoramento

de doenca cerebral (Moser et al., 2005).

Os VLCFAs que acumulam na adrenoleucodistrofia ligada ao X sdo apenas
parcialmente absorvidos da dieta. A grande parte doas acidos graxos de cadeia longa
resulta de sintese enddgena através da elongacdo de acidos graxos de cadeia longa.
Reducdo dietética de alimentos contendo VLCFAs, portanto, ndo diminuird os niveis
de C26:0 em pacientes com ALD-X (Brown et al., 1982).

1.3.1.6. Fisiopatogenia

Embora ndo se conheca 0s mecanismos patogénicos na ALD-X, o acimulo de
acidos graxos de cadeia muito longa € toxico e eles podem causar efeitos deletérios
sobre a estrutura, estabilidade e funcdo das membranas celulares (Ho et al., 1995).
Assim, foi verificado previamente que os VLCFA causam estresse oxidativo e dano
oxidativo a proteinas em culturas celulares (Fourcade et al., 2008), alem de ativacao
microglial e apoptose (Eichler et al., 2008). Estes achados definiram a ALD-X como
uma doenca de armazenamento de lipideos e levou a hipotese de que o metabolismo
anormal dos VLCFA é o fator chave na patogenia da doenca (Singh et al., 1981). O

acido hexacosanoico € um dos VLCFA mais acumulados na ALD-X, a qual é um erro
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inato do metabolismo que acomete o cortex da adrenal e o cérebro (Forsyth et al.,
1971), afetando principalmente hemisférios cerebrais, medula espinhal e cdrtex adrenal.
O acimulo de VLCFAs nas células adrenocorticais provoca um efeito toxico sobre as
enzimas e membranas intracelulares das células, prejudicando a sintese de esterdide. A
doenca predomina na infancia, mas pode ocorrer também alguns episddios raros na
idade adulta. Apesar desses estudos, a fisiopatogenia da ALD-X é pouco conhecida,

especialmente a acdo do &cido hexacosandico sobre o o funcionamento do SNC.

I.4. Radicais Livres
1.4.1. Definicao

Radicais livres sdo moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados e que tém a capacidade de existir de forma independente (Southorn e
Powis, 1988; Halliwell e Gutteridge, 1999). Essas espécies possuem uma alta
reatividade devido ao desemparelhamento de elétrons, o qual deixa a molécula
energicamente instavel. Os radicais livres podem ser formados através de duas
maneiras: ganho de um elétron por uma molécula ndo-radical ou perda de um elétron de
uma molécula ndo-radical. Outra possivel maneira é por meio de uma fissdo homolitica,
onde uma ligacdo covalente é quebrada e cada atomo envolvido fica com um dos
elétrons compartilhados (Halliwell e Gutteridge, 1999). Um radical livre pode gerar
outro radical livre ao reagir com uma molécula ndo-radical; a presenca de um Unico
radical livre pode, entdo, iniciar uma sequéncia de reaces em cadeia de transferéncia de
elétrons (redox) (Maxwell, 1995). Nessas reacdes redox, um radical livre leva a
formacdo de um radical livre, que podera reagir com uma outra molécula e gerar outro

radical livre.

No metabolismo celular aerébio, o oxigénio molecular (O,) sofre reducéo
tetravalente aceitando quatro elétrons, que resulta na formagdo de agua (H:O).
Aproximadamente 5% do oxigénio usado na cadeia transportadora de elétrons na
mitocéndria, porém, ndo é completamente reduzido a 4gua, podendo ser convertido em

intermediarios reativos de oxigénio, como o superdxido (O,¢) e a hidroxila (OHe), bem
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como o peroxido de hidrogénio (H,0O). Em condicBes patoldgicas, esse processo pode
ser aumentado ocasionando danos a células e seus componentes celulares (Boveris e
Chance, 1973).

Os radicais originados pela reducdo de oxigénio (O,*" e OHe) e os nao radicais
derivados de oxigénio, como o oxigénio singlete (10,) e o peroxido de hidrogénio
(H20,) sdo chamados genericamente de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Halliwell
e Guteridge, 1999). Existem também espécies reativas de nitrogénio, cujos principais

representantes sao o 0xido nitrico (NO¢) e o peroxinitrito (ONOQO").

1.4.2. Mecanismos de dano celular induzidos por radicais livres

As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio ocorrem em pProcessos
fisiologicos e patoldgicos. Elas possuem varias fungdes fisioldgicas, como regulagéo do
tonus vascular, monitoramento da tensdo de oxigénio no controle da ventilagdo e na
producdo de eritropoietina (Droge, 2002; Bergendi et al., 1999). Logo um aumento na
liberacdo local de radicais livres pode ser benéfico, que é o caso da liberacdo local de
espécies toxicas oxidantes pelos neutrofilos, as quais podem atuar na defesa do
hospedeiro contra uma infeccdo (Delanty e Dichter, 1998). Os radicais livres também
podem participar da sinalizacdo celular e da sintese e regulacdo de algumas proteinas
(Ward e Peters, 1995). Apesar de possuirem papéis fisiol0gicos, essas espécies reativas
podem oxidar moléculas biol6gicas como proteinas, lipideos e DNA (Maxwell, 1995).
Dentre os efeitos prejudiciais que os radicais livres podem causar ao organismo, estao a
lipoperoxidacdo, onde os radicais podem causar oxidacdo de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e lipideos de membranas bioldgicas; oxidacdo de proteinas, levando a
inativacdo das mesmas; oxidacdo de DNA e RNA, levando a muta¢Ges somaticas e a

distdrbios na transcrigdo (Delanty e Dichter,1998); entre outros danos.
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1.5. Defesas antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias enddgenas ou exogenas que reduzem a formacéo
de radicais livres ou reagem com o0s mesmos, neutralizando-os. A célula pode se
proteger contra o dano oxidativo através de antioxidantes ndo enzimaéticos e
enziméaticos. Embora diferindo na composi¢do, as defesas antioxidantes estdo
amplamente distribuidas no organismo e compreendem agentes que removem
cataliticamente os radicais livres, como as enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), entre outras; proteinas que minimizam a
disponibilidade de pré-oxidantes (ions de ferro e cobre, por exemplo), ao se ligarem aos
mesmos, como as transferrinas; proteinas que protegem biomoléculas de danos
(incluindo dano oxidativo) por outros mecanismos; agentes de baixo peso molecular
que aprisionam espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como glutationa reduzida

(GSH), a-tocoferol, &cido ascdrbico e a bilirrubina.

1.5.1. Defesas Antioxidantes ndo enzimaticas

As defesas antioxidantes ndo enzimaticas podem ser separadas em dois grandes
grupos: agentes hidrossolUveis e lipossoltveis. O primeiro grupo inclui GSH, acido
ascorbico, acido urico, melatonina (MEL), os cofatores selénio e coenzima Q10 e
proteinas plasmaticas. O tripeptideo GSH é um dos mais efetivos e abundantes
antioxidantes contra ERO, particularmente no cérebro onde as concentragdes alcangam
1-10 mmol / L (Bast, 1993). GSH mantém o equilibrio redox na célula e inativa ERO.
Acido ascorbico também parece ser muito importante no cérebro porque células neurais
tém um sistema de captacdo altamente eficiente e os niveis de acido ascorbico no CSF
sdo muito mais altos do que no plasma (Lonnrot et al., 1996). Os agentes antioxidantes
lipossoluveis, incluindo a-tocoferol, PB-caroteno, bilirrubina, sdo mais efetivos no
combate contra lipoperoxidacdo. Outros antioxidantes ndo enzimaticos incluem
flavonoides, licopenos, quelantes de metais e precursores enddgenos de antioxidantes,

como N-acetilcisteina (NAC).
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1.6. Estresse Oxidativo

Espécies reativas sao necessarias para a funcdo normal da célula, servindo como
moléculas de sinalizacdo para importantes papeis fisiologicos. Elas sdo continuamente
produzidas e neutralizadas por sistemas de defesa antioxidante. No entanto, quando
produzidos em altas concentragdes ou quando defesas antioxidantes estdo deficientes, as
espécies reativas podem causar dano celular. Se o aumento de espécies reativas é
relativamente pequeno, a resposta antioxidante sera suficiente para compensar esse
aumento. No entanto, sob certas condi¢Bes patoldgicas, a producdo de espécies reativas
estd muito mais aumentada, e as defesas antioxidantes podem ser insuficientes para

restabelecer a homeostase redox.

O rompimento entre o equilibrio pro-oxidante e antioxidante é descrito como
estresse oxidativo, e pode representar um mecanismo fundamental de doencas humanas
(Sies, 1985; Halliwell e Gutteridge, 1999). Assim, o termo “Estresse Oxidativo” ¢
usado para se referir a situacdo na qual a geracdo de espécies reativas ultrapassa a
capacidade das defesas antioxidantes disponiveis. Pode resultar tanto de uma
diminuicdo das defesas antioxidantes quanto de uma producdo aumentada de oxidantes,
bem como da liberacdo de metais de transicdo ou a combinacdo de quaisquer desses
fatores (Halliwell, 2001).

O estresse oxidativo pode promover adaptacdo, dano ou morte celular. Quando
ocorre adaptacdo, as células podem em geral tolerar um estresse oxidativo moderado,
que geralmente resulta em “up-regulation” da sintese de sistemas de defesa antioxidante
a fim de restaurar o balanco oxidante/antioxidante. Apesar disso, nem sempre 0 estresse
oxidativo precisa envolver defesas antioxidantes aumentadas. No dano celular, o
estresse  oxidativo pode danificar todos os alvos moleculares (DNA,
proteinas,carboidratos e lipidios) (Halliwell e Gutteridge, 1999).

A resposta ao dano pode ser reversivel: a célula entra em “steady state” alterado
temporario ou prolongado que ndo leva a morte celular. A morte celular pode ocorrer
tanto por necrose quanto por apoptose. Na morte celular por necrose, a célula incha e se

rompe, liberando seu conteudo para o meio extracelular. Pode haver a liberacdo de
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antioxidantes, como a CAT e a GSH, e também de pré-oxidantes, como 0s ions cobre e
ferro e proteinas do grupo HEME, agentes esses que podem afetar as células adjacentes,
podendo até mesmo impor a elas um estresse oxidativo. J& na apoptose, 0 mecanismo
intrinseco de suicidio celular é ativado, e ndo h& a liberacdo do contetdo celular. A
morte celular por apoptose pode ser acelerada em certas doencas, como as desordens
neurodegenerativas, havendo envolvimento do estresse oxidativo (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

Além da inducdo de necrose e apoptose, 0 estresse oxidativo pode levar a um
aumento da lipoperoxidacdo, cujos produtos [malondialdeido (MDA) e 4-
hidroxinonenal (HNE), entre outros] sdo altamente neurotdxicos, e a um dano oxidativo
tanto as proteinas, inibindo a atividade de diversas enzimas e alterando a funcéo celular,
quanto ao DNA, causando alteracdo de bases pdricas e pirimidicas (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

1.7. Susceptibilidade Cerebral ao Dano Oxidativo

O cérebro é altamente dependente de energia para o seu funcionamento normal e
a mitocondria € a estrutura intracelular responsavel pela producgdo dessa energia. Para a
producdo eficiente de energia na forma de ATP, a mitocdndria possui uma alta demanda
por oxigénio, ja que utiliza uma grande quantidade de O, em uma massa de tecido
relativamente pequena, o0 que torna esse tecido altamente susceptivel a acdo de espécies

reativas.

Além disso, a presenca de membranas celulares ricas em &cidos graxos de
cadeia lateral poliinsaturada (PUFA), os quais sdo especialmente sensiveis ao ataque de
radicais livres e consequente oxidacao delipideos, pode levar ao dano por radicais livres
no tecido cerebral. Alto contetdo de ferro, o qual favorece a lipoperoxidagdo e auto-
oxidacao de neurotransmissores através do OHe formado na reagdo de Fenton (Zaleska
e Floyd, 1985), a consideravel quantidade de microglia, macrofagos residentes do
sistema nervoso que podem produzir O, e H,0,, sua modesta defesa antioxidante,

sendo os niveis de catalase particularmente baixos em muitas regifes cerebrais
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(Halliwell, 1996; Halliwell e Gutteridge, 1999), aumentam a suscetibilidade do cérebro
ao dano causado por radicais livres. Alem disso, uma disfuncdo mitocondrial pode
ocorrer por diminuicdo da atividade dos complexos da cadeia respiratéria com um
consequente prejuizo no transporte de elétrons, o que leva a uma dispersdo dos elétrons

na forma de radicais livres potencialmente danosos a celula.

1.8. Estresse Oxidativo e Doencas Neurodegenerativas

Numerosas evidéncias sugerem que os radicais livres e o estresse oxidativo
possam estar envolvidos na patogénese dos danos neurolégicos de varias doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e esclerose lateral
amiotréfica. Como medida de parametros de estresse oxidativo, existe um consideravel
namero de casos onde se relatou aumento nos niveis de MDA e HNE no cérebro de
pacientes, além de produtos da oxidacdo protéica, como grupos carbonil e 3-
nitrotirosina, e também produtos que resultam da oxidacdo de DNA, bem como
concentracOes reduzidas dos antioxidantes ndo enzimaticos GSH e &cido ascorbico e
diminuigdo da atividade das enzimas antioxidantes CAT e GPx (Jenner e Olanow, 1996;
Liu et al., 1999; Perry et al., 2003).

Estudos demonstraram uma diminuicdo na atividade do complexo | da cadeia
respiratoria em cérebros post mortem de pacientes portadores de doenca de Parkinson.
Essa inibicdo do complexo | pode acarretar na geragdo de espécies reativas, tais como
anion superdxido, radicais hidroxila e peroxinitrito, as quais poderiam causar um
prejuizo ainda maior na cadeia transportadora de elétrons. Dessa forma, é possivel que o
estresse oxidativo e as disfun¢Ges mitocondriais formem um ciclo vicioso na doenca de
Parkinson (Gu et al., 1996; Janetzky et al., 1994; Schapira et al., 1989, 1990).

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

evidenciaram um dano oxidativo em cérebros humanos post mortem com doenca de
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Alzheimer atraves da observacdo de aumento de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-
OHdGA), produtos de oxidacdo de outras bases e de RNA, carbonilas de proteinas,
nitrotirosina e marcadores de peroxidacao lipidica (Smith et al., 1991; Markesbery et
al., 1999; Nourooz-zadeh et al., 1999; Lovell et al., 2000).

Tendo em vista a importancia dos radicais livres e do estresse oxidativo como
importante mecanismo fisiopatogénico de doencas neurodegenerativas, e que pacientes
com adrenoleucodistrofia ligada ao X podem apresentar disfuncdo neuroldgica, o
presente trabalho avaliou o efeito in vitro do acido hexacosanoico sobre diversos

pardmetros de estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens.
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Il. OBJETIVOS

Investigar os efeitos do acumulo do é&cido hexacosandico (HXCO) na
adrenoleucodistrofia ligada ao X (ALD-X) sobre a homeostase redox em cortex cerebral

de ratos jovens.

I1.1. Objetivos especificos

I1.1.1. Avaliar os efeitos do HXCO sobre oxidacéo a lipideos em cortex cerebral

de ratos jovens;

I1.1.2. Avaliar os efeitos do HXCO sobre a oxidacdo a proteinas em cortex

cerebral de ratos jovens;

11.1.3. Avaliar os efeitos do HXCO sobre as defesas antioxidantes em cortex

cerebral de ratos jovens;

I1.1.4.Avaliar os efeitos do HXCO sobre a producéo de radicais livres em cortex

cerebral de ratos jovens.
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Resumo

A adrenoleucodistrofia ligada ao X (ALD-X) é uma doenca peroxissomal na
qual &cidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) acumulam-se nos tecidos dos
pacientes, sendo o acido hexacosandico (HXCO) o principal &cido graxo acumulado. A
doenca € caracterizada principalmente por disfuncdo neuroldgica e possui variados
fenotipos. Considerando que os mecanismos da fisiopatologia da doenca sdo pouco
conhecidos, o presente estudo investigou os efeitos in vitro do acido hexacosanoico
sobre diversos parametros de estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos jovens.
Nossos resultados mostraram que 0 HXCO ndo induz lipoperoxidacéo, ja que 0s niveis
de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS) ndo sofreram modificacéo,
assim como ndo provoca dano oxidativo proteico, pois a formacdo de carbonilas nao foi
alterada. Além disso, os niveis de DCF e e a producdo de éxido nitrico (NO) ndo se
alteraram, sugerindo que a geracdo de espécies reativas ndo estd envolvida nesse
processo. O acido hexacosandico também néo alterou os niveis de glutationa (GSH) e o
estado antioxidante total (TAS), o que demonstra que o acido ndo interfere nas defesas
antioxidantes do cérebro. Os resultados presentes indicam que o acido hexacosandico
no meio de incubag&o (in vitro) ndo induz estresse oxidativo em cortex cerebral de ratos
jovens. Logo, pode-se dizer que este mecanismo patoldgico provavelmente ndo esta

envolvido nos danos neuroldgicos encontrados em pacientes afetados pela ALD-X.

Palavras chave: Desordens peroxissomais, adrenoleucodistrofia ligada ao X, &cido

hexacosandico, estresse oxidativo, cortex cerebral
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1. Introducéo

O acido hexacosanoico (HXCQO) acumula-se nos tecidos de pacientes afetados
pela adrenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X (ALD-X) e em outras doencas
peroxissomais, as quais sao caracterizadas por sinais e anormalidades neuroldgicas, cuja
etiopatogenia € pouco conhecida (Engelen et al., 2012). As principais caracteristicas da
ALD-X sdo a presenca de axonopatia na medula espinhal, demielinizacdo nos
hemisférios cerebrais e insuficiéncia adrenal. A prevaléncia dessa doenca € de
aproximadamente 1:17000 nascidos vivos nos Estados Unidos (Bezman et al., 2001),
constituindo-se na doenca peroxissomal mais frequente. A manifestacdo da doenca
ocorre predominantemente na infancia com alguns episodios raros na idade adulta.
Fatores ambientais parecem influenciar as manifestacdes clinicas nesta doenca
multifatorial. A ALD-X é clinicamente caracterizada por diferentes fendtipos, sendo
que todos os fendtipos sdo originados a partir de mutacGes no gene ABCD1 (Ferrer et
al., 2010).

O gene ABCD1 é responsavel por codificar uma importante proteina de
transporte peroxissomal acoplada a adenosina trifosfato (ATP). Tem sido proposto que
0 ABCD1 exerce importante papel no transporte de acidos graxos de cadeia muito longa
(VLCFA) ou de seus derivados de Coenzima A (CoA) para o interior dos peroxissomos.
Isto é baseado em um estudo realizado demonstrando que o acimulo de VLCFA e sua
beta oxidacdo defeituosa estéo relacionados com dificuldade de importagéo dos VLCFA
para 0s peroxissomos (Hettema et al., 1996; Shani et al., 1995). Estudos mais recentes
foram capazes de determinar que uma superexpressdéo de ABCD1 humano em
Saccaromices cerevisiae permite a importacdo de indmeros ésteres acil-CoA de
VLCFA, tais como C18:1w9, C16:0, C22:0 e C24:603, para o interior dos
peroxissomos (van Roermund et al., 2008).

Apesar de alguns estudos in vitro terem demonstrado que os acidos graxos de
cadeia muito longa que se acumulam na ALD-X séo toxicos especialmente provocando
a morte de astrocitos e olingodendrécitos (Hein et al., 2008), poucos estudos foram
realizados envolvendo o papel do estresse oxidativo na doenca.

Tendo em vista que pacientes afetados por ALD-X apresentam acumulo do

acido hexacosandico em seus tecidos, especialmente no cérebro, que apresentam
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predominantemente sintomas neurologicos e anormalidades do sistema nervoso central
e que os mecanismos de dano cerebral nesta doenga sdo pouco conhecidos, o presente
estudo teve por objetivo verificar se 0 acido hexacosandico pode provocar estresse
oxidativo e alterar o status antioxidante em cortex cerebral de ratos jovens. Neste
sentido, foram realizados estudos in vitro testando os efeitos da adicdo deste acido

graxo ao meio de incubacao.

2. Procedimentos experimentais
2.1. Animais e reagentes

Ratos Wistar de trinta dias de idade obtidos do Centro de Animais do
Departamento de Bioquimica, ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS — Brasil, foram usados. Os animais foram mantidos num ciclo claro / escuro
12:12 h (luzes acesas das 07.00 as 19.00 h) com ar condicionado em uma temperatura
constante (22°C + 1°C), em sala de col6nias com livre acesso a agua e a 20% (w/w) de
racdo de proteina comercial (SUPRA, Porto Alegre, RS, Brasil). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para pesquisa animal da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil e seguiu o manual “Principios
de Cuidados de Animais de Laboratorio” (publicagdo NIH, p. 85 — 23, revisdo 1996).
Todos os esforcos foram feitos para minimizar o nimero de animais usados, bem como

minimizar o seu sofrimento.

Todos os reagentes quimicos foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA). O
acido hexacosanoico e outros reagentes quimicos foram preparados em uma solucao do
solvente a-ciclodextrina no dia dos experimentos no meio de incubacdo utilizado para
cada técnica e o pH foi ajustado a 7,4. A concentragdo final do acido graxo no meio era
de 200uM. Os controles ndo continham o metabodlito no meio de incubacdo, apenas a-

ciclodextrina no meio apropriado.
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2.2. Preparacao do sobranadante de cortex cerebral

No dia dos experimentos os ratos foram sacrificados por decapitacdo sem
anestesia e o cérebro foi rapidamente dissecado em uma placa de Petri colocada no
gelo. Os bulbos olfatérios, ponte, medula, cerebelo e estriado foram descartados, e o
cortex cerebral foi dissecado, pesado e homogeneizado em 10 volumes (1:10, p/v) ou 5
volumes (1:5, p/v) em tampéo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4 contendo 140 mM KCI.
Homogeneizados foram centrifugados a 750 g por 10 min a 4 °C para descartar nucleos
e debris celulares (Evelson et al., 2001). O pellet foi descartado e o sobrenadante, uma
suspensdo de organelas mistas e preservadas, incluindo mitocondrias, foi separado e
incubado a 37°C por 1 hora com o &cido hexacosandico. Imediatamente apds a
incubacdo, aliquotas foram feitas para medir TBA-RS, concentracdes de GSH, conteudo
de carbonilas, producdo de 6xido nitrico e TAS. Para os experimentos de oxidacéo de
2", 7" -Dichlorofluorosceina (DCFH) e da viabilidade celular, fatias de cortex cerebral de

400um foram obtidas utilizando um fatiador Mcllwain.

2.3. Substancias reativas ao cido tiobarbitdrico (TBA-RS)

TBA-RS foi determinado de acordo com o método de Esterbauer e Cheeseman
(1990). Resumidamente, 300 UL de acido tricloroacético 10% foram adicionados a 150
pL de sobrenadantes de cortex cerebral pré-tratados e centrifugados a 3.000 g por 10
min. Trezentos microlitros do sobrenadante foram transferidos para um tubo de
eppendorfe e incubados com 300 pL de 0,67% acido tiobarbitico (TBA) em 7,1% de
sulfato de sédio em banho de agua fervente por 2 horas. Os tubos contendo a mistura
foram esfriados com agua por 5 min. O resultante TBA-RS com coloracdo rosa foi
determinado usando comprimentos de onda de excitagdo e de emissdo de 515 nm e 553
nm, respectivamente. A curva de calibracao foi feita com 1,1,3,3-tetrametoxipropano, e
cada ponto da curva € sujeito a0 mesmo tratamento que os sobrenadantes. Os valores de

TBA-RS foram expressos como nmol/ mg proteina.
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2.4. Determinacao do conteudo de carbonilas

A formacdo de carbonilas de proteinas, um marcador de dano oxidativo a
proteinas, foi medido espectrofotometricamente de acordo com Reznick e Packer
(1994). Duzentos microlitros de cortex cerebrais de sobrendantes pré-tratados foram
tratados com 400 pL de 10 mM 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) dissolvido em 2,5 N
HCl ou 2,5 N HCI (brancos) e deixados no escuro por 1 hora. As amostras foram entéo
precipitadas com 600 pL 20% TCA e centrifugadas por 5 min a 10.000 g. O pellet foi
entdo lavado com 1 mL de etanol: acetato de etila (1:1, v/v) e suspendidos em 550 pL
de 6 M guanidina preprada em 2,5 N HCl a 37 °© C por 5 min. A diferenca entre as
amostras tratadas com DNPH e com HCI (branco) foi utilizada para calcular o conteido
de carbonilas determinado a 365 nm. Os resultados foram expressos como nmol de
grupos carbonila / mg de proteina, usando o coeficiente de extincdo de 22.000 x 10°
nmol/ mL para hidrazonas alifaticas.

2.5. Conteudo de glutationa reduzida (GSH)

As concentracdes de GSH foram medidas de acordo com Browne e Armstrong
(1998). Sobrenadantes corticais pré-tratados foram diluidos em 20 volumes (1:20, v/v)
de 100 mM de tampao fosfato de sédio pH 8,0 contendo 5 mM EDTA. Cem microlitros
do preparado foram incubados com um volume igual de o-ftaldialdeido (1 mg / mL
metanol) & temperatura ambiente por 15 minutos. A fluorescéncia foi medida usando
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 350 nm e 420 nm, respectivamente.
Uma curva de calibracdo foi preparada com padrdo de GSH (0.001 - 1 mM) e as

concentracdes foram expressos como nmol / mg proteina.

2.6. Determinacéo do estado antioxidante total (TAS)

O TAS, que representa a quantidade antioxidante dos tecidos, foi determinada
pelo kit comercial dos laboratérios RANDOX. O homogeneizado de cortex cerebral foi

diluido 1:2 e incubado com 2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolina sulfonato) (ABST),
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metamioglobina (peroxidase) e H,O, para produzir o cation ABTS®. Uma coloragéo
azul esverdeada relativamente estavel resultante € medida a 37°C por espectrofotdmetro
a 600 nm. Antioxidantes presentes na amostra adicionada causam a supressdo da
producdo de cor a um grau que é proporcional a sua concentragdo (Miller et al., 1993;

Yu e Ong, 1999). Os resultados foram expressos em mmol/ mg of proteina.

2.7. Oxidacdo de 2°,7" -Diclorofluorosceina (DCFH)

A producgdo de espécies reativas foi determinada de acordo com o método de
LeBel et al. (1992) com algumas modifica¢fes. Durante a incubacdo do metabdlito por
1h a 37 °C, as fatias de cortex cerebral (25 mg) foram expostas a 2°,7’ - diacetato
diclorofluorosceina (DCF-DA) (25 uM), que é permeavel a membrana celular. No meio
intracelular, DCF-DA ¢ deacetilado por esterases a DCFH. Este produto néo
fluorescente é convertido por espécies reativas em produtos altamente fluorescentes,
diclorofluorosceina (DCF). Depois da incubacdo, a fluorescéncia é medida usando
comprimentos de onda de 480 nm (excitacdo) e de 535 nm (emissdo). A curva de
calibracdo foi feita utilizando DCF padrao (1-100 uM). A producéo de espécies reativas

foi expressa como pmol DCF / g de tecido.

2.8. Contetdo de nitratos e nitritos

As concentragdes de nitratos e nitritos foram avaliadas de acordo com Navarro-
Gonzalvez (1998) com algumas modificacbes (Fernandes et al., 2013). Cento e
cinquenta microlitros de sobrenadantes corticais (contendo aproximadamente 1,2 mg de
proteina) foram desproteinizados pela adi¢do de 125 pL de uma solugdo de ZnSO,4 75
mM, seguido de centrifugacdo a 9.000 g por 2 minutos a 25°C. O sobrenadante obtido
foi neutralizado com 55 mM de solugdo de NaOH e diluido em 5 volumes de solucéo de
tampdo glicina, pH 9,7. Granulos de cadmio cobertos com cobre (600-1000 mg), que
foram previamente ativados com 5mM de solucéo de CuSO, em tampdo glicina-NaOH,
pH 9,7, foram adicionados aos sobrenadantes diluidos e gentilmente misturados por 20
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min. O tratamento com cadmio € usado para converter todo o nitrato em nitrito em
amostras bioldgicas, levando a uma estimativa mais apurada da formacéo total de 6xido
nitrico (NO). Aliquotas de 200 pL foram entdo tratadas com 200 uL de reagent Griess
(2% sulfanilamida em 5% HCI e 0,1% N-1-(naftil)etilenediamina em H,0) e incubado a
temperatura ambiente por 10 min. A absorvancia foi lida a 505 nm. A curva de
calibracdo foi preparada com NaNO, em concentracdes que iam de 1 a 125 pM. Os

resultados finais foram expressos em pmol de nitrato e nitrito/ mg de proteina.

2.9. Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada em fatias de cdrtex cerebral pelo método
do sal tetrazdlio 3-(4,5-dimetilltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoliobrometo (MTT). Apds
uma incubacgdo de 1h com HXCO a 35°C, as fatias de cortex cerebral foram lavadas e
incubadas por 45min a 35°C na presenca de 0,35 mg/mL de MTT. As desidrogenases
mitocondriais ativas das células clivam e reduzem a sonda amarela solivel MTT a um
composto roxo insoltvel, formazan em dimetil sulféxido (Mosmann, 1983). A extingdo
é medida a 570 e 630nm e a relacio AA(570-630) reflete o indice de viabilidade
celular. Os resultados foram comparados ao controle onde uma viabilidade de 100% foi

atribuida e expressos em porcentagem do controle.

2.10. Determinacdo de proteina

O conteudo de proteinas foi determinado em sobrenadantes de cArtex cerebral

pelo método de Lowry et al. (1951) utilizando albumina sérica bovina como padrao.

2.11. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. As técnicas
foram feitas em duplicata ou triplicata e a média ou mediana foi usada para a analise

estatistica. Os resultados foram analizados usando teste t Student para amostras
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pareadas. Diferencas entre grupos foram consideradas significativas a um valor de

P<0,05. Todas as andlises foram desenvolvidas utilizando o software GraphPad.
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3. Resultados

3.1. O acido hexacosanoico ndo provoca dano oxidativo a lipideos e proteinas em

cortex cerebral de ratos

A peroxidacdo lipidica foi determinada pelos niveis de TBA-RS. A figura 1A
mostra que HXCO ndo altera os niveis de TBA-RS (controle: 0,44 + 0,06; HXCO: 0,42
+ 0,05 n = 6) em sobrenadantes de cdrtex cerebral de ratos jovens. O dano oxidativo
proteico também foi avaliado pela medida do conteddo de carbonilas em sobrenadantes
corticais incubados com HXCO. A figura 1B mostra que o &cido graxo ndo provocou
mudancas nos niveis de carbonilas (controle: 8,57 + 1,68; HXCO: 11,18 + 1,52 n = 4).
Os resultados incidam que este metabolito provavelmente ndo provoca dano oxidativo

lipidico e proteico.

3.2. O acido hexacosanodico nao modifica os niveis das defesas antioxidantes ou a

producdo de espécies reativas em sobrenadantes e fatias corticais de ratos

As defesas antioxidantes ndo enzimaticas também foram investigadas através da
medida dos niveis de GSH. Nossos resultados demonstram que 0 HXCO nao altera os
niveis de GSH em sobrenadantes corticais de ratos jovens (controle: 10,45 + 1,63;
HXCO: 10,35 + 1,42 n = 6) (Figura 2A).

Além disso, ndo houve alteracdo no estado antioxidante total (TAS) (controle:
0,41 +0.1; HXCO: 0,48 + 0,06 n = 4) em sobrenadante de cortex cerebral de ratos de 30
dias de vida (Figura 2B). Esses resultados sugerem que o HXCO néo induz alteracdo

nas defesas antioxidantes.

A figura 3A mostra que os niveis de DCF (controle: 0,33 £ 0,03; HXCO: 0,30 £
0,04 n = 4) ndo foram alterados. N&o houve também mudanca na producdo de 6xido
nitrico (NO) na presenca deste &cido graxo (controle: 0,3 £ 0,05; HXCO: 0,28 = 0,07
n=X) (Figura 3B). Isso demonstra que a formag&o de espécies reativas provavelmente

ndo esta envolvida nesse processo.
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3.3. O acido hexacosandico ndo altera a viabilidade celular em fatias corticais de ratos

Finalmente, verificamos se 0 HXCO poderia alterar a viabilidade celular através
do método do MTT. A figura 4 demonstra que ndo houve alteracdo da viabilidade
celular (controle: 0,23 = 0,07; HXCO: 0,25 + 0,07 n=X), sugerindo que 0 HXCO nao

diminui a viabilidade celular.

4. Discussao

A adrenoleucodistrofia ligada ao X (ALD-X) é uma doenga monogénica,
peroxissomal resultante da inativacio do gene ABCD1 comprometendo o
funcionamento do sistema nervoso, do cortex adrenal e dos testiculos. A ALD-X é uma
desordem heterogénea, j4 que varios fenotipos podem ocorrer em pacientes do sexo
masculino da mesma familia, como por exemplo a adrenoleucodistrofia cerebral infantil
(cALD), a cerebral juvenil, a cerebral adulta, a adrenomieloneuropatia (AMN) e a
doenca de Addison isolada. Apesar da investigacdo crescente a respeito da doenca,
varios aspectos ainda sdo obscuros, como a relagdo entre a inativacdo da proteina ALDP
e 0 metabolismo anormal dos lipideos (Ferrer et al., 2010). Logo, a investigacdo de

importantes parametros relacionados com neurodegeneracao € relevante e justificavel.

O propo6sito do presente estudo, portanto, foi investigar se o 4cido
hexacosandico (HXCO), principal acido graxo de cadeia muito longa (VLCFA)
acumulado na ALD-X, causa dano oxidativo a lipideos e proteinas, ou se altera as
defesas antioxidantes em cortex cerebral de ratos jovens. Primeiramente verificamos
que 0 HXCO ndo altera os niveis de TBA-RS em sobrenadantes de cortex cerebral.
TBA-RS reflete a quantidade de malondialdeido formada, que consiste em um produto
da peroxidagdo de acidos graxos de membrana (Halliwell e Gutteridge, 2007). Os niveis
de TBA-RS nédo foram modificados, podendo-se inferir, portanto, que 0 HXCO ndo
provoca lipoperoxidacdo in vitro em coértex cerebral sob nossas condicOes

experimentais.
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Em seguida, foi analisado o papel do HXCO na oxidacédo protéica e verificou-se
que a exposicdo de sobrenadantes de cortex cerebral a esse acido graxo nédo alterou o
contetido de carbonilas. A formacg&o de carbonilas € um marcador de dano oxidativo a
proteinas, logo um aumento no conteddo de carbonilas indicaria oxidacéo proteica. A
partir deste resultado pode-se sugerir que o0 HXCO provavelmente ndo induz dano

oxidativo a proteinas in vitro em cortex cerebral de ratos jovens.

Em relacdo as defesas antioxidantes, também investigamos se a exposi¢do do
HXCO a sobrenadantes de cortex cerebral poderia levar a uma modificacdo no estado
antioxidante das células. A medida da concentragdo de GSH é utilizada para avaliar a
capacidade antioxidante ndo enzimatica de prevenir dano a tecidos associado com
radicais livres. Este parametro ndo foi alterado na presenca de HXCO, indicando que as
defesas antioxidantes ndo enziméaticas da célula provavelmente ndo estdo

comprometidas por este acido graxo (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Além disso, analisamos o estado antioxidante total (TAS), onde ndo foi
verificada alteracdo significativa em cdortex cerebral incubado com HXCO. Uma
modificacdo no TAS indicaria um desequilibrio das defesas antioxidantes, o que reforca
a conclusdo de que o HXCO provavelmente ndo possui envolvimento na alteracdo nas

defesas antioxidantes.

Em relacdo a producéo de espécies reativas, avaliamos a influéncia do HXCO
sobre a oxidacdo de DCFH. Né&o foi verificada nenhuma alteracdo na oxidacdo de
DCFH em cortex cerebral com HXCO. A analise da producdo de 6xido nitrico (NO)
também foi realizada e verificou-se que a incubacdo de HXCO com sobrenadantes de
cortex cerebral ndo altera a producdo de NO. Esses dados sugerem que a producdo de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio provavelmente ndo é desencadeada na
presenca de HXCO.

Finalmente, analisamos a viabilidade celular através do teste de MTT.

Verificou-se que 0 HXCO ndo alterou a viabilidade celular do cértex cerebral.

Nossos resultados na presente investigagdo indicam que o HXCO in vitro ndo

induz estresse oxidativo em incubados de cortex cerebral sob nossas condi¢Ges
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experimentais. No que se refere as concentra¢fes do HXCO, ndo se conhece as mesmas
nos cérebros dos pacientes acometidos pela doenca. Neste contexto, os parametros
avaliados neste trabalho foram realizados com HXCO na concentragdo de 200uM. E
dificil, portanto, determinar a relevancia patofisioldgica de nossos resultados in vitro.
Por outro lado, outros estudos in vivo demonstraram que 0 mesmo composto bem como
0 &cido lignocérico induzem estresse oxidativo em culturas celulares de fibroblastos e

em plasma de pacientes (Vargas et al., 2004).

Considerando os resultados in vitro do presente estudo, sugere-se que o HXCO
ndo leva ao estresse oxidativo, ja que ndo provoca danos oxidativo a lipideos e a
proteinas, além de ndo ocasionar um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a
formacdo de radicais livres. Sendo assim, podemos inferir que o0s danos
neuropatoldgicos apresentados pelos pacientes acometidos com a ALD-X parecem estar
associados principalmente a outros mecanismos fisiopatol6gicos.
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Legendas das figuras

Figura 1. A. Efeitos in vitro do acido hexacosandico (HXCO) no parametro de
peroxidacdo lipidica de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) em
sobrenadantes de cortex cerebral. Sobrenadantes corticais foram incubados por 60
minutos na presenga de HXCO na concentracdo de 200 uM. Valores sdo média * desvio
padrdo de cinco a seis experimentos independentes feitos em triplicata e expressos
como porcentagem do controle (sem HXCQO). Controles: niveis de TBA-RS 0,445 +
0,061 nmol / mg proteina. P<0,05, comparado aos controles (teste t de Student). N&o foi
observada nenhuma diferenca significativa em relacdo ao controle. B. Efeitos in vitro
do &cido hexacosanoico (HXCO) nos parametros de oxidacdo protéica de formacao de
carbonilas em sobrenadantes de cortex cerebral. Sobrenadantes corticais foram
incubados por 60 minutos na presenca de HXCO na concentragdo de 200 uM. Valores
sdo média + desvio padrdo de cinco a seis experimentos independentes feitos em
triplicata. Controles: contetdo de carbonilas 8,57 + 1,68 nmol grupos carbonila / mg
proteina. P<0,05, comparado aos controles (teste t de Student). Ndo foi observada

nenhuma diferenca significativa em relagéo ao controle.

Figura 2. A. Efeitos in vitro do &cido hexacosandico (HXCO) sobre os niveis de
glutationa reduzida (GSH) em sobrenadantes de cortex cerebral. Sobrenadantes corticais
foram incubados por 60 minutos na presenca de HXCO na concentracdo de 200 puM.
Valores sdo média + desvio padrdo de cinco a seis experimentos independentes feitos
em triplicata. Controles: niveis de GSH XX + XX nmol / mg proteina. P<0,05,
comparado aos controles (teste t de Student). N&o foi observada nenhuma diferenca
significativa em relacdo ao controle. B. Efeitos in vitro do &cido hexacosanoico
(HXCO) sobre o TAS em sobrenadantes de cortex cerebral. Sobrenadantes corticais
foram incubados por 60 minutos na presenca de HXCO na concentracdo de 200 puM.
Valores sdo média + desvio padrdo de cinco a seis experimentos independentes feitos
em triplicata. Controles: TAS 0,41 + 0,1 mmol / mg proteina. P<0,05, comparado aos
controles (teste t de Student). Ndo foi observada nenhuma diferencga significativa em

relacdo ao controle.
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Figura 3. A. Efeitos in vitro do acido hexacosandico (HXCQ) sobre a producao de
espécies reativas pela medida de DCF formado em sobrenadantes de cdrtex cerebral.
Sobrenadantes corticais foram incubados por 60 minutos na presenga de HXCO na
concentracdo de 200 pM. Valores sdo média + desvio padrdo de cinco a seis
experimentos independentes feitos em triplicata. Controles: DCF 0,33 + 0,03 pmol / g
de tecido. P<0.05, comparado aos controles (teste t de Student). Ndo foi observada
nenhuma diferenga significativa em relagdo ao controle. B. Efeitos in vitro do acido
hexacosanodico (HXCQ) sobre a producdo de 6xido nitrico (NO) em sobrenadantes de
cortex cerebral. Sobrenadantes corticais foram incubados por 60 minutos na presenca de
HXCO na concentracdo de 200 puM. Valores sdo média * desvio padrdo de cinco a seis
experimentos independentes feitos em triplicata. Controles: producdo de éxido nitrico
0,3 £ 0,05 pumol de nitrato e nitrito/ mg de proteina. P<0.05, comparado aos controles
(teste t de Student). Nao foi observada nenhuma diferenca significativa em relacdo ao

controle.

Figura 4. Efeitos in vitro do acido hexacosanodico (HXCO) sobre a viabilidade celular
em sobrenadantes de cortex cerebral. Sobrenadantes corticais foram incubados por 60
minutos na presenga de HXCO na concentracdo de 200 uM. Valores sdo média + desvio
padrdo de cinco a seis experimentos independentes feitos em triplicata e expressos
como porcentagem do controle (sem HXCO). Controles: MTT (viabilidade celular) 0,23
+ 0,07 % do controle P<0.05, comparado aos controles (teste t de Student). Nao foi

observada nenhuma diferenca significativa em relagdo ao controle.
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Figura 1. Efeito do HXCO sobre as espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS)

e as carbonilas em cértex cerebral de ratos jovens
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Figura 2. Efeito do HXCO sobre os niveis de glutationa reduzida (GSH) e o estado

antioxidante total (TAS) em cortex cerebral de ratos jovens
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Figura 3. Efeito do HXCO sobre a oxidacdo de 2°,7" -Diclorofluorosceina (DCFH) e a

producdo de 6xido nitrico (NO) em cortex cerebral de ratos jovens
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Figura 4. Efeito do HXCO sobre a viabilidade celular em cortex cerebral de ratos

jovens
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IV. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir do presente estudo pode-se inferir que o acido hexacosandico na
concentragdo de 200 uM ndo alterou os niveis de espécies reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBA-RS), o conteldo de carbonilas, os niveis de GSH, o estado
antioxidante total (TAS), a producdo de 6xido nitrico (NO) e a oxidacdo de DCFH in
vitro em cortex cerebral de ratos jovens. Esse composto também ndo alterou a

viabilidade celular in vitro de amostras de cArtex cerebral de ratos jovens.

Nossos dados indicam, portanto, que o acido hexacosanoico provavelmente nao
induz estresse oxidativo em coOrtex cerebral de ratos jovens in vitro. Para melhor
compreender os resultados encontrados, estudo in vivo com injecdo intracerebral e
posterior avaliacdo de parametros de estresse oxidativo devem ser realizados. A
avaliacdo do metabolismo energético também poderd ser estudada, para melhor

compreender a fisiopatologia da doenca.
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