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RESUMO

O sulfito e o tiossulfato encontram-se acumulados na deficiéncia da
sulfito oxidase (SO), ao passo que o tiossulfato também se acumula na
deficiéncia da proteina da encefalopatia etilmalénica 1 (ETHE1). Os pacientes
apresentam principalmente encefalopatia progressiva e convulsdes neonatais
graves, resultando geralmente em morte prematura. Neste estudo,
investigamos os efeitos in vivo do sulfito em estruturas encefalicas de ratos
com deficiéncia da SO, e da administracdo intraestriatal de sulfito e tiossulfato
em ratos normais sobre a homeostase redox e mitocondrial. Também
avaliamos alteracbes nesses parametros em fibroblastos de pacientes.
Inicialmente, observamos que o sulfito diminuiu os niveis de GSH e as
atividades da glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) no
cortex cerebral, e da GST no cerebelo de animais deficientes para a SO. Além
disso, o sulfito aumentou as atividades dos complexos Il e II-lll em estriado e
do complexo Il no hipocampo, mas diminuiu a atividade do complexo IV no
estriado de animais com deficiéncia da SO. Nesses animais, o sulfito também
reduziu o potencial de membrana mitocondrial no cortex cerebral e no estriado,
além de diminuir as atividades da malato e glutamato desidrogenase. Ja nos
animais que receberam injecao intraestriatal de sulfito ou tiossulfato, ambos os
compostos diminuiram as atividades da creatina cinase e da citrato sintase,
enguanto que o sulfito reduziu a massa mitocondrial. O sulfito ainda diminuiu os
niveis de GSH e as atividades da glutationa peroxidase (GPx), GR, GST e
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), enquanto que o sulfito e o tiossulfato
aumentaram a atividade da catalase. O sulfito também diminui os niveis
nucleares de PGC-1a e induziu reatividade glial e dano neuronal. As alteracdes
causadas pelo sulfito foram prevenidas pelo tratamento com bezafibrato. Por
fim, nos estudos realizados em fibroblastos, utilizamos células de quatro
pacientes com deficiéncia da ETHEL1 e de um paciente com deficiéncia da SO.
Observamos diminuicao da respiracdo mitocondrial em todos os tipos celulares,
e diminuicdo de ATP em duas linhagens com deficiéncia da ETHE1 e na
linhagem com deficiéncia da SO. Também verificamos alteracBes variaveis no
conteudo de proteinas de dindmica mitocondrial, e uma diminuicdo do
conteddo de proteinas envolvidas na comunicacdo entre reticulo
endoplasmatico (RE) e mitocdndria. Um aumento nos niveis de DDITS3,
marcadora de estresse de RE, na producéo de superoxido e apoptose também
foram verificados em todos os tipos celulares. O tratamento com JP4-039, um
antioxidante mitocondrial, diminuiu 0s niveis de superdoxido em todas as
linhagens celulares e aumentou a respiragcao mitocondrial em duas linhagens
com deficiéncia da ETHEL e na linhagem com deficiéncia da SO. Os achados
deste trabalho evidenciam que alteragcbes na homeostase energética e redox,
na biogénese e dinamica mitocondrial, bem como na comunicagdo entre
mitocdndria e RE sdo mecanismos patoldgicos envolvidos nas deficiéncias da
SO e da ETHEL. Além disso, visto que o bezafibrato e o JP4-039 exerceram
efeitos protetores nos diferentes modelos, pode ser sugerido que esses
compostos sdo promissores para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para as deficiéncias da SO e da ETHEL.

Palavras chave: Deficiéncia da sulfito oxidase; deficiéncia da ETHE1; sulfito;
tiossulfato; cérebro; homeostase redox; funcdo mitocondrial.



ABSTRACT

Sulfite and thiosulfate are accumulated in tissues of patients affected by
sulfite oxidase (SO) deficiency, whereas thiosulfate also accumulates in the
deficiency of ethylmalonic encephalopathy protein 1 (ETHE1L). Patients present
progressive encephalopathy and severe neonatal seizures, often resulting in
early childhood death. In this study, we investigated the effects of sulfite in
encephalic structures of SO-deficient rats, and of an intrastriatal injection of
sulfite or thiosulfate in normal rats on redox and mitochondrial homeostasis. We
also investigated possible alterations in these parameters in fibroblasts of
patients. Initially, we observed that sulfite decreased reduced glutathione (GSH)
levels and the activities of glutathione reductase (GR) and glutathione S-
transferase (GST) in cerebral cortex, and of GST in cerebellum of SO deficient
rats. Moreover, sulfite increased the activities of the respiratory chain
complexes Il and II-lll in striatum and of complex Il in hippocampus, whereas
complex IV activity was decreased in striatum of SO deficient animals. In these
animals, sulfite also reduced mitochondrial membrane potential in the cerebral
cortex and in the striatum, as well as inhibited the activities of malate and
glutamate dehydrogenase in cerebral cortex. Regarding the rats that received
sulfite or thiosulfate via intrastriatal injection, both compounds reduced creatine
kinase and citrate synthase activities, while sulfite decreased mitochondrial
mass. Sulfite also decreased GSH levels and the activities of glutathione
peroxidase (GPx), GR, GST, glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH),
whereas both sulfite and thiosulfate increased catalase activity. In addition,
sulfite decreased PGC-la nuclear levels and induced glial reactivity and
neuronal damage. Bezafibrate prevented the alterations induced by sulfite in
striatum. Finally, in the experiments with fibroblasts, we used four cell lines with
ETHEL1 deficiency and one cell line with SO deficiency. We observed a
decrease in basal and maximal respiration in all cell lines, and ATP depletion in
two ETHE1 deficient cell lines and in the SO deficient fibroblasts. We also
verified variable alterations in the content of proteins involved in mitochondrial
dynamics, and a decrease in the content of proteins involved in endoplasmic
reticulum (ER)-mitochondria communication. Increased content of DDIT3, an
ER stress marker, as well as high levels of superoxide and apoptosis induction
were further seen in all cell lines. Treatment with the mitochondria-targeted free
radical scavenger JP4-039 decreased superoxide levels in all cells lines and
increased basal and maximal respiration in two ETHEL deficient cell lines and in
the SO deficient cells. Our findings provide evidence that alterations in energy
and redox homeostasis, mitochondrial biogenesis and dynamics, as well as in
the communication between mitochondria and ER are pathological mechanisms
involved in the SO and ETHEL deficiencies. Furthermore, since bezafibrate and
JP4-039 exerted protective effects, it may be suggested that these compounds
are attractive agents for the development of new therapeutic strategies aiming
to improve the prognosis of patients affected by SO and ETHEL1 deficiency.

Keywords: Sulfite oxidase deficiency; ETHEL deficiency; sulfite; thiosulfate;
brain; redox homeostasis; mitochondrial function.



LISTA DE ABREVIATURAS

3-MST - 3-mercaptopiruvato sulfotransferase
AAT - aspartato aminotransferase

AL - &cido lipoico

ALP - alopurinol

APO - apocinina

CAC - ciclo do &cido citrico

CAT - catalase

CBS - cistationina 3-sintase

CDO - cisteina dioxigenase

CK - creatina cinase

CoQ - coenzima Q

COX - citocromo c oxidase

cPMP - piranopterina monofosfato ciclica

CS - citrato sintase

CSE - y-cistationase

CT - cisteina aminotransferase

CTE - cadeia transportadora de elétrons
DRPL1 - proteina relacionada a dinamina 1
DTT - ditiotreitol

EE - encefalopatia etilmalonica

EIM - erros inatos do metabolismo

EMA - acido etilmaldnico

ERN - espécies reativas de nitrogénio

ERO - espécies reativas de oxigénio

ERRa - receptor a relacionado a estrégeno
ETHEL - proteina da encefalopatia etilmalonica 1
G6PDH - glicose-6-fosfato desidrogenase
GDH - glutamato desidrogenase

GFAP - proteina fibrilar glial acida

GPx - glutationa peroxidase

GR - glutationa redutase

Grp75 - proteina de 75 kDa regulada por glicose
Grp78 - proteina de 78 kDa regulada por glicose
GSH - glutationa reduzida

GSS' - perssulfeto

GSSG - glutationa oxidada

GST - glutationa S-transferase

IDH - isocitrato desidrogenase

IP3R - receptor do inositol 1,4,5-trifosfato
ISOD - deficiéncia isolada da sulfito oxidase
MAMs - membranas associadas a mitocondria
MARC 1 - componente redutor da amidoxima mitocondrial
MDH - malato desidrogenase

MEL - melatonina

MFN1 e 2 - mitofusina 1 e 2

MME - membrana mitocondrial externa

MMI - membrana mitocondrial interna

MoCD - deficiéncia do cofator molibdénio



MoCo - cofator molibdénio

MOCSL1 - proteina de sintese do cofator molibdénio 1
MPT - transicdo da permeabilidade mitocondrial

NAC - N-acetilcisteina

NeuN - proteina nuclear especifica de neurdnios

NRF - fator respiratério nuclear

ONOO' - peroxinitrito

OPA1 - proteina atrdfica optica 1

PGC-1a - co-ativador 1a do receptor ativado por proliferador de peroxissomo y
PPAR - receptor ativado por proliferador de peroxissomo
RE - reticulo endoplasmatico

S100B - proteina B de ligacdo ao calcio S100

SCAD - desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta
SDH - succinato desidrogenase

SNC - sistema nervoso central

SO - sulfito oxidase

SOD - superéxido dismutase

SQR - sulfeto quinona oxidoredutase

TRO - trolox

TST - tiossulfato enxofre transferase

VDACL - canal seletivo de anions dependente de voltagem 1
AWm - potencial de membrana mitocondrial



l.1. INTRODUCAO

[.1.1 Erros inatos do metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM), descritos pela primeira vez pelo
médico inglés Sir Archibald E. Garrod em 1908, sdo um grupo de doencas
genética e fenotipicamente heterogéneas causadas por defeitos genéticos que
levam a perda parcial ou total da atividade de uma enzima de uma determinada
rota metabolica. Como consequéncia do bloqueio dessa via, ha o acumulo de
intermediarios potencialmente téxicos nos tecidos e liquidos biol6gicos dos
pacientes, além de uma possivel deplecdo de produtos essenciais ao
organismo (Bickel, 1987; Mak et al., 2013).

Embora sejam individualmente raros, coletivamente os EIM alcangam
uma incidéncia de aproximadamente 1 a cada 500-1.000 recém-nascidos Vvivos.
Mais de 600 EIM j& foram descritos até o presente momento, sendo que esse
namero vem crescendo regularmente. Avan¢cos no entendimento da etiologia
molecular e bioquimica de EIM através de técnicas desenvolvidas nos ultimos
anos tém levado a um significativo progresso na deteccao e tratamento dessas
condicbes (Alfadhel et al., 2013; Beaudet et al., 2014; Scriver et al.,, 2001;
Vernon, 2015). E importante ressaltar que o diagndstico precoce através da
triagem neonatal fornece a oportunidade de detectar os EIM durante o periodo
pré-sintomatico, permitindo a intervengcdo medica e uma possivel melhora na
historia natural da doenca (Vernon, 2015). Entretanto, como muitas dessas
condi¢cOes ainda carecem de testes diagnosticos especificos e sensiveis além
de tratamentos eficazes, torna-se importante o estudo mais aprofundado da
fisiopatologia do dano tecidual dessas doencas, de novos meétodos

diagndsticos e estratégias terapéuticas.



[.1.2 Catabolismo de aminoacidos sulfurados

A Figura 1 mostra a via do catabolismo dos aminoacidos sulfurados
metionina e cisteina. A metionina é catabolizada a cisteina através de uma
série de reacfes nas vias de transmetilacdo e transulfuracdo. Na via de
transulfuracdo, as enzimas cistationina B-sintase (CBS) e y-cistationase (CSE)
sdo responsaveis por controlar o fluxo de enxofre entre seus intermediarios
homocisteina, cistationina e cisteina. J4 o catabolismo da cisteina pode ocorrer
através de duas vias: ndo-oxidativa e oxidativa. Na via ndo-oxidativa, ha a
formacdo de sulfeto de hidrogénio (H2S), o qual pode ser produzido tanto
através de reac0Oes catalisadas pelas enzimas CBS e CSE, como por exemplo
a conjugacdo de homocisteina e cisteina, quanto por uma via envolvendo as
enzimas cisteina aminotransferase (CT) e 3-mercaptopiruvato sulfotransferase
(3-MST). O H2S é subsequentemente metabolizado na mitocondria, onde é
oxidado pela enzima sulfeto quinona oxidoredutase (SQR) e conjugado com
sulfito (SOs%), resultando na producdo de tiossulfato (S203%*). A enzima
tiossulfato enxofre transferase (TST) regenera o sulfito a partir do tiossulfato
utiizando uma molécula de glutationa reduzida (GSH) e produzindo um
perssulfeto (GSS’), o qual também é convertido a sulfito pela proteina da
encefalopatia etilmalonica 1 (ETHE1), uma enxofre dioxigenase. O sulfito pode
ser entdo conjugado a H2S para formar tiossulfato ou oxidado a sulfato pela
enzima sulfito oxidase (SO) em uma reacdo que ocorre no espaco
intermembranas mitocondrial. A SO depende de um cofator molibdénio (MoCo)
para a sua atividade, sendo esse sintetizado a partir de GTP (Di Meo et al.,
2015; Jackson et al., 2012; Schwarz et al., 2009; Viscomi et al., 2010). Embora

a existéncia desta via de catabolismo do H2S seja conhecida ha mais de 20
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anos (Powell e Somero, 1986), as enzimas que nela atuam e seus passos
detalhados foram apenas elucidados ha alguns anos atras (Hildebrandt e
Grieshaber, 2008) e recentemente refinados (Jackson et al., 2012). Entretanto,
ainda ha certos detalhes que ndo estdo esclarecidos. Em relacdo a via
oxidativa do catabolismo da cisteina, os produtos finais sdo o sulfato e a
taurina. Nessa via, a enzima cisteina dioxigenase (CDO) oxida a cisteina
produzindo cisteina-sulfinato, uma molécula que pode ser descaboxilada para
formar hipotaurina, e, consequentemente, taurina, ou ser convertida a B-sulfinil-
piruvato em uma reacdo catalisada pela enzima aspartato aminotransferase
(AAT). O B-sulfinil-piruvato é decomposto a piruvato e sulfito na mitocondria.
Em condicbes oxidantes, a cisteina pode sofrer dimerizacdo formando cistina, a
qual pode reagir com sulfito dando origem a S-sulfocisteina (Di Meo et al.,

2015; Jackson et al., 2012; Schwarz et al., 2009; Viscomi et al., 2010).

Metionina

|

Via de l
transmetilagdo

Homocisteina

Serina 3/

s
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X
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a-KG 1\
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S0,
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\
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| (501 Gosn
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Figura 1. Via de catabolismo de aminoacidos sulfurados.



[.1.2.1 Sulfito oxidase (SO)

A enzima SO (EC 1.8.3.1) esta localizada no espaco intermembranas da
mitocondria na maioria dos tecidos de mamiferos, incluindo o cérebro, e
catalisa a oxidacéo do sulfito a sulfato (Figura 1) (Hobson et al., 2005; Johnson,
2003). Além de atuar na rota de degradacdo da metionina e da cisteina, essa
enzima possui um importante papel na detoxificacdo do sulfito proveniente de
fontes exdgenas, uma vez que esse composto e derivados sdo amplamente
utilizados como conservantes em alimentos e medicamentos (Chapman, 1993;
Derin et al., 2006; Gunnison e Palmes, 1973; Taylor et al., 1986). Essa enzima
mantém os niveis plasmaticos de sulfito em até 10 uM (Ji et al., 1995).

A SO é um homodimero com massa molecular de aproximadamente 110
kDa, sendo cada mondémero dividido em trés dominios, um heme citocromo bs,
um dominio de ligacdo do MoCo e um dominio C-terminal responséavel pela
dimerizacédo (Kisker et al., 1997). O MoCo € composto por uma molécula de
molibdopterina ligada a molibdénio, sendo esse responsavel pela oxidacado do
sulfito com a reducdo do molibdénio (VI) para o molibdénio (IV). Os dois
elétrons provenientes do sulfito sdo subsequentemente transferidos um de
cada vez atravées do heme citocromo bs para o citocromo ¢ na cadeia
respiratoria (Johnson e Duran, 2001; Klein e Schwarz, 2012; Wilson e
Rajagopalan, 2004). Uma vez que o organismo € incapaz de reciclar o MoCo e
seus precursores provenientes da dieta, esse cofator necessita ser sintetizado
de novo a partir de uma molécula de GTP por uma via biossintética de quatro

passos enzimaticos (Schwarz, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Via de biossintese do cofator molibdénio (MoCo) (Adaptado de

Veldman et al., 2010).

1.1.2.2 Deficiéncia da sulfito oxidase (SO)

A deficiéncia da SO é um EIM de carater autossdbmico recessivo que
pode ser causado por mutacdes no gene SUOX, o qual codifica a SO
(deficiéncia isolada da SO - ISOD), ou por mutagcbes em um dos genes que
codifica alguma enzima da rota de biossintese do MoCo (deficiéncia do cofator
molibdénio - MoCD). Até o presente momento, foram relatadas mutacées em
genes de trés das quatro enzimas dessa via: MOCS1, MOCS2 e GPHN, sendo
a patologia resultante da mutacdo de cada um desses genes classificada como
MoCD do tipo A, B ou C, respectivamente (Figura 2). Aléem de ser necessario
para a reacao da SO, o MoCo também é essencial para a atividade de outras
trés molibdoenzimas humanas: a xantina oxidase, a aldeido oxidase e o

componente redutor da amidoxima mitocondrial (INARC1 e mARC2) (Edwards
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et al., 1999; Havemeyer et al., 2011; Schwarz, 2016; Tan et al., 2005). Dessa
forma, os portadores da MoCD sao deficientes nas atividades dessas quatro
enzimas. Entretanto, ja foi relatado que os sintomas neuroldgicos graves
observados nessa forma da doenca sdo devido a auséncia da atividade da SO,
uma vez que pacientes com deficiéncia combinada da xantina oxidase e da
aldeido oxidase, ou com deficiéncia isolada da xantina oxidase sé&o
assintomaticos (Johnson e Duran, 2001). Até hoje, cerca de 50 pacientes com
ISOD e 100 pacientes com MoCD ja foram relatados na literatura. Entretanto,
estima-se que a prevaléncia da MoCD seja em torno de 1 para cada 100.000 a
200.000 nascido vivos, uma vez que estas desordens sdo geralmente
subdiagnosticadas (Bindu et al., 2017; Zaki et al., 2016).

O quadro clinico da ISOD e da MoCD ¢ indistinguivel (Chan et al., 2002)
e inclui disfuncdo neurolégica grave e progressiva, convulsées neonatais
graves, hipotonia axial, hipertonicidade periférica, além de subluxacdo do
cristalino e atraso no desenvolvimento, resultando geralmente em morte
prematura (Edwards et al., 1999; Johnson e Duran, 2001). Bioguimicamente, os
pacientes afetados por ambas as doencas apresentam acumulo de sulfito
(niveis plasmaticos normais: 5 — 10 yuM; em pacientes: 10 pM — 2 mM),
tiossulfato e S-sulfocisteina (niveis plasmaticos normais: até cerca de 5 uM) em
tecidos e liquidos corporais (Basheer et al., 2007; Belaidi et al., 2012; Herken et
al., 2009; Ranguelova et al., 2012). Em pacientes com MoCD ainda sé&o
observados baixos niveis plasmaticos de acido urico e altos niveis de xantina e
hipoxantina na urina, uma vez que as atividades da xantina oxidase e aldeido
oxidase também estdo deficientes nesses individuos (Chan et al., 2002;

Johnson e Duran, 2001; Sass et al., 2010).

11



Estudos patolégicos e de neuroimagem em pacientes com ISOD e
MoCD evidenciam anormalidades nas substancias branca e cinzenta, com
perda massiva de neurdnios, gliose, desmielinizacdo e lesdes multicisticas
(Chen et al., 2014; Edwards et al., 2015; Tan et al., 2005; Vijayakumar et al.,
2011). Também € observada dilatacdo ventricular, aléem de atrofia do cortex
cerebral, ganglios da base, cerebelo, tadlamo, tronco cerebral e corpo caloso,
resultando frequentemente em microcefalia secundaria (Bindu et al., 2011;
Holder et al., 2014; Per et al.,, 2007; Tan et al., 2005). Além disso, niveis
aumentados de lactato ja foram observados em sangue, liquido
cefalorraquidiano e diversas regides cerebrais, incluindo os ganglios basais, em
diversos pacientes (Basheer et al., 2007; Eichler et al., 2006; Holder et al.,
2014; Teksam et al., 2005).

Apesar de 0s mecanismos responsaveis pelo aparecimento de sintomas
neuroldgicos encontrados nos pacientes afetados pela deficiéncia da SO ainda
nao estarem totalmente estabelecidos, evidéncias apontam para uma acao
toxica do sulfito. Ja foi demonstrado que o sulfito pode sofrer auto-oxidacéo e
interagir com metais de transicdo gerando radicais livres, tais como radicais de
enxofre e anion superoxido (Abedinzadeh, 2001; Baker et al., 2002; Hayon et
al., 1972; Mottley e Mason, 1988; Neta e Huie, 1985; Sadat-Shafai et al., 1981),
induzindo estresse oxidativo in vitro em cérebro e figado de ratos (Chiarani et
al., 2008; Derin et al., 2009; Grings et al., 2013). O sulfito também prejudica o
metabolismo energético, uma vez que experimentos in vitro em cérebro de
ratos mostram que esse metabdlito inibe a creatina cinase (CK) (Grings et al.,
2013), a glutamato desidrogenase (GDH) e a malato desidrogenase (MDH),

além de diminuir o consumo de oxigénio e a sintese de ATP, e induzir a
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abertura do poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial (MPT) com
consequente liberacédo de citocromo c para o citosol (Grings et al., 2014; Zhang
et al., 2004). Por fim, em estudos com ratos deficientes para a SO foi verificado
que concentracdes aumentadas de sulfito induzem lipoperoxidagédo, diminuem
a capacidade antioxidante em plasma e eritrocitos, além de causarem déficit
cognitivo e morte neuronal no hipocampo (Herken et al., 2009; Kucukatay et al.,
2006; Kucukatay et al., 2005). Em relacdo ao tiossulfato, que também se
acumula na deficiéncia da SO, ainda ndo ha muitos trabalhos investigando os
seus efeitos. Entretanto, ja foi observado que esse composto inibe a atividade
da CK em diferentes estruturas cerebrais de ratos, além de aumentar a
producado de espécies reativas em coértex cerebral de ratos e induzir a morte de
neurénios in vitro (de Moura Alvorcem et al., 2017; Kumar et al., 2017;
Parmeggiani et al., 2015).

O tratamento para a deficiéncia da SO (ISOD e MoCD) é bastante
limitado, e na maioria dos casos visa principalmente o controle das convulsées
graves, as quais sao geralmente refratarias ao tratamento com medicamentos
antiepilépticos (Johnson e Duran, 2001; Sass et al.,, 2010). Além disso, os
pacientes recebem uma dieta com baixa quantidade de proteina e com teor
reduzido de aminoacidos sulfurados. Em alguns pacientes com deficiéncia
moderada da SO, esse tratamento diminuiu 0os niveis de tiossulfato e S-
sulfocisteina na urina e permitiu o crescimento normal sem sinais de
deterioracdo neurologica, além de progresso no desenvolvimento psicomotor
(Touati et al., 2000). No entanto, esse tratamento ndo é totalmente eficaz para
grande parte dos pacientes (Johnson e Duran, 2001). Um novo tratamento para

pacientes com MoCD tipo A foi proposto por Veldman et al. (2010) consistindo
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na administracéo intravenosa de piranopterina monofosfato ciclica (cPMP), um
intermediario da via biossintética do MoCO (Figura 2). Os biomarcadores
urinarios da doenca (S-sulfocisteina, xantina e urato) retornaram a niveis quase
normais em todos os pacientes tratados com cPMP dentro de 2 dias, e grande
parte dos pacientes apresentou uma melhora clinica, com total supressao ou
reducdo das convulsées (Schwahn et al., 2015). Contudo, esse tratamento néo
€ eficiente para pacientes com ISOD, que apresentam sintese normal de
MoCo, e nem para pacientes com MoCD tipo B e C, uma vez que esses
apresentam um bloqueio enzimatico posterior a sintese de cPMP (Figura 2).
Dessa forma, torna-se importante a busca por compostos protetores que
possam ser utilizados para a melhora do prognéstico dos pacientes afetados

por todos os fenotipos de deficiéncia da SO.

[.1.2.3 Proteina da encefalopatia etilmalénica 1 (ETHE1)

A enzima ETHE1 (EC 1.13.11.18), uma enxofre dioxigenase, é um
homodimero de 30 kDa localizado na mitocdndria e codificado pelo gene
ETHE1 (cromossomo 19g13). E membro da familia das metalo-B-lactamases,
possuindo um centro metalico ao qual se liga um atomo de ferro. A funcéo da
ETHEL foi descrita somente em 2009 por Tiranti et al., que demonstraram a
sua atividade como uma dioxigenase de enxofre, estando envolvida em uma
via metabodlica mitocondrial responsavel pela detoxificagdo do H2S. Além de
atuar na eliminacdo do H2S proveniente do catabolismo de aminoacidos
sulfurados em diversos tecidos, essa enzima, bem como a rota na qual atua,
desempenha um importante papel no epitélio intestinal, uma vez que grande
parte do H2S produzido no organismo deriva do metabolismo de bactérias

anaerobicas residentes no lUmen intestinal. Nesse sentido, essa via metabodlica
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atua na prevencdo do acumulo local de H2S a niveis toxicos e do seu
direcionamento ao figado e a outros 6rgdos através da veia porta (Di Meo et

al., 2015).

[.1.2.4 Deficiéncia da ETHE1

A deficiéncia da enzima ETHE1, também chamada de encefalopatia
etilmalénica (EE), € um EIM de carater autossdbmico recessivo causado por
mutac¢des no gene ETHEL. Esse EIM foi descrito pela primeira vez por Burlina
e colaboradores (1991) em familias italianas, e subsequentemente, foi
encontrado em outras populacgdes, principalmente em regidées mediterraneas e
da Peninsula Arabica (Mineri et al., 2008; Tiranti et al., 2004; Tiranti et al.,
2006). O gene envolvido nessa doenca foi identificado somente em 2004
(Tiranti et al., 2004) e, até o presente, mais de 30 diferentes mutacdes ja foram
descritas no gene ETHEL (Di Rocco et al., 2006; Drousiotou et al., 2011; Mineri
et al., 2008; Papetti et al., 2015; Tiranti et al., 2004; Tiranti et al., 2006; Tiranti e
Zeviani, 2013; Zafeiriou et al., 2007). Essas mutacdes resultam na auséncia da
proteina devido a delecao parcial do gene, degradacao de transcritos contendo
coédon de terminacdo prematuros, ou degradacédo de proteinas mal dobradas
(Mineri et al., 2008; Tiranti et al., 2006). Em alguns casos a proteina ETHE1
esta presente em pacientes com fendtipo indistinguivel de pacientes que néao
expressam a proteina, indicando a falta de atividade da enzima nessa
circunstancia (Henriques et al, 2014). Mais de 80 individuos com
caracteristicas consistentes de deficiéncia da ETHE1 e diagndstico molecular
confirmado ja foram relatados. Entretanto, a sua incidéncia & provavelmente
bastante subestimada, ja que o fendtipo bioquimico pode ser atribuido

incorretamente a outras desordens metabdlicas, como por exemplo defeitos na
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via da flavoproteinas envolvidas na transferéncia de elétrons na mitocondria (Di
Meo et al., 2017; Pigeon et al., 2009; Tiranti et al., 2004).

A deficiéncia da ETHE1 é caracterizada por encefalopatia progressiva,
retardo psicomotor, distonia, hipotonia, convulsées, microangiopatia, petéquias,
acrocianose e diarreia cronica, resultando geralmente em morte precoce
(Tiranti et al., 2004; Zafeiriou et al.,, 2007). Os achados neuropatoldgicos
incluem atrofia cortico-fronto-temporal progressiva, anormalidades nos ganglios
basais, corpo caloso e cerebelo, além de lesdes cerebrais hemorragicas e
danos a substancia branca (Di Meo et al., 2015; Kabil e Banerjee, 2012; Tiranti
et al., 2004; Zafeiriou et al., 2007). Bioguimicamente, 0s pacientes apresentam
acumulo de H2S e de tiossulfato em diversos tecidos, incluindo o cérebro,
musculo esquelético e mucosa do colon. Apesar de as concentracdes cerebrais
desses compostos ndo serem conhecidas, ja foi evidenciado que os niveis
plasmaticos podem chegar a cerca de 200 uM (niveis normais: < 5 uM) (Kabil e
Banerjee, 2012; Tiranti et al., 2009; Viscomi et al.,, 2010). Além disso, 0s
pacientes afetados apresentam niveis aumentados de acido etilmalénico (EMA)
(niveis plasmaticos em pacientes: 10-20 uM; niveis normais: < 2 uM) devido a
inibicdo da desidrogenase das acilas-CoA de cadeia curta (SCAD) pelo H2S
(Tiranti et al., 2009; Viscomi et al., 2010). O perfil bioquimico dessa doenca
também inclui niveis aumentados de lactato e acilcarnitinas C4-C5 no sangue,
bem como elevada excrecdo de acido metilsuccinico (Grosso et al., 2004;
Mineri et al., 2008; Tavasoli et al., 2017; Zafeiriou et al., 2007) .

Estudos in vitro e in vivo sugerem que alteracdes na bioenergética estao
envolvidas no dano neurolégico observado nos pacientes. Sabe-se que o H2S é

um potente inibidor do complexo IV da cadeia transportadora de elétrons (Di
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Meo et al., 2011; Tiranti et al., 2009; Viscomi et al., 2010), e que a inibicdo
cronica desse complexo leva a sua degradacao (Di Meo et al., 2011). Além
disso, o H2S prejudica a homeostase energética e induz a abertura do poro de
transicdo da permeabilidade mitocondrial in vitro em cérebro de ratos (Cardoso
et al., 2017). Outras investigacdes em cérebro e musculo de ratos, fibroblastos
de pacientes portadores da deficiéncia da ETHE1 e em camundongos Ethel”-
também sugerem o envolvimento de distarbios no estado redox nessa doenca
(Palmfeldt et al., 2011; Ritter et al., 2015; Schuck et al., 2010; Schuck et al.,
2015; Viscomi et al., 2010)

Apesar de ndo haver tratamento totalmente eficaz para a EE com
farmacos ou tratamento dietético, algumas drogas como a riboflavina,
coenzima Q10, metronidazol e N-acetilcisteina (NAC) demonstraram uma
melhora clinica em alguns casos (Kilic et al., 2017; Viscomi et al., 2010; Yis et
al., 2015; Zafeiriou et al., 2007). A administracdo concomitante de metronidazol
e NAC foi um dos tratamentos que apresentou melhores resultados, ja que
aumentou significativamente o tempo de vida de camundongos Ethel”-, além
de levar a melhora clinica expressiva de cinco pacientes afetados e diminuir os
niveis plasmaticos de tiossulfato, apresentando pouco efeitos adversos
(Viscomi et al.,, 2010). Por fim, um estudo recente em um uUnico caso de
deficiéncia da ETHE1 demonstrou que o transplante de figado foi eficaz no
tratamento da doenca (Dionisi-Vici et al., 2016). Dessa forma, embora certos
tratamentos levem a uma melhora no progndstico em alguns casos, €
importante que estudos continuem sendo realizados com o intuito de
desenvolver novas estratégias terapéuticas que possam trazer efeitos ainda

mais eficazes ou aditivos aos tratamentos ja existentes.
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[.1.3 Metabolismo energético

Embora o cérebro represente apenas cerca de 2% do peso corporal, ele
€ um dos 6rgaos mais ativos metabolicamente. Em torno de 20% do oxigénio e
25% da glicose consumido pelo organismo séo utilizados para a manutencéo
das funcdes cerebrais, as quais incluem processos altamente dependentes de
energia, como a manutencao e restauracao do gradiente de ions utilizados em
processos de sinalizacdo e a recaptacao e reciclagem de neurotransmissores.
Apesar disso, 0 cérebro apresenta baixas reservas energéticas, necessitando
continuamente do fornecimento de substratos através da corrente sanguinea
(Alle et al., 2009; Attwell e Laughlin, 2001; Belanger et al., 2011). Em condi¢des
normais, o metabolismo energético no cérebro € mantido principalmente pelo
metabolismo oxidativo da glicose (Dickinson, 1996; Sokoloff, 1993).

Apesar de no cérebro a glicose ser praticamente toda oxidada a CO:z e
agua, ela é processada de maneira distinta e metabolicamente complementar
em diferentes tipos celulares, como por exemplo, astrdcitos e neurdnios (Clarke
e Sokoloff, 1999; Magistretti e Allaman, 2015). Os astrocitos possuem alta taxa
glicolitica, sendo que grande parte da glicose é convertida a lactato e
direcionada para os neurdnios. Nessas células, o lactato é convertido a
piruvato e subsequentemente oxidado atraves do ciclo do acido citrico (CAC) e
da cadeia transportadora de elétrons (CTE), levando a producdo de ATP
através da fosforilacdo oxidativa (Belanger et al., 2011; Erecinska e Silver,
1994; Pellerin, 2005). A glicose nos neurbnios & predominantemente utilizada
na via das pentoses fosfato para a producdo de NADPH, importante para a
eliminagdo de espécies reativas, principalmente devido a alta atividade

oxidativa mitocondrial dessas células (Bolanos et al., 2010; Magistretti e
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Allaman, 2015).

[.1.3.1 Fosforilagdo oxidativa

A fosforilacdo oxidativa € o processo final do metabolismo produtor de
energia nos organismos aerobicos. Grande parte das vias de catabolismo de
carboidratos, lipideos e amino4cidos convergem para essa etapa, na qual a
energia proveniente da oxidacao destes substratos energéticos e conservada
na forma de equivalentes reduzidos (NADH e FADHz) é utilizada para a sintese
de ATP na mitocéndria. Nesse processo, o NADH e FADH2 doam elétrons para
a CTE, sendo esses transferidos sequencialmente através de complexos
enzimaticos, que em eucariotos estdo ancorados na membrana mitocondrial
interna. O aceptor final de elétrons é a molécula de Oz, a qual é reduzida a H20
pela citocromo c oxidase (COX; complexo V). A transferéncia de elétrons é
impulsionada por um crescente potencial redox existente entre os equivalentes
reduzidos, os complexos da CTE e o O2. Uma vez que o potencial de reducéo
de cada componente da CTE esta em um nivel energético menor que o
anterior, ha a liberacdo de energia a medida que os elétrons sao transferidos.
Essa energia é utilizada pelos complexos I, 1l e IV para bombear prétons da
matriz mitocondrial para o espaco intermembranas, gerando um gradiente
eletroquimico através da membrana mitocondrial interna. A formagao desse
gradiente eletroquimico (forca préton-motora) é o que possibilita a fosforilagéo
do ADP a ATP a medida que os protons, a fim de atingir o equilibrio
eletroquimico, retornam passivamente para a matriz através de um poro

associado a ATP sintase (Lieberman e Marks, 2009; Nelson e Cox, 2017).

19



[.1.4 Homeostase mitocondrial

Além de possuir como principal funcédo a producédo de energia na forma
de ATP, a mitocondria também €& essencial para a biossintese de esteroides e
do grupamento heme, metabolismo intermediario, homeostase do célcio e do
ferro, sinalizacdo redox, apoptose, entre outros processos (Picard et al., 2016).
Dessa forma, a manutencdo da homeostase mitocondrial possui um papel
central no equilibrio entre vida e morte celular, sendo regulada, parcialmente,
pelos processos de fusdo e fissdo mitocondrial. Mitocondrias sdo organelas
dindmicas que estdo constantemente mudando de forma e sofrendo fuséo e
fissdo para se adaptar a mudancas no ambiente celular, como alteracdes
metabdlicas e condi¢cdes patogénicas. Esses processos auxiliam no controle do
grau de conectividade e redistribuicdo mitocondrial, bem como no reparo de
componentes danificados, ajudando a preservar mitocéndrias funcionais ou a
eliminar mitocdndrias ndo reparaveis (Suarez-Rivero et al., 2016; van der Bliek
et al.,, 2013; Westrate et al., 2014). Uma mitocondria danificada pode ser
resgatada através de sua fusdo com uma mitocondria saudavel, o que permite
a compensacdo dos componentes deteriorados através da troca de DNA
mitocondrial, proteinas e lipidios, e da recuperacdo do potencial de membrana
mitocondrial (Awym) (Ni et al., 2015; Westrate et al., 2014). Por outro lado,
mitocondrias gravemente danificadas podem sofrer fissdo, gerando
mitocondrias menores que sdo eliminadas por mitofagia (van der Bliek et al.,
2013; Westrate et al., 2014).

As principais proteinas responsaveis pela fuséo e fissdo mitocondrial sdo
GTPases da familia da dinamina. Em mamiferos, a fusdo da membrana

mitocondrial externa (MME) € mediada pelas mitofusinas 1 e 2 (MFN1 e
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MFNZ2). Essas proteinas encontram-se ancoradas a MME e iniciam a fusdo das
membranas de mitocondrias vizinhas através da formacdo de complexos homo
e hetero-oligomeéricos. Ja a fusdo da membrana mitocondrial interna (MMI) é
realizada pela proteina atréfica optica 1 (OPA1), a qual também €é importante
para a manutencdo da estrutura das cristas mitocondriais. A proteina
relacionada a dinamina 1 (DRP1), por sua vez, € uma proteina citosdlica que
atua na fissdo mitocondrial. Quando recrutada para a mitocondria, a DRP1
forma hélices estendidas ao redor da superficie da organela, dividindo a MME e
a MMI (Chan, 2012; Ingerman et al., 2005; Knott et al., 2008; Patten et al.,
2014; van der Bliek et al., 2013).

Outro fator muito relevante para a dinamica mitocondrial € a sua
proximidade ao reticulo endoplasmatico (RE), formando estruturas conhecidas
como membranas associadas as mitocéndrias (MAMs). As MAMs possuem um
importante papel na coordenacdo dessas organelas, contribuindo para a
transferéncia de lipidios e sinalizacdo de calcio e controlando a movimentacéo
intracelular e a dinAmica mitocondriais (Gomez-Suaga et al., 2017; Rowland e
Voeltz, 2012; van der Bliek et al., 2013). Os pontos de contato possuem
proteinas que ancoram as membranas da mitocéndria e do RE, como a MFN2,
além de outras proteinas envolvidas na dinamica mitocondrial, como a MFN1 e
a DRP1. Além disso, estudos mostram que nas MAMs tubulos do RE
circunscrevem a mitocondria diminuindo seu diametro e facilitando o
recrutamento da DRP1 e a fissdo mitocondrial (Rowland e Voeltz, 2012;
Westermann, 2011). O Ca?* armazenado no RE que é liberado nesses pontos
de contato também tem influéncia sobre a fissdo mitocondrial, além de

estimular a producao de ATP através da ativacdo de enzimas do CAC e regular
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a apoptose. O Ca?* ¢ liberado do RE através do receptor inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3R) e atravessa a MME da mitocondria através do canal seletivo de anions
dependente de voltagem 1 (VDAC1), sendo essas proteinas abundantes nas
MAMs e ancoradas uma a outra através da proteina de 75 kDa regulada por
glicose (Grp75) (Rizzuto et al., 1993; Rizzuto et al., 1998; Szabadkai et al.,

2006).

[.1.5 Radicais Livres e Defesas Antioxidantes

Radicais livres sd@o espécies quimicas capazes de existir de forma
independente contendo um ou mais elétrons desemparelhados. Sendo assim,
essas espécies encontram-se em uma situacdo energeticamente instavel, o
que as torna altamente reativas (Halliwell e Gutteridge, 2015f; Southorn e
Powis, 1988).

Em condices fisioldgicas, o Oz sofre reducdo tetravalente no complexo
IV da CTE resultando na formacédo de H20. Entretanto, centros redox dos
complexos da CTE, como os presentes nos complexos | e lll, podem ser
diretamente oxidados pelo Oz, resultando na transferéncia de um anico elétron
para essa molécula e na consequente geracdo de anion superéxido (02*). O
02* pode ser convertido pela superéxido dismutase (SOD) a peroxido de
hidrogénio (H202), uma espécie reativa ndo-radical jA& que nado apresenta
elétrons desemparelhados. Por sua vez, o H202 reagindo com Fe?* da origem
ao radical hidroxila (OH*), um radical livre extremamente reativo. O O2*", 0 H202
e 0 OH* fazem parte das chamadas espécies reativas de oxigénio (ERO). Além
das ERO, existem ainda as espécies reativas de nitrogénio (ERN),

representadas principalmente pelo éxido nitrico (NO*) e o peroxinitrito (ONOO")
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(Halliwell e Gutteridge, 2015f).

A producéo fisiolégica de ERO e ERN apresenta um importante papel
na sintese e regulacédo de proteinas e sinalizacdo celular, como a sinalizacao
de insulina e adaptacédo ao exercicio (Hamann et al., 2014; Irani, 2000; Wall et
al.,, 2012; Ward e Peters, 1995; Webb et al., 2017), e na defesa contra
infeccdes através da liberacdo de espécies reativas pelos neutrofilos (Aratani et
al., 2012; Delanty e Dichter, 1998). Entretanto, quando formadas em excesso,
podem causar danos as células através da oxidacédo de diversas biomoléculas,
tais como lipidios, proteinas, carboidratos e &acidos nucleicos (Halliwell e
Gutteridge, 2015f).

Com a finalidade de evitar os efeitos nocivos das espécies reativas, as
células possuem mecanismos eficientes para a detoxificacdo das mesmas: as
defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas. Essas defesas estédo
amplamente distribuidas no organismo e compreendem agentes que removem
cataliticamente os radicais livres, como as enzimas SOD, catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx); proteinas que minimizam a disponibilidade de pro-
oxidantes (ions de ferro e cobre, por exemplo) ao se ligarem aos mesmos,
como as transferrinas; agentes que aprisionam espécies reativas e que séo
substratos de enzimas antioxidantes, como a GSH; além de proteinas que
protegem biomoléculas de danos por outros mecanismos (Halliwell e

Gutteridge, 2015c; Halliwell e Gutteridge, 2015e).

[.1.5.1 Estresse Oxidativo
As espécies reativas produzidas fisiologicamente sdo em grande parte
neutralizadas pelo sistema antioxidante do organismo. No entanto, em

determinadas condic¢des patologicas ha um desequilibrio entre a producdo de
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espécies reativas e a sua remocao pelas defesas antioxidantes, levando a
situacdo denominada estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2015a).

Tanto a producdo aumentada de espécies reativas quanto a diminuicao
da capacidade antioxidante podem resultar em estresse oxidativo, tendo como
possiveis consequéncias a lipoperoxidacdo e dano proteico, além de dano
oxidativo ao DNA e RNA, causando mutacfes somaticas e disturbios de
transcricdo (Delanty e Dichter, 1998; Halliwell, 2001; Halliwell e Gutteridge,
2015a). As células sdo capazes de tolerar um nivel moderado de estresse
oxidativo, o que geralmente resulta em um aumento na sintese de enzimas
antioxidantes com a finalidade de neutralizar as espécies reativas produzidas
excessivamente. Por outro lado, se o dano celular for exacerbado, o estresse
oxidativo pode levar a morte celular por necrose ou apoptose (Halliwell e

Gutteridge, 2015a).

1.1.6 Compostos protetores

1.1.6.1 Bezafibrato

O bezafibrato € um farmaco da classe dos fibratos, cujos efeitos séo
mediados pela ativacdo dos receptores ativados por proliferador de
peroxissomo (PPARSs). Esses receptores sdo fatores de transcricdo induzidos
por ligante que regulam a expressao de genes envolvidos em diversos
processos, incluindo homeostase lipidica, diferenciacdo e proliferagdo celular,
inflamacé@o e metabolismo energético (Corona e Duchen, 2015; Desvergne e
Wahli, 1999; Wenz et al., 2008). Os PPARSs séo classificados em trés subtipos:
PPARa, PPARB/® e PPARYy, 0s quais apresentam caracteristicas estruturais

em comum, mas diferem em sua distribuicdo tecidual e funcdes fisiologicas
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(Corona e Duchen, 2015; Dominy e Puigserver, 2013). Uma vez que o PPARa
e PPAR® possuem um importante papel na modulacdo da oxidacao de acidos
graxos, ativadores sintéticos desses receptores, tais como o pan-agonista de
PPAR bezafibrato, sdo utilizados no tratamento de dislipidemias (Hihi et al.,
2002; Kersten et al., 2000; Rudic et al., 2012; Tenenbaum et al., 2005). Embora
0 bezafibrato e outros fibratos estejam historicamente ligados ao tratamento
dessa classe de doencas, nos ultimos anos evidéncias tém demonstrado que,
através da ativacdo de PPAR, esses compostos regulam outros importantes
aspectos do metabolismo mitocondrial através da inducédo da expresséo do co-
ativador 1la do receptor ativado por proliferador de peroxissomo y (PGC-1a)
(Hondares et al., 2006; Hondares et al., 2007; Hondares et al., 2011; Johri et
al., 2012; Komen e Thorburn, 2014). O PGC-1a co-ativa uma série de fatores
de transcricdo, os quais incluem os fatores respiratérios nucleares (NRF1 e
NRF2), o receptor a relacionado a estrogeno (ERRa) e os PPARs,
desempenhando uma funcédo central como o principal regulador da biogénese
mitocondrial, além de possuir um papel importante na regulacdo de defesas
antioxidantes e outros processos celulares (Fernandez-Marcos e Auwerx, 2011;
Ventura-Clapier et al., 2008). Dessa forma, estudos recentes tém avaliado o
uso do bezafibrato como uma potencial estratégia farmacolégica em modelos
animais de doencas neurodegenerativas caracterizadas por disfuncao
mitocondrial, tais como a doenca de Huntington, taupatias e encefalomiopatia
(Dumont et al., 2012; Johri et al., 2012; Noe et al., 2013), e tém observado

diversos efeitos neuroprotetores exercidos por esse composto.

1.1.6.2 JP4-039

O JP4-039 faz parte de uma nova classe de sequestradores de elétrons
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e ERO direcionados para a mitocondria. A porcdo do JP4-039 que possui a
atividade sequestradora propriamente dita € composta por um grupo nitroxido,
derivado do antioxidante 4-amino-TEMPO (Frantz et al., 2011; Wipf et al.,
2005). Os grupos nitroxido previnem a formacdo de espécies reativas,
particularmente de anion superodxido, devido a sua reducdo pela CTE a
hidroxilamina, um sequestrador de espécies reativas (Frantz et al., 2011). Ja a
porcdo da molécula de JP4-039 responsavel por seu acumulo seletivo na
mitocondria (cerca de 32 vezes mais concentrado que no citosol) é derivada do
antibiotico gramicidina S (Frantz et al., 2013). Publicacbes recentes tém
demonstrado que o JP4-039 previne peroxidacao lipidica e apoptose, estimula
a funcdo mitocondrial e confere protecdo contra danos decorrentes da
exposicao a radiacao (Berhane et al., 2014a; Berhane et al., 2014b; Leipnitz et

al., 2018; Shinde et al., 2016).

[.2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

[.2.1 Justificativa e objetivo geral

Apesar da grave disfungdo neuroldgica e alta taxa de mortalidade
observada nas deficiéncias da SO (ISOD e MoCD) e da ETHE1, os
mecanismos de neurotoxicidade n&do estdo totalmente esclarecidos. Dados da
literatura sugerem que a toxicidade de compostos acumulados nesses
individuos, tais como o sulfito, tiossulfato e o sulfeto de hidrogénio, esta
envolvida nessas alteragcdes. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos cronicos e agudos in vivo do sulfito e os efeitos agudos in
vivo do tiossulfato sobre a homeostase mitocondrial e redox em estruturas

encefalicas de ratos normais ou com deficiéncia da SO. Além disso,
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investigamos diferentes aspectos da homeostase mitocondrial e redox, e
estresse do RE em fibroblastos de pacientes com a MoCD ou deficiéncia da
ETHEL. Por fim, considerando que ainda ndo existem tratamentos efetivos para
todas as formas da deficiéncia da SO e deficiéncia da ETHEL, este trabalho se
prop6s a avaliar os efeitos protetores do bezafibrato sobre os efeitos tdxicos
induzidos pelo sulfito em estriado de ratos, e do JP4-039 sobre as alteracdes
observadas em fibroblastos de pacientes. Esperamos que um melhor
entendimento sobre a fisiopatologia das anormalidades observadas nas
deficiéncias da SO e da ETHEL aliado a avaliacdo dos efeitos protetores do
bezafibrato e do JP4-039 possa contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas que melhorem o progndstico dos pacientes afetados

por essas doencas.

1.2.2 Objetivos especificos

Capitulo |

Avaliar os efeitos cronicos in vivo do sulfito em cértex cerebral, estriado,

cerebelo e hipocampo de ratos deficientes para a SO sobre:

a) Os niveis de GSH e a atividade das enzimas antioxidantes CAT,
SOD, glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST) e
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH);

b) A atividade dos complexos Il, II-lll e IV da CTE, da GDH e das
enzimas do CAC: citrato sintase (CS), isocitrato desidrogenase (IDH)
e malato desidrogenase (MDH);

c) A massa mitocondrial e o potencial de membrana mitocondrial
(A¥Ym).

Capitulo Il
27



Avaliar os efeitos agudos in vivo da administracao intraestriatal de sulfito,
bem como os efeitos neuroprotetores do bezafibrato em estriado de ratos
sobre:

a) A atividade da CK, dos complexos I-lll, II, lI-lll e IV da CTE, da GDH e

das enzimas do CAC: CS, IDH, succinato desidrogenase (SDH) e
MDH,;

b) A massa mitocondrial, 0 AWYm e o imunoconteudo de PGC-1a nuclear,
da isoforma 1 da COX IV e de LC3B;

c) Os niveis de GSH e a atividade das enzimas antioxidantes GPx, GR,
GST, G6PDH, CAT e SOD;

d) A marcacdo de proteina fibrilar glial acida (GFAP), proteina B de
ligacdo ao calcio S100 (S100B), proteina nuclear especifica de
neurénios (NeuN) e Fluoro-Jade C®.

Capitulo Il

Avaliar os efeitos in vivo da administracao intraestriatal de tiossulfato em
estriado de ratos sobre:

a) A atividade da CK, dos complexos I, lI-lll e IV da CTE, da GDH e das
enzimas do CAC: CS, IDH, SDH e MDH,;

b) Os niveis de GSH e a atividade das enzimas antioxidantes GPx, GR,
GST, G6PDH, CAT e SOD;

c) A marcacéo de NeuN, GFAP e S100B.

Ainda foram avaliados os efeitos do ditiotreitol (DTT), alopurinol (ALP),

apocinina (APO) e dos antioxidantes GSH, melatonina (MEL), trolox (TRO) e
acido lipoico (AL) sobre a diminuicdo da atividade da CK induzida por

tiossulfato in vitro em estriado de ratos.
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Capitulo IV
Avaliar parametros de metabolismo energético, dindmica mitocondrial,
estresse oxidativo e estresse do RE em fibroblastos de pacientes com MoCD
ou deficiéncia da ETHEL, tais como:
a) A producdo de anion superoxido, respiracdo basal e respiracdo
maxima mitocondrial e a producéo de ATP;
b) Imunocontetdo das proteinas envolvidas na fusdo mitocondrial:
MFN1, MFN2 e OPA1; e na fissdo mitocondrial: DRP1;
c) Imunoconteudo de proteinas das MAMs: IP3R, VDAC1, Grp75; e de
proteinas marcadoras de estresse do RE: DDIT3 e Grp78;
d) Morte celular por apoptose e necrose.
Ainda foram avaliados os efeitos do antioxidante mitocondrial JP4-039
sobre as alteracbes observadas em fibroblastos de pacientes com MoCD ou

deficiéncia da ETHEL.
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[11.1. DISCUSSAO

Individuos afetados pela deficiéncia da SO (ISOD e MoCD) apresentam
convulsdes neonatais graves e encefalopatia progressiva. Os achados
neuropatolégicos geralmente incluem comprometimento da substancia branca
e cinzenta em todo o cérebro e atrofia de diversas regides encefalicas,
incluindo cortex cerebral e ganglios basais (Schwahn et al., 2015; Vijayakumar
et al., 2011). Apesar de o0s pacientes portadores da deficiéncia da SO
apresentarem neuropatologia grave, 0s mecanismos fisiopatologicos
envolvidos ndo estdo totalmente esclarecidos. Por outro lado, nos ultimo 15
anos estudos de diferentes grupos tém sugerido que o sulfito é tdéxico para o
sistema nervoso central (SNC) (Chiarani et al., 2008; Grings et al., 2013; Grings
et al., 2014; Grings et al., 2016; Kocamaz et al., 2012; Parmeggiani et al., 2015;
Zhang et al., 2004).

Dessa forma, visando melhor compreender os sintomas neurolégicos
observados na deficiéncia da SO e verificar o potencial efeito toxico de uma
exposi¢do cronica ao sulfito em diferentes regides encefalicas, avaliamos no
primeiro capitulo desta tese os efeitos in vivo do sulfito sobre as defesas
antioxidantes e a bioenergética no cortex cerebral, estriado, cerebelo e
hipocampo de ratos com atividade normal ou deficiente da SO.

Para tanto, ratos de 21 dias de idade receberam tungsténio (na forma de
tungstato de sédio), um competidor do molibdénio, através da agua de beber
com o intuito de induzir a deficiéncia da SO. Apds esse tratamento,
observamos uma diminuicdo acentuada na atividade da SO (72%) no figado
desses animais, indicando a eficacia na indugédo da deficiéncia da SO. Essa

magnitude de inibicdo dessa atividade enzimatica estda de acordo com o0s
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achados de Yoshida et al. (2015) quando aplicadas as mesmas condicfes do
presente estudo. Além da administracdo de tungsténio, os animais também
receberam metabissulfito de sodio a fim de mimetizar o acumulo de sulfito e
seus derivados observado na doenca (Chan et al.,, 2002; Johnson e Duran,
2001; Ranguelova et al., 2012). E importante ressaltar aqui que o metabissulfito
de sodio reage com agua dando origem ao sulfito (Gunnison, 1981; Yu et al.,
2012), e que estudos anteriores utilizando um modelo animal similar ao deste
trabalho demonstraram que esse composto € eficientemente absorvido na dose
administrada, aumentando a concentracdo plasmatica de S-sulfonato, um
indicador de ingestdo de sulfito comumente utilizado (Gunnison e Palmes,
1973; Gunnison e Jacobsen, 1987; Ozturk et al., 2011). Em conformidade com
isso, observamos concentragcdes urinarias de sulfito aumentadas em animais
deficientes para a SO que receberam metabissulfito. Por outro lado, animais
gue receberam apenas metabissulfito ndo apresentaram acumulo de sulfito.
Isso pode ser explicado pela alta atividade de SO em figado de ratos (Johnson
et al., 1974), de forma que essa enzima mantém os niveis de sulfito baixos.
Similarmente, os animais tratados apenas com tungsténio ndo apresentaram
acumulo de sulfito, possivelmente porque a dose de tungsténio utilizada néo foi
capaz de abolir completamente a atividade da SO. Estes achados sugerem que
em nossas condicfes experimentais apenas a administracdo concomitante de
metabissulfito e tungstato leva ao acumulo de sulfito.

No passo seguinte, avaliamos parametros de estresse oxidativo em
cortex cerebral, estriado, cerebelo e hipocampo de animais com atividade
normal e deficiente da SO. Deve ser enfatizado que essas regides encefalicas

encontram-se comprometidas em pacientes com deficiéncia da SO (Johnson e
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Duran, 2001; Tan et al., 2005; Vijayakumar et al., 2011). Inicialmente,
verificamos a diminuicdo das concentracdes de GSH em cértex cerebral, mas
nao em estriado, cerebelo e hipocampo de ratos deficientes para a SO tratados
com sulfito em relacdo ao grupo controle. Esse antioxidante € o tiol nao-
proteico mais abundante nas células e a principal defesa antioxidante nao-
enzimatica no cérebro, uma vez que age como sequestrador de espécies
reativas e serve de substrato para outras enzimas antioxidantes, tais como a
GPx e a GST (Deponte, 2013; Halliwell e Gutteridge, 2015b; Lu, 2013; Schafer
e Buettner, 2001). Tais resultados, aliados a achados anteriores, indicam que
as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas sdo alteradas pelo sulfito em cortex
cerebral de ratos com atividade deficiente da SO provavelmente devido ao
aumento da producdo de espécies reativas induzido por esse metabdlito
(Grings et al., 2013; Hayon et al., 1972; Mottley e Mason, 1988; Neta e Huie,
1985).

Com a finalidade de seguir investigando os efeitos do sulfito sobre o
sistema de defesa antioxidante, avaliamos a atividade das enzimas
antioxidantes CAT, SOD, GR, G6PDH e GST. Verificamos que o sulfito
diminuiu a atividade da GST e da GR em cortex cerebral, e da GST em
cerebelo de ratos deficientes para a SO. A diminuicdo da atividade da GST
pode ter sido mediada pela glutationa S-sulfonato, um composto formado
através da lise de GSSG pelo sulfito e ja reportado como um inibidor
competitivo dessa enzima em figado e pulmdes de ratos (Keller e Menzel,
1989; Leung et al., 1985). Além disso, a reducéo da atividade da GST e da GR
pode ter sido causada pelo atague de espécies reativas geradas pelo sulfito a

aminoacidos criticos da estrutura dessas enzimas, uma vez que ja foi

134



observado que elas podem ser inativadas por oxidacao (Murakami et al., 2014;
Ricci et al., 1991; Shen et al., 1993; Singh et al., 2004). Considerando que a
GR desempenha um papel muito importante na reducdo do GSSG a GSH e na
manutencdo de um ambiente intracelular redutor (Aoyama e Nakaki, 2015;
Deponte, 2013; Espinosa-Diez et al., 2015), pode-se presumir que a inibicao
dessa enzima em cortex cerebral contribui fortemente para a deplecdo de GSH
observada nesse tecido. Em relacdo a GST, essa enzima usa GSH como
substrato a fim de eliminar potenciais eletréfilos pro-oxidantes, os quais incluem
produtos de dano oxidativo, tais como peroxidos organicos (Ahmed et al., 2016;
Deponte, 2013; Espinosa-Diez et al., 2015). Portanto, a concentracdo de GSH
diminuida juntamente com uma reducao da atividade da GST pode levar ao
acumulo de moléculas oxidadas e assim agravar o quadro de estresse
oxidativo. Nesse contexto, Kucgukatay et al. (2006) demonstrou que o sulfito
induz peroxidacao lipidica em cérebro de ratos com deficiéncia da SO. As
atividades da CAT, SOD e G6PDH nao foram alteradas em nenhum dos
grupos, corroborando achados da literatura (Ozsoy et al., 2014).

A administracdo de sulfito também alterou as atividades dos complexos
da CTE, diminuindo a atividade do complexo IV e aumentando as atividades
dos complexos Il e II-lll em estriado de ratos deficientes para a SO. O sulfito
também aumentou a atividade do complexo Il no hipocampo desses animais.
Sabe-se que o complexo IV possui um papel fundamental como o sitio de
regulacdo central da transferéncia de elétrons, bombeamento de protons e
sintese de ATP (Arnold, 2012). Dessa forma, é possivel que a diminuicdo da
atividade do complexo IV induzida por sulfito no estriado possa levar a um

prejuizo no AWm e consequentemente a diminuicdo dos niveis de ATP, como
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observado em outros estudos (Grings et al., 2013; Grings et al., 2014; Vincent
et al., 2004). Ja o aumento da atividade dos complexos Il e IlI-lll visto no
estriado pode ser um mecanismo compensatorio em resposta a atividade
reduzida do complexo IV (Rhein et al., 2009; Sauer et al., 2009). Entretanto,
deve ser considerado que outros efeitos deletérios do sulfito sobre a funcéo
mitocondrial no estriado e no hipocampo também possam ter contribuido para
0 aumento da atividade dos complexos da cadeia respiratoria (Grings et al.,
2014; Zhang et al., 2004).

Considerando que o sulfito alterou o fluxo de elétrons pela CTE no
estriado e induziu um desequilibrio na homeostase redox em cortex cerebral,
foram avaliados os efeitos desse metabolito sobre a massa mitocondrial e o
AWm nesses tecidos. Nenhuma alteracdo foi verificada sobre a massa
mitocondrial. Por outro lado, o sulfito dissipou o AW em ambas as estruturas
cerebrais em ratos com atividade deficiente da SO. A reducdo do A¥Ym no
estriado estd de acordo com os nossos dados que mostram uma inibicdo da
atividade do complexo IV nessa regido. Esse resultado também reforca a
hipétese de que a atividade aumentada dos complexos Il e II-lll no estriado
pode ter ocorrido numa tentativa de reestabelecer o AWm. Nesse aspecto,
dados anteriores observados in vitro em nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o sulfito dissipa o AWYm de membrana na presenca de calcio
e causa inchamento mitocondrial devido a indug&o da abertura do poro de MPT
em cérebro de ratos (Grings et al., 2014). Em relacdo ao cortex cerebral, ainda
avaliamos a atividade de enzimas importantes do CAC e da GDH, ja que o
sulfito induziu estresse oxidativo e a reducdo do A¥Ym, mas nao prejudicou a

funcdo da CTE nessa regido. Foi visto que o sulfito diminuiu a atividade da
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MDH e da GDH em mitocondrias de cortex cerebral de ratos com atividade
normal e deficiente da SO, sugerindo que a reducdo do A¥Ym nesse tecido
possa ser uma consequéncia da inibicdo da atividade da MDH e da GDH.
Esses dados estdo de acordo com o fato de que o sulfito inibe a atividade da
MDH e da GDH e diminui o consumo de oxigénio em mitocéndrias de cérebro
de ratos in vitro (Grings et al., 2014; Zhang et al., 2004). Além disso, pode ser
sugerido que a inibicdo da atividade dessas enzimas ocorreu possivelmente
por um dano oxidativo, como anteriormente demonstrado (Grings et al., 2014).

Levando em consideracdo a resposta de cada tecido frente aos efeitos
deletérios do sulfito, percebe-se que o cortex cerebral foi a regido mais
suscetivel a um desequilibrio da homeostase redox induzida por esse
composto. Isto poderia ser explicado pelo fato de o cértex cerebral possuir
baixa atividade de enzimas antioxidantes, comparado a outras estruturas
cerebrais (Brannan et al., 1980; Halliwell e Gutteridge, 2015d). Também
observamos que componentes celulares responsaveis pelo metabolismo
energético tanto do coértex cerebral quanto do estriado sdo bastante suscetiveis
a toxicidade do sulfito. A vulnerabilidade do cortex cerebral pode ocorrer devido
a maior concentracdo de espécies reativas geradas pelo sulfito nessa regiao,
possivelmente danificando enzimas do CAC. Ja a suscetibilidade do estriado
pode estar relacionada a diversos aspectos, incluindo a baixa quantidade de
SDH, alta concentracéo de ciclofilina D, que favorece a inducdo da abertura do
poro de MPT, além de grande quantidade de “inputs” glutamatérgicos
recebidos do coértex (Albin e Greenamyre, 1992; Brustovetsky et al., 2003;
Dubinsky, 2009; Friberg et al., 1999; Nishino et al., 2000).

Diferentemente do coértex cerebral e do estriado, encontramos apenas
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efeitos moderados do sulfito em cerebelo e hipocampo. Os dados observados
em cerebelo poderiam ser explicados pelo fato dessa regido apresentar uma
das menores expressdes de SO dentre as estruturas encefalicas (Woo et al.,
2003), sugerindo que o cerebelo apresenta baixas concentracdes de sulfito e
portanto um metabolismo reduzido desse metabodlito. O cerebelo também
possui um baixo consumo basal de oxigénio quando comparado a outras
estruturas encefalicas, resultando possivelmente em menores niveis de
espécies reativas (Sauerbeck et al., 2011). Quanto ao hipocampo, néo
sabemos as razdes pelas quais essa regido € menos vulneravel ao sulfito.
Entretanto, diversos estudos observaram que o hipocampo é menos suscetivel
a dano do que outras regifes cerebrais quando exposto a certos compostos
toxicos (Bertoldi et al., 2012; Schmitz et al., 2012).

Nossos dados mostram que o coOrtex cerebral e o estriado sdo mais
vulneraveis a toxicidade induzida pelo sulfito em relacdo ao cerebelo e ao
hipocampo, indicando que ha uma seletividade regional para os efeitos desse
metabdlito em ratos deficientes para a SO. Deve ser enfatizado que o cortex
cerebral apresenta a maior expressao de SO dentre as estruturas encefalicas
humanas e que o putdmen e o nucleo caudado, regiées do estriado, também
apresentam alta expressdo de SO (Woo et al., 2003). Pode ser sugerido,
portanto, que o cortex cerebral e o estriado necessitam de niveis mais altos de
SO devido a maior suscetibilidade ao sulfito ou maior producdo desse
composto nessas regides (Woo et al., 2003). Essa hipdtese estd de acordo
com dados clinicos mostrando que essas estruturas cerebrais estdo
gravemente comprometidas em pacientes portadores da deficiéncia da SO

(Eyaid et al., 2005; Higuchi et al., 2014; Hobson et al., 2005; Hoffmann et al.,
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2007; Rupar et al., 1996; Stence et al., 2013).

O segundo e o terceiro capitulos da nossa investigacdo tiveram como
foco avaliar se a administracdo intraestriatal de sulfito e tiossulfato,
respectivamente, poderia afetar a homeostase mitocondrial e as defesas
antioxidantes, e induzir dano celular, com o intuito de progredir na elucidacéo
da fisiopatologia do dano neurolégico observado nas deficiéncias da SO e da
ETHELl. Ressalte-se aqui que a deficiéncia da ETHE1l € uma doenca
neuroldgica grave e, similarmente a deficiéncia da SO, caracterizada por
anormalidades nos ganglios basais e acumulo de tiossulfato. Além disso, visto
gue ainda ndo ha um tratamento efetivo para todas as formas da deficiéncia da
SO, estudamos no capitulo dois o potencial efeito neuroprotetor do pan-
agonista do receptor PPAR bezafibrato sobre os efeitos toxicos do sulfito.

A administracdo de sulfito diminuiu a massa mitocondrial em estriado, o
que pode ter ocorrido devido a danos a mitocondria causados pela geracéo
aumentada de ERO e pela inducdo de MPT por esse metabdlito, como
demonstrado em outros estudos do nosso grupo (Grings et al., 2013; Grings et
al., 2014). Em concordancia com a diminuicdo da massa mitocondrial, o sulfito
também diminuiu o conteddo da isoforma 1 da COX IV. Como mencionado
anteriormente, as mitocondrias de estriado sdo mais suscetiveis a insultos
quando comparadas a mitocOndrias de outras estruturas cerebrais
(Brustovetsky et al., 2003; Dubinsky, 2009). Por outro lado, o sulfito ndo alterou
a marcacao com laranja de acridina e os niveis de LC3B, sugerindo que nédo ha
a inducdo de autofagia por esse metabolito. Dessa forma, € possivel que as
mitocondrias danificadas pelo sulfito sejam eliminadas por um mecanismo

ainda nao identificado com a finalidade de preservar apenas mitocondrias

139



funcionais, ou seja, hiperpolarizadas, e que apresentam baixa producdo de
ERO, refletindo assim em reducdo da massa mitocondrial. Nesse contexto,
sabe-se que tanto elevados niveis de ERO quanto a MPT podem induzir a
eliminacdo de mitocondrias danificadas (Ding e Yin, 2012; Held e Houtkooper,
2015; Lemasters et al., 2002; Ni et al., 2015; Scherz-Shouval e Elazar, 2011). A
diminuicAio da massa mitocondrial foi prevenida pelo tratamento com
bezafibrato, possivelmente devido a inducdo da biogénese dessa organela
através da ativacdo e aumento de expressdo de PGC-1a, o que foi confirmado
pela observacdo de que o bezafibrato previne a diminuicdo dos niveis de PGC-
1la no ndcleo causada por sulfito. A reducdo do niveis de PGC-1a observada
apos a administracao de sulfito pode afetar a expressao de diversos genes do
eixo PPAR-PGC-1q, tais como Tfam, NRF1 e NRF2. A expressdao desses
fatores de transcricdo € geralmente induzida em resposta a condicfes
adversas, tais como aumento ERO e dano celular, uma vez que eles estéo
envolvidos na replicacdo, manutencao e transcricdo do DNA mitocondrial, bem
como ha expressdao de enzimas antioxidantes, subunidades da cadeia
respiratoria e de outras proteinas importantes para a funcdo mitocondrial
(Dubinsky, 2009; Finck e Kelly, 2006; St-Pierre et al., 2006). Sendo assim, a
reducdo do contetudo de PGC-1a pode levar a um prejuizo no recrutamento de
mecanismos de protecdo e de reparo, de forma que a capacidade da célula de
lidar com os efeitos toxicos do sulfito possa ser prejudicada. E interessante
ressaltar aqui que estudos em camundongos nocautes para o PGC-la
mostram que a perda desse componente € suficiente para induzir
manifestacdes fisiopatoldgicas observadas em doencas neurodegenerativas

(Lin et al., 2004) e que niveis reduzidos de PGC-1a ja foram evidenciados nas
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doencas de Alzheimer, Parkinson e Huntigton, e na ataxia de Friedreich
(Marmolino et al., 2010; Sweeney e Song, 2016; Weydt et al., 2006; Zheng et
al., 2010).

O sulfito também diminuiu a atividade da CS e do complexo I-lll da CTE
em estriado de ratos, enquanto que o tiossulfato reduziu a atividade da CS sem
alterar a atividade dos complexos da CTE. Uma vez que a CS é a enzima
passo-limitante do CAC, é possivel que a sua inibicdo por esses compostos
leve a um fluxo reduzido de metabdlitos no CAC e, consequentemente, a um
prejuizo na producdo de energia. Além disso, considerando que a CS é
usualmente utilizada como marcador da densidade mitocondrial, essa alteracdo
esta de acordo com a diminuicdo da massa mitocondrial causada pelo sulfito. A
reducdo da atividade da CS induzida por sulfito foi atenuada pelo bezafibrato,
possivelmente devido a inducdo de biogénese mitocondrial. No entanto, como
essa inibicdo nao foi totalmente prevenida pelo bezafibrato, pode-se presumir
qgue diferentes mecanismos, além da diminuicdo da massa mitocondrial,
possam estar envolvidos nessas alteracdes, como um efeito direto do sulfito
sobre grupamentos sulfidril de residuos de aminoacidos dessa enzima (Grings
et al., 2014; Johnson e Duran, 2001).

Outra enzima que apresentou atividade reduzida em animais tratados
com sulfito e tiossulfato foi a CK. Essa enzima apresenta um importante papel
no transporte e tamponamento energético, principalmente em tecidos com alta
demanda energética como o cérebro, de forma que os efeitos toxicos do sulfito
e do tiossulfato podem comprometer esses processos no estriado. Tais
resultados estdo de acordo com estudos in vitro do nosso grupo, 0s quais

evidenciaram que o sulfito e o tiossulfato inibem acentuadamente a atividade
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da CK em cortex cerebral (Grings et al., 2013), estriado e hipocampo (de Moura
Alvorcem et al. 2017), indicando que a inibicdo dessa enzima € um efeito téxico
relevante induzido por esses compostos. Além disso, deve ser considerado que
a CK possui residuos de aminoacidos bastante vulneraveis, como a cisteina
282 do sitio ativo da enzima, que € muito reativa frente a oxidantes (Li et al.,
2011; Wang et al., 2001; Wendt et al., 2003). Nesse particular, verificamos que
0 bezafibrato preveniu totalmente a inibicdo dessa enzima causada pelo sulfito,
0 que possivelmente ocorreu pelo aumento das defesas antioxidantes
induzidas pelo bezafibrato, como observado neste e em estudos anteriores (St-
Pierre et al., 2006).

Ainda, tendo em vista essa suscetibilidade da CK frente a oxidantes e
considerando que o principal efeito toxico do tiossulfato observado em estriado
foi a inibicdo da CK, no capitulo trés desta tese também avaliamos o efeito in
vitro de uma série de moléculas com potencial antioxidante e redutor sobre a
atividade dessa enzima na presenca de tiossulfato com a finalidade de melhor
compreender a inibicdo causada por esse metabdlito. Observamos que o DTT,
um composto utilizado para a reducdo de pontes dissulfeto de proteinas em
sistema bioldgicos (Chang, 1997), preveniu a reducdo da atividade da CK
induzida por tiossulfato, sugerindo que o tiossulfato altera grupamentos
sulfidrila de residuos de aminoacidos presentes na estrutura da CK. Os
antioxidantes GSH, MEL e AL também preveniram, enquanto que o TRO
atenuou a diminuicdo da atividade da CK, indicando a participacédo de espécies
reativas na inibicdo da enzima pelo tiossulfato. Levando em consideracao os
resultados encontrados com o uso desses compostos e o fato de o GSH ser

um classico protetor contra processos de oxidacdo de grupamentos sulfidrila
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(Halliwell e Gutteridge, 2007), presume-se que a exposi¢cao ao tiossulfato leva a
oxidacdo de grupamentos tiois fundamentais para a atividade da enzima.
Também pode-se sugerir o envolvimento do radical hidroxila na inibicdo da
atividade da CK pelo tiossulfato, uma vez que a MEL e o AL séo eficientes
sequestradores desse radical (Brizzolari et al., 2017; Galano, 2011; Halliwell e
Gutteridge, 2007; Tamura et al., 2013). Por outro lado, nossos achados
sugerem que ndo ha o envolvimento de superoxido produzido pela xantina
oxidase e pela NADPH oxidase, ja que os inibidores dessas enzimas ALP e
APO, respectivamente, ndo alteraram a inibicdo da CK induzida por tiossulfato.

A seguir, estudamos os efeitos da administracdo intaestriatal de sulfito e
tiossulfato sobre as defesas antioxidantes. Os niveis de GSH foram diminuidos
pelo sulfito, um efeito que reflete 0 aumento da producédo de espécies reativas
induzido por esse composto (Grings et al., 2013; Mottley e Mason, 1988; Neta e
Huie, 1985). Também vimos que o sulfito diminuiu a atividade da GPx, GR,
GST e G6PDH, e aumentou a atividade da CAT. A reducdo da atividade da
GPx, GR, GST e G6PDH induzida pelo sulfito pode comprometer de maneira
significativa o metabolismo do GSH. Nesse contexto, a detoxificacdo de
peréxidos pode ser afetada, jA que a GPx apresenta um importante papel na
eliminacdo do peroxido de hidrogénio e de perdxidos organicos, e a GST
participa da excrecdo de produtos danificados por oxidagdo, como peroxidos
organicos (Deponte, 2013). No que se refere a GR, a reducao de sua atividade
pode ter contribuido para a diminuicdo dos niveis de GSH, ja que essa enzima
€ essencial na reducdo do GSSG a GSH, e consequentemente para a
manutencdo de um meio intracelular reduzido (Couto et al., 2016; Espinosa-

Diez et al., 2015). A atividade da GR pode estar ainda mais comprometida pela
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diminuicdo na producdo de seu substrato NADPH causada pela inibicdo da
G6PDH. J4 o aumento da atividade da CAT pode ter acontecido devido a
inducdo da expressdo dessa enzima como um mecanismo compensatorio, na
tentativa de eliminar o peréxido de hidrogénio (Ingles et al., 2016). Em relacéo
ao tiossulfato, o uUnico efeito observado sobre os parametros de estresse
oxidativo avaliados foi 0 aumento da atividade da CAT, o que possivelmente
impede o acumulo de peréxido de hidrogénio, similarmente ao que foi
observado para o sulfito.

Quanto ao tratamento com bezafibrato sobre a atividade das enzimas
antioxidantes alteradas pelo sulfito, verificamos que esse composto preveniu a
diminuicdo da atividade da GPx, GR, GST e G6PDH. Nesse sentido, sabe-se
que a ativacdo do eixo PPAR-PGC-1a induz o aumento da expressao de
enzimas antioxidantes (St-Pierre et al., 2006) de forma que o sistema
antioxidante da célula pode ser reforcado pelo bezafibrato para lidar melhor
com a producdo aumentada de espécies reativas e proteger as
macromoléculas frente ao dano oxidativo.

Pacientes com deficiéncia da SO apresentam gliose difusa e perda
neuronal massiva em diferentes estruturas cerebrais, incluindo os ganglios
basais (Edwards et al., 2015; Hobson et al., 2005; Rupar et al., 1996; Veldman
et al., 2010). Sendo assim, examinamos se 0s efeitos toxicos induzidos pelo
sulfito e pelo tiossulfato poderiam estar envolvidos nessas anormalidades. O
sulfito aumentou a marcacdo de GFAP e S100B em estriado, indicando
reatividade glial, uma condicdo desencadeada por dano ao SNC e
caracterizada pela ativacao e hipertrofia de astrocitos, aumento da expressao

de GFAP e S100B, e, em casos graves, proliferacdo dessas células (Anderson
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et al.,, 2014; Sofroniew e Vinters, 2010). Essas alteracbes que ocorrem nos
astrocitos tém o potencial de proteger os neurdnios circundantes, mas em
casos extremos o0s astrécitos podem perder funcdes essenciais ou produzir
moléculas potencialmente toxicas, induzindo ou exacerbando o dano neuronal,
como observado em diversas doencas neurodegenerativas (De Keyser et al.,
2008; McGeer e McGeer, 2008; Nagele et al., 2004; Olivera-Bravo et al., 2011).
Em consonancia com isso, verificamos que o sulfito diminuiu a marcacdo de
NeuN e aumentou a marcacédo de Fluoro-Jade® C, indicando perda neuronal.
Nesse sentido, Lin et al. (2004) observaram lesbes espongiformes decorrentes
de degeneracdo neuronal associada com astrogliose no estriado de
camundongos nocaute para PGC-1a. Desse modo, os resultados do presente
estudo, aliados a estudos anteriores, sugerem que diferentes mecanismos
podem estar envolvidos na perda neuronal induzida pelo sulfito, tais como um
prejuizo no eixo PPAR-PGC-1a, a abertura do poro de MPT com consequente
liberacdo de citocromo c e possivel inducdo de apoptose, bem como a
reatividade glial (Grings et al., 2014; Kim et al., 2003; Rasola e Bernardi, 2011).
Na tentativa de prevenir o dano neuronal e a reatividade glial causados pelo
sulfito, realizamos um tratamento com bezafibrato antes ou apos a
administracdo de sulfito. Verificamos que ambos os tratamentos preveniram a
astrogliose e a perda de neurbnios induzidas por esse metabdlito,
demonstrando um significativo efeito protetor por parte do bezafibrato. Nossos
resultados estdo de acordo com o estudo de St-Pierre et al. (2006) mostrando
que células estriatais de animais selvagens expressando PGC-1la
ectopicamente foram protegidas de morte induzida por peroxido de hidrogénio.

Além disso, ja foi verificado que o bezafibrato evita dano neuronal e reatividade
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glial através do aumento da biogénese mitocondrial e diminuicdo do dano
oxidativo em modelos animais de doenca de Huntington (Johri et al., 2012) e
encefalopatia mitocondrial (Noe et al., 2013).

A administracdo de tiossulfato, por outro lado, ndo alterou a marcacéo
de NeuN, GFAP e S100B em estriado de ratos, o que sugere que esse
composto ndo provoca dano a neurdnios e astrécitos em nossas condicdes
experimentais. Entretanto, deve ser ressaltado que esses resultados foram
obtidos utilizando apenas uma Unica injecdo aguda de tiossulfato com o
objetivo de mimetizar um evento catabdlico caracterizado pelo acumulo de
metabdlitos (Johnson e Duran, 2001). Considerando que pacientes com ISOD,
MoCD e deficiéncia da ETHEL podem apresentar niveis cronicamente elevados
dos metabdlitos em questdo (Johnson e Duran, 2001), é possivel que
concentracbes aumentadas de tiossulfato por maiores periodos possam
exercer uma toxicidade ainda mais pronunciada no cérebro. Além disso, é
importante enfatizar que outros mecanismos fisiopatologicos estdo envolvidos
no dano neurolégico observado nos pacientes com deficiéncia da SO, do MoCo
e da ETHE1 (Cardoso et al., 2017; Chiarani et al., 2008; de Moura Alvorcem et
al., 2017; Di Meo et al., 2011; Di Meo et al., 2015; Grings et al., 2014; Grings et
al., 2016; Grings et al., 2017; Parmeggiani et al., 2015; Zhang et al., 2004).
Dessa forma a toxicidade exercida pelo tiossulfato poderia atuar em sinergismo
com esses mecanismos, como os efeitos do sulfito, por exemplo, resultando
em um dano celular mais pronunciado e contribuindo para o surgimento e a
progressao dos sintomas dessas doencas.

Analisando os resultados do primeiro e do segundo capitulos, podemos

observar que ha diferencas nos efeitos toxicos do sulfito no estriado quando
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esse metabdlito foi administrado através da agua de beber em ratos deficientes
para a SO por 6 semanas ou quando o metabdlito foi administrado por injecéo
intraestriatal. Essas diferencas poderiam ser explicadas por uma série de
fatores, incluindo: o tempo de exposicdo ao sulfito; a concentracdo de sulfito
atingida no estriado; a via de administracdo; e a idade dos animais ao final do
tratamento. Acreditamos que os efeitos moderados exercidos pelo sulfito no
capitulo um poderiam ser decorrentes de uma adaptacdo do organismo aos
niveis aumentados de sulfito que estdo ocorrendo por um periodo
relativamente longo. Em contraste, no capitulo dois, a exposicdo aguda ao
sulfito, principalmente em um periodo curto (30 min), ndo permitiria essa
adaptacdo. Os efeitos moderados também poderiam estar relacionados a uma
menor concentracdo de sulfito atingida no estriado, ja que esse metabdlito foi
administrado oralmente. Por outro lado, no segundo modelo, o sulfito foi
administrado diretamente no estriado, o que provavelmente levou a maiores
concentracfes desse metabdlito nessa regiao.

No que se refere a comparacédo dos efeitos causados pela administracéao
intraestriatal de sulfito e tiossulfato, também observamos diferencas
expressivas. Apesar de ambos 0s compostos terem sido administrados pela
mesma via e na mesma concentracédo, o sulfito apresentou maior toxicidade.
Esses resultados estdo de acordo com estudos in vitro realizados pelo nosso
grupo em cérebro de ratos (Grings, 2014 e Grings, 2014, Bel), os quais
demonstraram um maior prejuizo na bioenergética mitocondrial e na
homeostase redox por parte do sulfito. Além disso, um estudo recente também
evidenciou que o sulfito é mais téxico para neurdnios corticais, apresentando

um valor de LDso muito menor do que o do tiossulfato (Kumar 2017).
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Entretanto, é importante enfatizar que ambos os metabdlitos se encontram
acumulados na ISOD e na MoCD, assim como a S-sulfocisteina, que também
apresenta efeitos toéxicos, destacando-se principalmente a inducdo de
excitotoxicidade devido a sua similaridade estrutural com o glutamato (Kumar,
2017). Sendo assim, presume-se que esses compostos apresentem efeitos
sinérgicos, possivelmente levando a danos celulares ainda mais proeminentes
nos pacientes. O mesmo pode ser sugerido no caso de pacientes com
deficiéncia da ETHEL, os quais, além de apresentarem acumulo de tiossulfato,
possuem niveis aumentados de H2S e EMA, compostos que também exercem
toxicidade (Amaral et al., 2012; Cardoso et al., 2017; Cecatto et al., 2014; Di
Meo et al., 2011; Leipnitz et al., 2003). Por fim, também deve-se destacar que
esses compostos se encontram acumulados cronicamente em pacientes, de
forma que € provavel que concentracdes aumentadas de sulfito e de tiossulfato
por longos periodos apresentem neurotoxicidade ainda mais acentuada, sendo
de grande relevancia para a fisiopatologia dos danos neurolégicos observados
na ISOD, MoCD e deficiéncia da ETHEL.

No quarto capitulo da tese objetivamos dar continuidade a investigacéo
dos mecanismos patolégicos observados na deficiéncia da ETHE1 e da SO
através da avaliacdo da bioenergética e dindmica mitocondriais, comunicacao
entre 0 RE e a mitocondria, producédo de ERO, estresse do RE e apoptose em
fibroblastos de pacientes. Para isso, foram utilizados fibroblastos de quatro
pacientes com a deficiéncia da ETHEL1 e de um paciente com deficiéncia da
SO. Além disso, conforme mencionado anteriormente, considerando que ainda
nao ha tratamento para todas as formas de deficiéncia da SO e que o

tratamento atualmente utilizado para a deficiéncia da ETHEL1 nao é totalmente
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efetivo, avaliamos o efeito do antioxidante mitocondrial JP4-039 sobre algumas
alteracdes observadas.

Inicialmente, através do sequenciamento dos genes envolvidos na
deficiéncia da ETHE1 e da SO, determinamos as mutacdes responsaveis pelas
deficiéncias enzimaticas observadas nos fibroblastos dos pacientes. Os
fibroblastos de pacientes com deficiéncia da ETHEL apresentaram diferentes
mutacBes, sendo que células de dois pacientes (ETHE1l-1 a ETHE1-4)
apresentaram delecdo do éxon 4, células de um paciente (ETHE1-2)
apresentaram uma mutacdo missense homozigdtica, e células de outro
paciente (ETHE1-3) apresentaram uma mutacdo homozigdtica no sitio de
splicing. J& os fibroblastos do paciente com deficiéncia da SO possuiam
mutacfes heterozigotas compostas do tipo missense no gene MOCS1, o qual
codifica as proteinas de sintese do cofator molibdénio 1A e B (MOCS1A e
MOCS1B), responsaveis pelo primeiro passo da via de biossintese do cofator
molibdénio (Figure 2). Dessa forma, essa mutacao caracteriza a MoCD do tipo
A. As mutacdes observadas nos fibroblastos estdo de acordo com o conteudo
das enzimas observado através de western blotting, jA que a enzima ETHE1
estava ausente nas células dos pacientes com delecdo do éxon 4 e mutacdo
no sitio de splicing, e presente nas células com mutacéo do tipo missense. Em
relacdo ao paciente com MoCD, as mutacdes heterozigotas compostas do tipo
missense levaram a uma diminuicdo do conteido de MOCS1 (proteinas
MOCS1A e MOCSI1B). E interessante ressaltar que embora as mutacées
nessas celulas tenham sido observadas no gene MOCS1, uma menor
quantidade de SO foi também vista. Essa diminuicdo no conteudo da SO

poderia ser explicada pela importancia do MoCo no processo de maturacdo
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dessa enzima, uma vez que esse cofator é fundamental para o dobramento
correto da SO e para a sua permanéncia no espaco intermembranas
mitocondrial, além de ser importante para a integracédo do grupo heme e para a
dimerizacdo da enzima (Klein e Schwarz, 2012). Sendo assim, pode-se
presumir que a auséncia do MoCo funcional leva ao ndo dobramento correto da
SO e ao seu retorno para o citosol, onde é degradada (Klein e Schwarz, 2012).

Nesse capitulo foi utilizada uma série de abordagens para a avaliagao
da bioenergética e da homeostase mitocondrial. Ao analisarmos a respiracéo
mitocondrial, verificamos uma diminuicdo da respiracdo basal e maxima em
fibroblastos deficientes para a ETHEL1 e MOCS1, independente das mutacdes
apresentadas por essas células. Em concordancia com esses achados, vimos
uma reducéo na producdo de ATP nas células deficientes para a MOCS1 e em
fibroblastos de dois pacientes com deficiéncia da ETHEL1. Esses resultados
também corroboram com estudos em camundongos Ethel-/- que mostram uma
deplecdo de citocromo ¢ oxidase em musculo, cérebro e colondcitos (Viscomi
et al., 2010), e com trabalhos mostrando alteraces na homeostase energética
e mitocondrial em diversos tecidos de ratos na presenca de H2S e sulfito, os
principais metabdlitos acumulados na deficiéncia da ETHE1 e MoCD,
respectivamente (Cardoso et al., 2017; Di Meo et al., 2011; Grings et al., 2013;
Grings et al., 2014).

Considerando esses achados e o fato de as mitocondrias serem
organelas extremamente dinamicas, possuindo um papel essencial na
adaptacao celular frente a insultos (Suarez-Rivero et al., 2016; van der Bliek et
al., 2013; Westrate et al., 2014), determinamos o conteudo das principais

proteinas envolvidas na fusdo (MFN1, MFN2 e OPA1l) e fissdo mitocondrial
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(DRP1), além da massa mitocondrial. As células ETHE1-3 tiveram um aumento
no contetudo de todas a proteinas responsaveis pela fusdo, enquanto que na
célula ETHE1-2 houve uma diminuicdo de DRP1. Além disso, as células
ETHE1-2 e ETHE1-4 apresentaram um aumento da massa mitocondrial. Por
outro lado, nas células com deficiéncia da MOCS1 foram observados uma
diminuicdo de MFN1 e MFN2, um aumento de DRP1 e um aumento da massa
mitocondrial, indicando a presenca de um grande numero de mitocondrias de
tamanho menor. Ainda € interessante destacar que nessas células as proteinas
de fusdo mitocondrial que estdo com conteudo reduzido (MFN1 e MFN2) séo
responsaveis pela fusdo da MME, enquanto que a OPAL, que ndo apresentou
alteracdo, é responsavel pela fusdo da MMI. Tomadas em conjunto, essas
alteracbes podem representar uma adaptacdo a menor taxa de respiracéo
mitocondrial e sintese de ATP na tentativa de aumentar a producdo de energia
e reparar 0s componentes mitocondriais danificados (Benard et al., 2013;
Crosbie et al., 1998; Guillery et al., 2008; Ikeda et al., 2014).

As alteracBes encontradas na bioenergética e dindmica mitocondriais
foram acompanhadas por um aumento na producdo de superéxido nos
fibroblastos de todos os pacientes. Esses achados estdo de acordo com dados
anteriores que mostram um desequilibrio na homeostase redox em fibroblastos
deficientes para a ETHE1l devido a alteracdes na regulacdo de enzimas
envolvidas em processos de detoxificacdo e reacdes oxidantes e redutoras
(Palmfeldt et al., 2011). Também ja foi observado que o H2S e o sulfito, além de
prejudicarem a bioenergética, induzem estresse oxidativo em cérebro de ratos
(Cardoso et al., 2017; Grings et al., 2013; Grings et al., 2014; Grings et al.,

2016). Ressalte-se ainda que a mitocondria, além de possuir como principal
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funcdo a producdo de energia, € considerada a principal fonte de &anion
superoéxido, devido principalmente ao vazamento de elétrons dos complexo | e
Il da CTE (Cadenas e Davies, 2000; Han et al., 2001).

Danos a bioenergética mitocondrial e estresse oxidativo também estéao
associados com alteracfes nos pontos de contato da mitocondria com o RE
(MAMSs) e com o estresse do RE (Dandekar et al., 2015; Filadi et al., 2017; Lim
et al., 2009; Yu et al., 2015). Em nossos estudos, observamos alteracdes no
conteudo das proteinas das MAMs, mais especificamente um conteudo
reduzido de VDAC1 e IP3R nos fibroblastos deficientes para a ETHEL e
MOCS1, indicando um prejuizo na interacdo entre mitocondria e RE. Além
disso, verificamos um aumento do conteddo de DDIT3, uma proteina
marcadora de estresse de RE e indutora de apoptose (Li et al., 2014), o que
corrobora a inducao desse processo observado nos fibroblastos dos pacientes.

Considerando o aumento na producdo de ERO e o expressivo dano
mitocondrial observados nos fibroblastos com deficiéncia enzimatica, avaliamos
os efeitos do JP4-039, um antioxidante direcionado a mitocéndria, sobre alguns
dos parametros alterados nas células dos pacientes. Verificamos que o JP4-
039 diminuiu os niveis de superoxido em todas as linhagens celulares e
melhorou a respiracdo mitocondrial. Também estudamos os efeitos da NAC,
um antioxidante utilizado no tratamento de pacientes com deficiéncia da
ETHEL (Kilic et al., 2017; Viscomi et al., 2010; Yis et al., 2015; Zafeiriou et al.,
2007). Observamos que esse composto ndo diminuiu a producdo de
superéxido, indicando que o direcionamento de antioxidantes para a
mitocondria parece melhorar a eficiéncia de sequestradores de ERO em

células deficientes para a ETHE1 e MOCS1.
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E interessante chamar a atencdo para os resultados heterogéneos
apresentados pelas células deficientes para a ETHELl. Essas variacdes
poderiam em parte ser explicadas pelas diferentes mutacdes observadas. Por
outro lado, mesmo em fibroblastos de pacientes que apresentaram a mesma
mutacéo (delecdo do exon 4 nas células ETHE1-1 e ETHE1-4) também houve
uma variabilidade na funcdo e homeostase mitocondrial. Nesse contexto, deve-
se considerar que, embora a deficiéncia da ETHE1l possua certas
caracteristicas fenotipicas do ponto de vista clinico, os sintomas dessa doenca
sdo bastante heterogéneos, ndo havendo uma correlacdo gendtipo-fenaotipo,
inclusive em gémeos monozigéticos (Di Meo et al., 1993; Kilic et al., 2017;
Pigeon et al., 2009). Uma explicacdo para essa heterogeneidade e para a sua
relacdo com a sintomatologia ainda necessita ser esclarecida, podendo
eventualmente ser utilizada para a identificacdo de terapias especificas. Por
outro lado, é dificil determinar a relevancia fisiopatologica dos nossos achados
e de extrapola-los para outros tecidos afetados na deficiéncia da ETHEL e da
MOCS1, como por exemplo, o SNC. No entanto, sugere-se que as alteracbes
vistas em fibroblastos possam ser ainda mais exacerbadas em tecidos com alta
demanda energética, como o cérebro, devido a uma concentragdo aumentada
de mitocondria e a uma maior dependéncia da respiracao aerdbica.

Por fim, comparando as alteracbes encontradas em fibroblastos de
pacientes com a deficiéncia da ETHE1 e MoCD aos efeitos observados pelo
sulfito e tiossulfato, metabdlitos acumulados nessas doencas, em cérebro de
ratos, verificamos algumas variacbes. Em relacdo a massa mitocondrial, por
exemplo, vimos que o tratamento agudo com sulfito no capitulo dois levou a

uma diminuicdo da massa mitocondrial, enquanto nos fibroblastos deficientes
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para a MoCD houve um aumento desse parametro. Ja o tratamento crénico
com sulfito em ratos deficientes para a SO ndo causou nenhuma alteracdo na
massa mitocondrial, porém diminuiu o Aym. Essas diferencas poderiam ser
explicadas por uma possivel adaptacdo celular. O sulfito administrado de
maneira aguda pode induzir danos mitocondriais devido a producdo de
espécies reativas (Mottley e Mason, 1988) por esse composto e a possivel
inducdo da abertura do poro de MPT (Grings et al.,, 2014), resultando na
degradacdo de mitocdndrias e na consequente diminuicdo da sua massa sem
tempo suficiente para que a célula se adapte a esses insultos. Ja o fato de néo
haver nenhuma alteracdo na massa mitocondrial em ratos deficientes para a
SO tratados cronicamente pelo sulfito poderia ser devido ao periodo de tempo
relativamente longo do tratamento, possibilitando a adaptacdo do cérebro aos
efeitos toxicos desse metabdlito. Entretanto, as mitocondrias presentes nesses
animais ndo se encontram totalmente funcionais, uma vez que apresentam
Aym reduzido. Ja em relacdo aos fibroblastos de pacientes com MoCD
também pode ser especulado que essas células ja estejam mais adaptadas as
alteracdes induzidas pela deficiéncia da SO, de forma que o aumento da
massa mitocondrial poderia ser um mecanismo compensatério para aumentar a
producdo de ATP. Contudo, essas organelas continuam danificadas, visto que
mesmo com o0 aumento de seu conteudo ainda se observa respiracao
mitocondrial reduzida. Apesar dessas varia¢gdes, as mudancas observadas nos
fibroblastos também indicam prejuizo na homeostase redox, na bioenergética e
na funcdo mitocondrial. Por outro lado, deve ser considerado que fibroblastos
nao representam o tipo celular ideal para o estudo de parametros

bioenergéticos por ndo apresentarem grande quantidade de mitocondrias.
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Entretanto, estudos realizados nessas células podem refletir o que acontece
em tecidos com maior demanda energética. Deve ainda ser destacado que,
para 0 nosso conhecimento, fibroblastos sdo as uUnicas células de pacientes
disponiveis para o estudo da fisiopatologia das deficiéncias da ETHE1 e MoCD,

sendo, portanto, de grande utilidade.

l11.2. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram que o sulfito prejudica a
capacidade antioxidante e a bioenergética em cérebro de ratos com deficiéncia
da SO, e que o cortex cerebral e o estriado sdo as estruturas mais vulneraveis
aos efeitos téxicos do sulfito. Além disso, a administracdo de sulfito prejudica a
sinalizacdo de PGC-1la no estriado, induz disfungdo mitocondrial e altera as
defesas antioxidantes resultando em reatividade glial e dano neuronal.
Também demonstramos pela primeira vez que o tiossulfato causa alteractes
na bioenergética in vivo, e que, apesar de apresentar menor toxicidade quando
comparado ao sulfito, também poderia contribuir para a progressdo do dano
neurologico. Em fibroblastos de pacientes com deficiéncia da ETHE1 e da SO
(MoCD), verificamos danos a bioenergética e homeostase mitocondrial, as
interacdes entre mitocondria e RE, niveis elevados de superoxido, estresse do
RE e aumento de apoptose. Todos esses achados ressaltam o importante
papel da disfuncdo mitocondrial e redox na fisiopatologia da deficiéncia da
ISOD, MoCD e ETHE1l. Observamos também que o tratamento com
bezafibrato protegeu o estriado da neurotoxicidade do sulfito. Ja o antioxidante
mitocondrial JP4-039 melhorou a respiracao mitocondrial e reduziu a producéo

de ERO em fibroblastos de pacientes com deficiéncia da ETHE1 e MoCO,
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apresentando efeitos mais benéficos em relacdo a NAC, atualmente utilizada
no tratamento da deficiéncia da ETHEL. Acreditamos assim que o bezafibrato e
o JP4-039 sdo candidatos promissores para futuros estudos em modelos
animais e celulares de ISOD, MoCD e deficiéncia da ETHE1, bem como para
testes clinicos visando avaliar os seus efeitos protetores como uma estratégia
terapéutica para melhorar o progndstico de pacientes com deficiéncia da SO e

da ETHEL.
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[11.3. PERSPECTIVAS

Avaliar os efeitos in vivo da administracdo intraestriatal de sulfito e
tiossulfato sobre o contetdo e a fosforilacdo de proteinas da via das
proteinas cinases ativada por mitdgenos (MAPK), proteinas envolvidas
na resposta inflamatoria e proteinas de fusédo e fissdo mitocondrial em
estriado de ratos;

Avaliar os efeitos in vivo da administracdo intraestriatal de sulfito e
tiossulfato sobre a mielinizacdo e sobre o conteldo de proteinas
constituintes da mielina em estriado de ratos;

Avaliar os efeitos in vivo da administracdo intraestriatal de S-
sulfocisteina sobre a homeostase mitocondrial e redox em estriado de
ratos;

Avaliar os efeitos do XJB-5-131, um antioxidante mitocondrial, sobre as
alteracdes na funcdo mitocondrial em fibroblastos de pacientes com

deficiéncia da ETHE1 e MoCD;
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