UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS -
BIOQUIMICA

EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE SULFITO SOBRE A ESTRUTURA DA
MIELINA E INFLAMACAO EM ESTRIADO DE RATOS JOVENS

NICOLAS MANZKE GLANZEL
Orientador: Prof. Dr. GUILHIAN LEIPNITZ

Porto Alegre, 2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS -BIOQUIMICA

EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE SULFITO SOBRE A ESTRUTURA DA
MIELINA E INFLAMACAO EM ESTRIADO DE RATOS JOVENS

NICOLAS MANZKE GLANZEL
Orientador: Prof. Dr. GUILHIAN LEIPNITZ

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Biologicas — Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul como requisito

parcial a obtencédo do grau de Mestre em Bioquimica

Porto Alegre, 2018



CIP - Catalogacao na Publicacao

Glanzel, Nicolas Manzke

Efeitos da administracgdo de sulfito sobre a
estrutura da mielina e inflamagdo em estriado de
ratos jovens / Nicolas Manzke Glanzel. -- 2018.

59 f.

Orientador: Guilhian Leipnitz.

Dissertagdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Bé&sicas da
Satde, Programa de P&s-Graduagdao em Ciéncias
Biolégicas: Biogquimica, Porto Alegre, BR-RS, 2018.

1. Sulfito. 2. Bezafibrato. 3. Mielina. 4.
Inflamagdo. 5. Estriado. I. Leipnitz, Guilhian,
orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os

dados fomecidos pelo(a) autor(a).



AGRADECIMENTOS

Agradeco, em primeiro lugar, a minha familia, meus pais e irmdo. Toda conquista
minha tem uma grande parte de vocés. Obrigado pela educacéo, pelo incentivo a curiosidade,
ao pensamento critico, pelo apoio, pelo suporte.

Ao meu orientador, Guilhian, por ter aberto as portas deste departamento para mim.
Obrigado por todo incentivo, pelos ensinamentos, pela amizade, por guiar nossa pesquisa
sempre além.

Aos meus colegas de laboratorio. Pela parceria, pela “mao”, por tudo que aprendi
com vocés, como colegas, como amigos.

Agradeco aos colegas e amigos do Departamento de Bioquimica, essenciais em todos
0S momentos.

A todos os funcionarios do Departamento, por toda atencao, dedicacdo, pelo esforco.
Obrigado.

A todos aqueles que, de alguma forma, participaram da minha vida. VVocés fazem

parte deste caminho até aqui.

Obrigado!



SUMARIO

RESUMO ...ttt b et h et e bt e e s ne e e n e 2
ABSTRACT ettt b et b e a b e e ke et e enbe e e b e e be e b e e nnreebeenrne s 3
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt sttt 4
LISTA DE FIGURAS. ...ttt ettt sttt ettt e e sbe e 5
L1 INTRODUGAO ...ttt ettt sttt sttt 6
1.1. Erros Inatos do MetaboliSIMO...........couiiiiiiiiiieee e 6
1.2. SUITITO OXIAASE (SO) ..uviiiiiiiiieieieee ettt bbbt 8
1.3. Deficiéncia da sulfito 0Xidase (SO)......cccciviiiiiieiieieieece e 9
1.3.1. Sintomas € NeUroPatolOgIa........cccveiviiieiieeie e 10
1.3.2. TTAAMENTO ..ot 11
1.3.3. FISIOPALOIOGIA. ...ttt 12

1.2, IVHEIINA. ..t bbbt 13
1.3 INFIAMAGED ... e 16
1.4. Bezafibrato (BEZ) ........cccoiieieiie ettt sttt 18
1.2. MATERIAL E METODOS ......oovcvieeveeeeeeeee et ses st ees s ass s asnes s s 19
2.0, ANIMAIS. ..ottt bbb E bbbttt bbb r e 19
2.2. Administragdo intraestriatal de SUITITO...........coooiiiiiiiii e, 20
2.3. Tratamento com bezafibrato (BEZ).........cccooiiiiiiiiiiiec e, 20
2.4. Imunohistoquimica e marca¢do com Fluoromieling ............cccooceoiiiiiiiiinninccee, 21
2.5. RT-PCR QUANTITALIVO ....veiiviiiiiciiie ettt sttt et eteesaa e be e sraesbeesreeene e 22
L.3. OBIETIVOS ..ttt e e e bt e e nns 18
3.1, ODJELIVO GEIAL ...t et 18
3.2. ODJELIVOS BSPECITICOS ... eveeueeiiiieite ittt bbbttt 19
ILL RESULTADOS ...ttt sttt e et s e b et e e be e e nteenneaanns 25

1.1. Efeitos da administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracao por
gavagem de BEZ sobre a marcacdo da Fluoromielina em estriado de ratos jovens 7 dias
APOS @ INJEGAOD dE SUITITO.......ecieeiiiiie b 25

1.2. Efeitos da administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracéo por
gavagem de BEZ sobre a marcacdo da MBP em estriado de ratos jovens 7 dias apés a
INJECAO 0B SUITITO ... et st be b nneas 27



1.3. Efeitos da administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracdo por
gavagem de BEZ sobre a marcacdo de NG2 em estriado de ratos jovens 7 dias apds a
INJECAOD B SUITITO.....vevieie ettt ettt e taeee s e e beenbeaneenneas 29

1.4. Efeitos da administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracéo por
gavagem de BEZ sobre a marcacao da Ibal em estriado de ratos jovens 7 dias apos a

] [0t o T TSSO PP T U U PR PRPRPRPPPPIN 30
1.5. Efeitos da administragdo intraestriatal de sulfito sobre os niveis do RNAmM do TNF e da
IL-1B, bem como do NFkB em estriado de ratos jovens 7 dias apos a injeg¢ao..........c.oe...... 32
L DISCUSSAOQ ..ottt sttt sttt sttt en sttt 34
1.2, CONCLUSOES. ..ottt 38
HL3. PERSPECTIVAS ..ttt ettt e it e et e e e ne e e anteaeanae e 39
REFERENCIAS ..ottt 40



PARTE |



RESUMO

A deficiéncia da sulfito oxidase (SO) é um erro inato do metabolismo de heran¢a autossémica
causada pela deficiéncia isolada da enzima ou por defeitos na sintese do cofator molibdénio.
A doenca é biogquimicamente caracterizada pelo acimulo tecidual e elevada excregdo urinaria
predominantemente de sulfito. Os pacientes apresentam convulsdes graves, anormalidades
nos ganglios basais e desmielinizacdo que frequentemente causam 6bito nos primeiros meses
de vida. Visto que a etiopatogenia do dano neuroldgico observado na deficiéncia da SO néo
esta esclarecida, avaliamos os efeitos da administracao intraestriatal de sulfito (2 umol) sobre
parametros de estrutura e compactacdo da mielina e de inflamacao em estriado de ratos jovens
eutanasiados 7 dias apds a administracdo. Além disso, visando contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para essa doenca, avaliamos a influéncia da
administracdo por gavagem de bezafibrato (BEZ; 30 ou 100 mg/kg/dia) realizada antes (pre-
tratamento) ou depois (poOs-tratamento) da injecdo de sulfito. A administracdo de sulfito
diminuiu os feixes de axénios no estriado, observado através da marcacdo da Fluoromielina,
uma sonda com alta sensibilidade que marca areas mielinizadas, e também a intensidade da
marcacdo da proteina basica de mielina (MBP), um componente integral da mielina. O sulfito
ainda aumentou a marcacao de neuroglicano-2 (NG2), um marcador de células precursoras de
oligodendracitos, indicando inducdo de remielinizacdo. Tanto o pré- quanto o pds-tratamento
com BEZ atenuaram ou preveniram a diminuigdo dos feixes de axdnios e a marcagdo da
MBP, ao passo que 0 pos-tratamento preveniu 0 aumento da marcacdo do NG2. Além disso,
foi observado que o sulfito aumentou a intensidade da marcacdo da molécula
adaptadora ligante de célcio ionizado-1 (Ibal), e que o pos-tratamento com BEZ preveniu
esse efeito. No que se refere aos parametros indicativos de processo inflamatorio, o sulfito
aumentou os niveis do RNAm do fator de transcricdo NFKB, porém ndo modificou os niveis
do RNAm das citocinas fator de necrose tumoral e interleucina-1p. Portanto, nossos
resultados demonstram que o sulfito causa alteracbes na mielina e induz inflamacdo em
estriado. Pode ser presumido que tais mecanismos patolégicos contribuem, a0 menos em
parte, para as anormalidades e desmielinizacdo dos ganglios basais observadas em pacientes
com deficiéncia da SO. J& o fato de o BEZ ter prevenido alguns dos efeitos tdxicos do sulfito
sugere que esse composto pode ser um potencial adjuvante a ser usado na terapia para a
deficiéncia da SO.

Palavras-chave: Sulfito; Bezafibrato; Mielina; Inflamacédo; Estriado



ABSTRACT

Sulfite oxidase (SO) deficiency is an autosomal recessive inborn error of metabolism caused
either by the isolated deficiency of SO or by defects in the molybdenum cofactor synthesis.
SO deficiency is biochemically characterized by predominant tissue accumulation and high
urinary excretion of sulfite. Patients usually present severe seizures, basal ganglia
abnormalities and demyelination that often lead to early death. Considering that the
etiopathogenesis of the neurological dysfunction observed in SO deficiency is not totally
established, we evaluated the effects of intrastriatal administration of sulfite on parameters of
myelin compaction, structure, and inflammation in striatum of young rats euthanized 7 days
after sulfite injection. Aiming to contribute for the development of novel therapeutic
strategies for this disorder, we also evaluated the influence of bezafibrate (BEZ)
administration (30 or 100 mg/kg/day) performed by gavage before (pre-treatment) or after
(post-treatment) sulfite injection. Our results demonstrated that sulfite administration reduced
axonal bundles in striatum, as observed with the Fluoromyelin probe that detects myelinating
areas with high sensitivity. Sulfite also decreased the intensity of myelin basic protein (MBP)
staining, an integral component of myelin, and increased neuroglycan-2 (NG2) staining, a
marker of oligodendrocyte precursor cells. In addition, BEZ pre- and post-treatment
prevented or attenuated the decrease of axonal bundles and MBP staining intensity caused by
sulfite, whereas BEZ post-treatment prevented NG2 increase. Regarding the inflammation
parameters, sulfite significantly increased the staining of ionized calcium-binding adapter
molecule 1 (Ibal) while BEZ post-treatment prevented this effect. Furthermore, sulfite
increased mMRNA levels of NFkB, but did not alter of the cytokines tumor necrosis factor and
interleukin-1p. Therefore, our findings showing that sulfite causes myelin alterations and
inflammation in striatum of rats suggest that these pathomechanisms are involved, at least in
part, in the abnormalities and demyelination observed in basal ganglia of SO deficient
individuals. Moreover, since BEZ prevented some of the toxic effects exerted by sulfite, we
suggest that this compound should be further investigated as a potential adjuvant therapy for
SO deficiency.

Keywords: Sulfite; Bezafibrate; Myelin; Inflammation; Striatum.
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I.1. INTRODUCAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sd@o um grupo heterogéneo de doencas, com
variados fenotipos, causados por disturbios metabolicos devido a mutacGes genéticas que
levam a perda total ou parcial da atividade de uma enzima de uma determinada rota
metabolica. Como consequéncia, tem-se 0 acumulo de intermediarios potencialmente toxicos
no organismo de pacientes e a deficiéncia de produtos essenciais (Bickel, 1987; Mak et al.,
2013).

O termo EIM foi utilizado pela primeira vez no inicio do século XX por Sir
Archibald Garrod durante estudos realizados em pacientes acometidos pela alcaptonuria, o0s
quais excretam grandes quantidades de acido homogentisico na urina devido a deficiéncia de
uma enzima que participa do metabolismo da fenilalanina e tirosina. Ao observar que um ou
mais individuos de uma mesma familia eram frequentemente afetados pela doenca, e a maior
incidéncia de consanguinidade entre os pais dos pacientes, Garrod prop0ds que a alcaptondria e
outros EIM seriam exemplos de varidveis metabolicas determinadas pela hereditariedade.
Através da verificacdo de altas quantidades de &cido homogentisico na urina dos pacientes
com alcaptonuria, somado ao fato de esse acido ser um metabdlito natural da via de
degradacdo da tirosina, Garrod relacionou esse acimulo a um bloqueio na conversdo do acido
a fumarato e acetoacetato devido a deficiéncia da enzima &acido homongentisico oxidase
(Scriver et al., 2001; Eugene Knox, 1958).

Até o momento, mais de 600 EIM foram identificados, que podem ser classificados

em quatro grandes grupos de acordo com o tipo de funcéo exercida pela proteina deficiente e



o tecido envolvido. Considera-se ainda aspectos clinicos, bioguimicos, patoldgicos e
terapéuticos (Sinclair, 1982). Os tipos de patologia sdo separados nos seguintes grupos:

a) Doencas de transporte: envolvem proteinas transportadoras de moléculas
organicas ou inorganicas.

b) Doencas de armazenamento, degradacdo e secrecdo: envolvem proteinas
relacionadas com o aparelho de Golgi ou lisossomos, levando ao acimulo de macromoléculas
em tecidos especificos.

c) Doencas de sintese: envolvem a sintese de proteinas com fungdes hormonais, de
defesa imunoldgica estrutural, entre outras.

d) Doencas do metabolismo intermediario: envolvem a deficiéncia de enzimas
relacionadas as rotas do metabolismo intermediario de moléculas pequenas, comprometendo-
as, como o ciclo do &cido citrico e ciclo da ureia. Dessa forma, o substrato se acumula e, sem
que haja uma rota alternativa de metabolizacao, o produto final da reacdo ndo serd formado.
Os mecanismos de dano podem ocorrer por acdo do substrato acumulado ou por seus
derivados que, quando tdxicos, levam a alteragbes bioquimicas e danos em determinados
tecidos, uma vez que sdo liberados na circulacdo e entdo transportados para todo o organismo,
bem como pela falta de substancias essenciais ao adequado desenvolvimento do organismo.

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

aconselhamento genético, ou ainda, pelo diagndéstico pre-natal (Scriver et al., 2001).



1.2. Sulfito oxidase (SO)

A enzima mitocondrial sulfito oxidase (SO) (EC 1.8.3.1), localizada no espaco
intermembranas, catalisa a oxidagéo de sulfito a sulfato, a Gltima etapa na via de degradacéo
dos aminoacidos sulfurados metionina e cisteina (Figura 1) (Johnson, 2003; Hobson et al.,
2005). Outra funcao dessa enzima € a detoxificacdo do sulfito de origem exdgena, uma vez
que esse composto e seus derivados sdo amplamente utilizados na industria farmacéutica a
fim de manter a estabilidade de certos medicamentos, assim como em conservantes
alimentares (Garret et al., 1996). A enzima possui a estrutura de um heterodimero com massa
molecular de aproximadamente 110 kDa, sendo que cada mondmero possui trés dominios:
heme citocromo bs, um dominio de ligacdo do cofator molibdénio e um dominio C-terminal,
sendo esse responsavel por sua dimerizacdo (Kisker et al., 1997).

O cofator molibdénio (MoCo) consiste em um grupo prostético de baixo peso
molecular, em que um atomo de molibdénio encontra-se complexado a uma pterina. E
necessario nao apenas para a atividade da enzima SO, mas também para a atividade de outras
enzimas, como a xantina desidrogenase e a aldeido oxidase (Sass et al., 2010; Davis et al.,
2013). O molibdénio é responsavel pela oxidacdo do sulfito, que ocorre através da reducdo do
molibdénio (VI) para o molibdénio (IV). Os elétrons provenientes do sulfito sdo entdo
transferidos, um de cada vez, através do heme bs da enzima para o citocromo ¢ (Johson e
Duran, 2001). A acdo da SO é responsavel por manter os niveis plasmaticos de sulfito em até

10 uM (Ji et al., 1995).
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Figura 1. Via do catabolismo da cisteina (Adaptado de Johnson e Duran, 2001).

1.3. Deficiéncia da sulfito oxidase (SO)

A deficiéncia da SO é uma doenca de carater autossdbmico recessivo, podendo se
manifestar sob duas formas. A primeira € causada pela deficiéncia isolada da enzima SO,
enguanto a segunda pela deficiéncia na rota de biossintese do MoCo. A deficiéncia isolada da
SO ocorre devido a mutaces no gene SUOX, responsavel por codificar a proteina, o que leva
a uma sintese de uma proteina defeituosa com pouco ou nenhuma atividade enzimatica, sendo
posteriormente degradada. J& a deficiéncia do MoCo € decorrente de mutacdes nos genes
MOCS1, MOCS2, MOCS3 ou GEPH, que codificam enzimas envolvidas na biossintese da
molécula molibdopterina (Figura 2). A deficiéncia do MoCo prejudica ndo apenas a atividade

da SO, mas também das molibdoenzimas xantina desidrogenase e aldeido oxidase, ja que
9



essas enzimas também necessitam do MoCo como cofator (Edwads et al., 1999; Tan et al.,

2005; Sass et al., 2010).
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Figura 2. Rota de biossintese do cofator molibdénio (MoCo) (Adaptado de Veldman

etal., 2010).

1.3.1. Sintomas e neuropatologia

A deficiéncia isolada da SO e a deficiéncia do MoCo apresentam sintomas e achados
neuropatologicos similares. Ambas as formas sdo clinicamente caracterizadas por disfungédo
neuroldgica grave e progressiva, convulsdes neonatais, hipotonia axial, hipertonicidade
periférica, além de subluxacdo do cristalino e atraso no desenvolvimento, resultando

geralmente em morte prematura (Chan et al., 2002; Edwards et al., 1999; Johnson e Duran,

10



2001). Os achados neuropatoldgicos incluem encefalopatia grave com perda massiva de
neurdnios e desmielinizacdo na substancia branca cerebral acompanhada de gliose e
espongiose difusa. Atrofia cortical grave, dilatacdo dos ventriculos e anormalidades nos
ganglios basais, bem como perda de mielina no cerebelo também ja foram evidenciados
(Chen et al., 2014; Edwards et al., 2015; Tan et al., 2005; Vijayakumar et al., 2011). . Além
disso, exames de ressonancia magnética mostram hipoplasia do corpo caloso, ganglios basais
e tronco cerebral, e alteragdes cisticas e calcificagdes nos ganglios basais (Bindu et al., 2011;

Holder et al., 2014; Tan et al., 2005).

1.3.2. Tratamento

O tratamento para ambas as formas da deficiéncia da SO é bastante limitado. O
tratamento sintomatico é geralmente realizado com o objetivo de controlar as convulsdes,
porém apresenta pouco sucesso (Sass et al., 2010). Em alguns pacientes com deficiéncia
moderada da atividade da SO, uma dieta com baixa quantidade de proteina e teor reduzido de
aminoéacidos sulfurados também € utilizada, causando diminuicdo dos niveis de tiossulfato e
S-sulfocisteina na urina e progresso no desenvolvimento psicomotor (Touati et al., 2000). Um
novo tratamento para pacientes com a deficiéncia do MoCo causada por mutacGes no gene
MOCSL1 foi proposto por Veldman et al. (2010), consistindo na terapia de substituicdo com
piranopterina monofosfato ciclica (cPMP), um intermediario da via biossintética do MoCO
(Figura 2), através de administracdo intravenosa. Os biomarcadores urinérios da doenca (S-
sulfocisteina, xantina e urato) retornaram a niveis quase normais em todos 0s pacientes
tratados com cPMP, e grande parte dos pacientes apresentou uma melhora clinica, com total
supressdo ou reducdo das convulsdes (Schwahn et al., 2015). No entanto, esse tratamento néo

é eficiente para pacientes com a deficiéncia isolada da SO, que apresentam sintese normal de

11



MoCo, e nem para pacientes com outros tipos de deficiéncia do MoCo, uma vez que esses
apresentam um bloqueio enzimatico na via de biossintese do MoCo posterior a sintese de
cPMP. Portanto, € importante o estabelecimento de novas estratégias terapéuticas que sejam

benéficas para todos os fenétipos da deficiéncia da SO.

1.3.3. Fisiopatologia

Apesar de os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na disfuncdo neurolégica na
deficiéncia da SO ndo estarem totalmente estabelecidos, estudos mostram que o sulfito é um
metabolito neurotdxico. Ja foi demonstrado que o sulfito pode sofrer auto-oxidacdo gerando
radicais livres (Abedinzadeh, 2001; Baker et al., 2002; Hayon et al., 1972), e induzir estresse
oxidativo in vitro em cérebro e hepatdcitos de ratos (Derin et al., 2009; Grings et al., 2013).
Em estudos com ratos deficientes para a SO, foi verificado que concentragdes aumentadas de
sulfito induzem lipoperoxidacdo no hipocampo e diminuem a capacidade antioxidante do
plasma, além de causarem déficit cognitivo (Herken et al., 2009; Kucukatay et al., 2006).
Zhang e colaboradores (2004) observaram que o sulfito diminui a biossintese de ATP e o
potencial de membrana mitocondrial, e inibe a atividade da glutamato desidrogenase em
mitocondrias cerebrais de ratos. Além disso, estudos in vitro de nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o sulfito altera o fluxo de elétrons através da cadeia respiratoria e diminui
0 consumo de oxigénio em cérebro de ratos normais (Grings et al., 2014; de Moura Alvorcem
et al., 2017). O sulfito também induz a abertura do poro de transi¢cdo da permeabilidade
mitocondrial na presenca de Ca?*, resultando na liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria
(Grings et al., 2014), inibe a atividade da creatina cinase e causa morte neuronal (de Moura
Alvorcem et al., 2017; Kumar et al., 2017; Parmeggiani et al., 2015). Recentemente, nosso

grupo evidenciou que a administracdo intraestriatal de sulfito induz estresse oxidativo, causa
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disfuncdo mitocondrial, reatividade glial e morte neuronal em estriado de ratos (Grings et al.,
2017). Esses efeitos tdxicos causados pelo sulfito foram prevenidos pela administracdo de
bezafibrato (BEZ) (Grings et al., 2017), um composto potencialmente neuroprotetor por ter a

capacidade de induzir biogénese mitocondrial.

1.2. Mielina

A mielina é uma estrutura formada por uma membrana lipidica rica em
glicofosfolipideos e colesterol que recobre os axdnios facilitando a rapida comunicacao entre
0s neurdnios e assim elevando a velocidade dos potenciais de a¢do neuronais (Nave, 2010). O
aumento dessa velocidade se deve ao fato de a mielina reduzir a capacitancia e elevar a
resisténcia transversal ao longo do eixo da membrana axonal dos neurbnios, juntamente com
o fato de agrupar os canais de sodio entre os nodulos da mielina, elevando a velocidade da
neurotransmissao saltatéria (Hartline e Colman, 2007). As células gliais responsaveis pela
mielinizacdo dos axdnios neuronais a fim de isola-los no sistema nervoso central (SNC) séo
os oligodendrécitos (Nave, 2010).

Os oligodendraécitos também fornecem fatores tréficos para os axénios, lactato como
combustivel energético e tém papel fundamental na manutencéo da integridade axonal (Lee et
al., 2012; Saab et al., 2016; Dulamea, 2017).

A formacdo da mielina em mamiferos é descrita como um processo pos-natal que
prossegue durante o curso inicial do desenvolvimento. No SNC, esse processo se caracteriza
pela emergéncia e expansao pre-natal tardia e também pds-natal de células precursoras de
oligodendrocitos (CPOs) e sua subsequente diferenciagdo em oligodendrécitos maduros.
Recentemente, foi evidenciado que as CPOs se proliferam inclusive no SNC de adultos

(Kessaris et al., 2006; Lu et al., 2002; Hughes et al., 2013; Young et al., 2013), sendo que as
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taxas de proliferacdo e maturacdo variam com a idade e a regido. No caso de roedores, estima-
se que de 5% a 20% da populacéo total de oligodendrdcitos sejam gerados apenas a partir do
dia pds-natal 45 (Kang et al., 2010; Rivers et al., 2008; Young et al., 2013).

A mielinizacdo é finamente regulada por sinalizacdes oligodendrécito-neurénio e
depende do estagio de desenvolvimento. Alguns fatores neuronais que controlam a funcéo do
oligodendracito ja foram identificados, tais como a neuroregulina-1 (Brinkmann et al., 2008;
Wang et al., 1998; Charles et al., 2000; Jakovcevski e Zecevic, 2007, Fewou et al., 2007;
Laursen et al., 2009; Mi et al., 2005). Alem disso, como mencionado acima, estudos indicam
que a interacdo mdutua entre oligodendrocitos e neurbnios controlam ndo apenas a
mielinizacdo mas também a maturacdo dos axOnios neuronais. Nesse contexto, foi
demonstrado que a ativacdo da via neuronal PIP3-Aktl-mTOR é capaz de iniciar 0 processo
de crescimento axonal, levando ao recrutamento de CPOs e a inducdo da mielinizacdo
progressiva do SNC (Lee et al., 2012; Colello et al., 1994; Goebbels et al., 2017). Durante a
mielinizacdo, os oligodendrocitos envolvem sua membrana plasmatica uma série de vezes em
torno do axénio selecionado em um processo que requer sintese de membrana e compactacéo
coordenados. Em todas as etapas do processo, desde o reconhecimento do ax6nio até a
compactacdo final e manutencdo da mielina, proteinas especificas desempenham um papel
central (Han et al., 2013).

Dentre as proteinas presentes na mielina do SNC, uma das mais abundantes € a
proteina basica da mielina (MBP). A MBP ¢ responsavel por manter a adesdo das faces
citoplasmaticas da membrana celular da mielina compactada (Lutton et al., 2004; Moscarello
et al., 1994; Tzakos et al., 2005). Possui diversas isoformas, sendo a mais comum em adultos
a de 18,5 kDa (Harauz e Libich, 2009). A MBP contém uma alta proporcdo de aminoacidos
polares e positivamente carregados e, sendo uma proteina periférica de membrana, pode se

ligar a outras membranas lipidicas e proteinas (Krigbaum e Hsu, 1975; Smith, 1977; Beniac et
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al., 1997). Um dos ligantes mais bem caracterizados da MBP é a calmodulina, conhecida
como “sensor” de calcio. A calmodulina, quando ativada por calcio, interage com a MBP e
regula a sua associacdo com proteinas do citoesqueleto e da membrana lipidica, estabilizando
a estrutura da mielina (Wang et al., 2011; Musse et al. 2008; Harauz e Libich, 2009).

Insultos que resultam em desmielinizacdo, tais como lesGes na coluna vertebral
(Adieli e Adieli, 2017), sdo acompanhados de remielinizacdo. Apesar de a reposicao neuronal
ser relativamente limitada, o processo de remielinizacdo permanece rapido e eficiente durante
a idade adulta (Levine et al. 2001; Franklin, 2002). Essa capacidade se deve a presenca de um
namero consideravel de CPOs, que se diferenciam em oligondendrécitos maduros a fim de
regenerar a mielina quando necessario. As CPOs expressam grande quantidade do
proteoglicano neuroglicano-2 (NG2), sendo esse considerado um marcador dessas células
(Polito e Reynolds, 2005). O NG2 possui 0 glicosaminoglicano condroitina sulfato em sua
estrutura e tem importante papel na proliferacdo e motilidade de diferentes células, incluindo
as CPOs, além de atuar em cooperagdo com o PDGFRa, o receptor responsavel por mediar a
resposta das CPOs ao fator de crescimento PDGF (Kucharova e Stallcup, 2010).

Alteracdes e perda da mielina tém sido relatado em diferentes doencas, que sao
geralmente causadas por danos em proteinas especificas da mielina. Essas doencas sdo de
origem autoimune ou geneticamente herdadas, podendo afetar tanto 0 SNC quanto o sistema
nervoso periférico (Han et al., 2013). Dentre essas patologias, a esclerose multipla é a doenca
autoimune desmielinizante do SNC mais comum e para a qual os tratamentos disponiveis tém
eficacia limitada. Outras doencas com perda de mielina incluem neuropatias periféricas, e as

doencas de Charcot-Marie-Tooth e de Dejerine-Sottas (Han et al., 2013).
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1.3. Inflamacao

A inflamacéo é uma resposta de defesa do organismo contra um estimulo que induz
dano. No SNC, a defesa imunoldgica caracteriza-se por ser dindmica, especifica e altamente
regulada, envolvendo diversas rotas/cascatas de sinalizacdo durante a progressédo da doenca
ou de algum dano. Um quadro de inflamacdo no SNC é comumente chamado de
neuroinflamacéo e é caracterizado pela ativacdo de células gliais, principalmente micréglia e
astrocitos (Ramos et al., 2017). A micrdglia é conhecida como os macrofagos residentes do
SNC e representa a primeira linha de defesa contra patogenos (Tay et al., 2017; Hamby et al.,
2012; Hotamisligil, 2006; Kotas & Medzhitov, 2015). Quando ativada, a micrdglia passa por
diversas alteraces na morfologia, tamanho, nimero e, a nivel molecular, no perfil de
moléculas expressas na sua superficie, bem como nas citocinas e fatores de crescimento
produzidos. Dentre essas moléculas, destaca-se o aumento na expressdo da molécula
adaptadora ligante de calcio ionizado-1 (Ibal), sendo essa considerada um marcador de
ativacdo microglial. A partir dessas alteracfes, a micrdglia entdo é capaz de fagocitar "restos"
bioldgicos, incluindo corpos apoptoticos, e uma variedade de patdgenos e particulas exdgenas
através de vias de fagocitose bem estabelecidas (Streit et al., 1999; Chan et al., 2001; Fu et al.,
2014).

A resposta inflamatéria no SNC geralmente tem inicio com o recrutamento e
ativacdo da microglia local em resposta a fatores de sinalizacdo liberados pelo tecido neuronal
(Hines et al., 2009; Kreutzberg, 1996). Tais fatores incluem padrées moleculares associados a
patdgenos (PAMPs) ou padrGes moleculares associados a danos (DAMPs) que ativam
receptores de reconhecimento de padrdo, como os receptores do tipo Toll, induzindo uma
resposta a insultos e dano fisico (Janeway, 1992; Kigerl et al., 2014). Os PAMPs séo

expressos por microorganismos e tém papel essencial na imunidade inata. Ja o0s DAMPs séo
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produzidos por células com algum tipo de dano. Os receptores do tipo Toll quando ativados,
promovem a transcri¢do de citocinas pré-inflamatorias via ativacdo de diferentes vias, como
as vias das proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPK) e a via do fator nuclear kappa B
(NFkB) (Akira and Takeda, 2004).

O NFKB é um importante fator de transcricdo altamente complexo que pode ser
ativado por diferentes estimulos durante processos inflamatorios, tais como citocinas
inflamatdrias, radicais livres, estresse, entre outros. Apresenta cinco subunidades (p50, p52,
RelA, RelB, c-Rel), uma familia de inibidores (IkBs), e complexos cinases ativadores
upstream (IKKo, IKKB and IKKy/NEMO) (Oeckinghaus e Ghosh, 2009). Geralmente, o
NFkB encontra-se no citosol na forma de um hetero ou homodimero sequestrado por um tipo
de IkB. Na presenca de um estimulo, o IkB é fosforilado por uma cinase upstream e
degradado, assim liberando o dimero ativo de NFkB para o nucleo onde regula a transcrigdo
de diferentes genes, tais como os das citocinas pro-inflamatérias fator de necrose tumoral
(TNF) e interleucina-1p (IL-1p) e o da oxido nitrico sintase (Gerondakis et al., 2014).

Nesse contexto, estudos da literatura tém demonstrado neuroinflamacdo em
diferentes doencas e condicBes patoldgicas, tais como as doencas de Parkinson e Alzheimer,
esclerose lateral amiotréfica e isquemia (Smith et al., 2012). Tem sido evidenciado que o
processo neuroinflamatorio nessas doencas € caracterizado por aumento dos niveis de
citocinas pré-inflamatorias e na producdo de espécies reativas, bem como a ativacdo do NFkB

que pode levar até mesmo a morte celular em algumas condicGes (Smith et al., 2012).
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1.4. Bezafibrato (BEZ)

O BEZ é um agonista de receptores PPARs (receptores ativados por proliferadores
de peroxissomos) comumente usado para o tratamento de hiperlipidemias, pois ativa a
expressao da enzima carnitina palmitoil transferase Il e, portanto, modula a oxidacdo de
acidos graxos, principalmente quando usado em conjunto com a suplementacéo de L-carnitina
(Noe et al., 2013). O BEZ modula diferentes vias de sinalizacdo, sendo uma das principais
vias influenciadas a do eixo PPAR-PGC-1a (co-ativador de PPARS) (Johri e Beal, 2012). O
PGC-1a (co-ativador la do receptor ativado por proliferador do peroxissomo), ao ser ativado
pelo PPAR, induz biogénese mitocondrial através da expressao dos genes para o fator nuclear
respiratorio (NRF1) e fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam), e também aumenta a
expressao de diversas enzimas antioxidantes (Johri e Beal, 2012; Noe et al., 2013). Devido a
essas acOes do BEZ, estudos tém avaliado esse composto como um agente protetor em
modelos animais para diferentes doencas neurodegenerativas, tais como as doencas de
Parkinson e Huntington, e também para alguns EIM como a adrenoleucodistrofia ligada ao X

(Engelen et al., 2012; Johri e Beal, 2012; Johri et al., 2012).

1.2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da administracdo
intraestriatal de sulfito sobre parametros de estrutura da mielina e de inflamacao em estriado
de ratos jovens, no intuito de verificar alteracbes bioquimicas que possam contribuir para o

entendimento dos mecanismos responsaveis pelo dano cerebral apresentado pelos pacientes
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acometidos pela deficiéncia da SO. Também foi avaliada a influéncia da administracdo de
BEZ sobre os possiveis efeitos toxicos do sulfito a fim de contribuir para o desenvolvimento

de novas estratégias terapéuticas para essa doenca.

2.2. Objetivos especificos

e Estudar os efeitos da administracdo intraestriatal de de sulfito sobre a marcacdo da
Fluoromielina, MBP e NG2 em estriado de ratos jovens 7 dias ap0s a injecao.

e Estudar os efeitos da administracdo intraestriatal de de sulfito sobre a marcacdo de
molécula adaptadora ligante de célcio ionizado-1 (lbal), e os niveis do RNAm das
citocinas TNF e IL-1p, e do fator de transcricdo NFKkB em estriado de ratos 7 dias ap0s a
injecao.

e Estudar a influéncia da administracdo por gavagem de BEZ (30 ou 100 mg/kg/dia) sobre
os efeitos da administracdo de de sulfito na marcacdo da Fluoromielina, MBP, NG2 e

Ibal em estriado de ratos 7 dias apds a injecdo de sulfito.

1.3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 23 e 30 dias de vida obtidos do biotério do
Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS, Porto Alegre, Brasil. Os animais foram
mantidos em um ciclo claro/escuro 12:12 h (luzes das 07:00 as 19:00) em temperatura
monitorada constante de 22 + 1 °C, com livre acesso a agua e ragdo comercial com 20 % de

proteina (Nuvilab CR-1®, Colombo, PR, Brasil). O protocolo experimental foi aprovado pela
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Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brasil, de acordo com as diretrizes governamentais oficiais conforme a lei n°
11.794/2008, bem como o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (publicacdo do
NIH N° 80-23, revisado em 1996) e as normas do Canadian Council on Animal Care
(CCAC). Todos os esforcos para minimizar o numero de animais utilizados, bem como seu

sofrimento, desconforto e estresse forma realizados.

3.2. Administracao intraestriatal de sulfito

No 30° dia de vida, os ratos foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de
uma mistura de cetamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), e posicionados em aparelho
estereotaxico. Duas perfuraces foram realizadas no cranio e 2 ul de sulfito 1 M (2umol) ou
de NaCl 1 M (2umol) foram lentamente injetados bilateralmente no estriado durante 4 min
através de uma agulha conectada a uma seringa Hamilton de 10 ul por um tubo de polietileno.
Apbs a injecdo, a agulha foi deixada no local por 1 min e entdo cuidadosamente removida. As
solucdes para injecdo foram em preparadas em agua e o pH foi ajustado para 7,4. As
coordenadas para a injecdo de sulfito foram as seguintes: 0,6 mm posterior ao bregma, 2,6
mm lateral a linha medial e 4,5 mm ventral & dura, de acordo com o Atlas de Paxinos e
Watson (Paxinos e Watson, 1986). Os animais foram eutanasiados 7 dias apos a injecdo de

sulfito ou NaCl.

3.3. Tratamento com bezafibrato (BEZ)

Ratos Wistar de vinte e trés ou trinta dias foram divididos em 3 grupos: veiculo +

NaCl (controle), veiculo + sulfito (sulfito), bezafibrato + sulfito (BEZ30 e BEZ100). O BEZ
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(30 mg/kg/dia ou 100 mg/kg/dia) foi administrado nos grupos BEZ30 e BEZ100,
respectivamente, por gavagem durante 7 dias utilizando 6leo de milho como veiculo (Knapik-
Czajka, 2013; Nakajima et al., 2009). Os grupos controle e sulfito receberam apenas veiculo.
A gavagem foi realizada uma vez ao dia, entre 11:00 e 13:00, atraves da colocacdo de uma
agulha de gavagem com tamanho adequado, a qual é introduzida via oral até alcancar o
estbmago do animal. Os ratos que receberam o pré-tratamento com BEZ receberam o
composto do 23° ao 30° dia de vida, sendo a Ultima administracdo 1 h antes da injecdo de
sulfito. J& no pds-tratamento, 0 BEZ foi administrado do 30° ao 37° dia de vida, uma vez ao
dia, sendo a primeira administracdo feita Olh ap6s a injecdo de sulfito, e a ultima
administracdo realizada 6 h antes da eutanasia. As doses de bezafibrato (30 ou 100 mg/kg/dia)
foram escolhidas de acordo com Grings et al. (2017). Nesse estudo, foi verificado que essas

doses ndo causam alteracdes per se sobre parametros de dano celular.

3.4. Imunohistoquimica e marcacdo com Fluoromielina

No dia da eutanasia, os animais foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal
de uma mistura de cetamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Os animais foram entdo
perfundidos com uma solucéo de citrato de sodio 0,2 % preparada em salina 0,9 % e, a seguir,
com uma solucdo de paraformaldeido 4 % preparada em tampdo PBS 0,1 M, pH 7,4, para a
fixacdo cerebral. Os cérebros foram entdo removidos, pos-fixados por imersdo em
paraformaldeido durante no minimo 24 h, e ali mantidos até a preparacdo das fatias. Series
consecutivas de fatias de 30 um de se¢des coronais contendo o estriado foram obtidas com a
utilizacdo de um vibratomo Leica 1000S (Nussloch, Alemanha) e armazenadas em PBS 0,1 M
a temperatura de 4°C. Para cada animal e cada marcacdo, de 3 a 6 fatias foram utilizadas

(Moura, 2017).
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As fatias foram lavadas com PBS e submetidas a fervura em uma solucéo de citrato
de sodio 10 mM, pH 6,0, para a exposicdo dos antigenos. As fatias foram entdo
permeabilizadas com PBS contendo Triton X-100 0,3 % (PBST) por 20 min e blogueadas por
60 min com uma solucdo de PBST contendo albumina sérica bovina 5 %. Em seguida, as
fatias foram incubadas a 4°C por 48 h com os anticorpos anti-MBP (1:400, Abcam,
Cambridge, MA), anti-lbal (1:1000, Wako Pure Chemical Industries, Japan), e anti-NG2
(1:200, Abcam, Cambridge, MA), diluidos em PBST. Apo0s a incubacéo, elas foram lavadas
com PBS e incubadas com anticorpos Alexa Fluor® 488 anti-rat 1gG ou Alexa Fluor® 546
anti-rabbit 1gG conjugados com sondas fluorescentes (1:500, Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA) por 2 h a temperatura ambiente. As fatias foram lavadas novamente com PBS,
montadas em laminas de vidro com o meio de montagem Fluoroshield™ (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) e visualizadas em um microscopio confocal FV300 Olympus (Téquio,
Japdo) contendo lasers de 488 e 546 nm.

Além disso, 3 a 5 fatias foram incubadas a temperatura ambiente com 300 pl de uma
solucdo estoque de Fluoromielina (1:300) durante 20 min. As fatias foram lavadas, montadas
em laminas com Fluoroshield™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e visualizadas em um
microscopio confocal FV300 Olympus (Téquio, Japdo) contendo lasers de 488 e 546 nm.
Para todos os tratamentos, 5 areas de cada fatia foram aleatoriamente selecionadas e
fotografadas. A intensidade da fluorescéncia foi avaliada com a utiliza¢do do software ImageJ

(Bethesda, MD, EUA). Os resultados foram expressos em porcentagem do controle.

3.5. RT-PCR Quantitativo

Apos os tratamentos, 0 RNA total do tecido foi isolado usando TRIzol Reagent e transcrito

reversamente para a obtencdo do DNA complementar (cDNA) utilizando-se um kit comercial
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da Applied Biosystems (High-Capacity complementary DNA Reverse Transcription Kit;
Foster City, CA, EUA). A quantificacdo do RNA mensageiro (RNAm) dos genes de interesse
foi realizada usando o sistema TagMan de PCR em tempo real (NFkB: Rn01399572_m1; IL-
1B: Rn00580432_m1; TNF: Rn99999017 m1l), com primers e sondas adquiridas da
Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). Os niveis dos RNAm-alvos foram normalizados

pelos niveis de p-actina usando 0 método 274",

3.6 Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Os dados foram
analisados por teste de Student para amostras ndo pareadas ou por anélise de variancia de uma
via (ANOVA) seguida do teste de raios multiplos de Duncan, quando o valor de F foi
significativo, usando o programa SPSS versdo 16. As andlises foram consideradas

significativas quando o P < 0,05.
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11.1. RESULTADOS

Inicialmente, estudamos os efeitos da administragao intraestriatal de sulfito (2 umol)
associada ou ndo a administracdo por gavagem de BEZ (30 ou 100 mg/kg/dia) sobre a
marcacdo da Fluoromielina, MBP e NG2, parametros de estrutura e compactacdo da mielina,

em estriado de ratos.

1.1. Efeitos da administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracéo

por gavagem de BEZ sobre a marcacdo da Fluoromielina em estriado de ratos jovens

Nossos resultados mostram que a injecdo de sulfito diminuiu os feixes de axénios em
estriado de ratos eutanasiados 7 dias apds a injecdo, como observado através da marcacao da
Fluoromielina (Figuras 3A e B), uma sonda com alta sensibilidade que marca areas
mielinizadas (Oliveira-Bravo, 2014). Além disso, observamos que o BEZ (30 e 100
mg/kg/dia), quando administrado anteriormente (pré-tratamento com BEZ) (Figura 3A) e
posteriormente (pds-tratamento com BEZ) (Figura 3B) a injecdo de sulfito, preveniu as

alteracdes observadas na marcacdo da Fluoromielina induzidas pelo sulfito.
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Controle Sulfito BEZ30 + Sulfito BEZ100 + Sulfito

Controle Sulfito Sulfito + BEZ30 Sulfito + BEZ100

Figura 3. Efeitos do pré- (A) e pds-tratamento (B) com bezafibrato (BEZ; 30 ou 100

mg/kg/dia) sobre as alteracdes causadas pela administracdo de sulfito (2 pmol) na marcacéao
da Fluoromielina em estriado de ratos. Barra de calibragdo indica 50 um. O pré-tratamento
com BEZ foi realizado por gavagem durante 7 dias antes da administracdo de sulfito, ao passo
gue o pos-tratamento foi feito durante 7 dias apds a administracdo. Estdo mostradas imagens

representativas da marcacdo da Fluoromielina no estriado dos animais.
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1.2. Efeitos da administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracéo

por gavagem de BEZ sobre a marcacédo da MBP em estriado de ratos jovens

A sequir, foi avaliada a marcacdo da MBP, outro parametro de estrutura de mielina, 7
dias apos a injecéo de sulfito e foi verificado que esse metabolito diminuiu significativamente
a intensidade da fluorescéncia dessa marcacao, bem como o volume dos feixes de axénios em
estriado de ratos (Figuras 4A, 4C e 4E). Com relacdo a administracdo de BEZ, o pre-
tratamento com 30 mg/kg/dia desse composto preveniu tanto a diminuicdo na marcacdo da
MBP guanto a reducdo do volume dos feixes de axénios causadas pelo sulfito (Figura 4A). A
prevencdo das alteracdes observadas na marcacdo da MBP provocadas pelo sulfito ainda foi
observada com o pos-tratamento com 100 mg/kg/dia de BEZ (Figuras 4C e 4D). J& o po0s-
tratamento com 30 mg/kg/dia de BEZ preveniu apenas a diminui¢do do volume dos axonios,

mas ndo a intensidade da marcacao da MBP (Figuras 4E e 4F).
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Figura 4. Efeitos do pré- (A e B) e pds-tratamento (C-F) com bezafibrato (BEZ; 30 ou 100
mg/kg/dia) sobre as alteracdes causadas pela administracdo de sulfito (2 pmol) na marcacéo
da proteina béasica da mielina (MBP) em estriado de ratos. O pré-tratamento com BEZ foi
realizado por gavagem durante 7 dias antes da administracdo de sulfito, ao passo que o pos-
tratamento foi feito durante 7 dias ap6s a administracdo. (A, C e E) Estdo mostradas imagens
representativas da marcacdo da MBP no estriado dos animais. Barra de calibracdo indica 50
um. (B, D e F) Quantificagdo da marcacdo da MBP. Os valores estdo expressos em média £
desvio-padrdo para trés a seis experimentos independentes (animais) por grupo. *P<0,05,
comparado ao grupo controle; #P<0,05, comparado ao grupo sulfito (ANOVA seguido do

teste de Duncan).
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1.3. Efeitos da administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracéo

por gavagem de BEZ sobre a marcacédo de NG2 em estriado de ratos jovens

Tambeém foi avaliado o efeito do sulfito sobre a marcacdo do NG2, proteina expressa
pelas CPOs, 7 dias ap6s a injecdo. A Figura 5 demonstra que o sulfito aumentou a marcacéo
dessa proteina, bem como a densidade de células expressando NG2 (Figuras 5A e 5B).
Também verificamos que o pos-tratamento com 30 mg/kg/dia de BEZ preveniu as alteracdes
na marcacdo do NG2 (Figura 5B), enquanto o pdés-tratamento com 100 mg/kg/dia desse

composto ndo apresentou efeito protetor (Figura 5B).

Controle Sulfito Sulfito + BEZ30 Sulfito + BEZ100

1 | [ |

Figura 5. Efeito do pds-tratamento (A) com bezafibrato (BEZ; 30 ou 100 mg/kg/dia) sobre as

cuuur; ch

alteracdes causadas pela administracdo de sulfito (2 pumol) na marcacdo do neuroglicano-2
(NG2) em estriado de ratos. O pds-tratamento com BEZ foi realizado por gavagem durante 7
dias ap6s da administracdo de sulfito. (A) Estdo mostradas imagens representativas da
marcacdo do NG2 no estriado dos animais. Barra de calibracdo indica 50 pum. (B)
Quantificacdo da marcacdo do NG2. Os valores estdo expressos em média + desvio-padrédo
para trés a seis experimentos independentes (animais) por grupo. *P<0,05, comparado ao

grupo controle; ##P<0,01, comparado ao grupo sulfito (ANOVA seguido do teste de Duncan).
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O proximo passo de nossa investigacdo consistiu em estudar os efeitos da
administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracdo de BEZ sobre
marcadores de processo inflamatdrio, tais como marcacéo de Ibal, e os niveis do RNAm das

citocinas TNF e IL-1p, além do fator de transcricdo NFKB em estriado de ratos.

1.4. Efeitos da administracdo intraestriatal de sulfito associada ou ndo a administracéo

por gavagem de BEZ sobre a marcacéo da Ibal em estriado de ratos jovens

Estudamos o efeito do sulfito sobre a marcacdo de Ibal, uma proteina expressa em
grandes quantidades pela micréglia, 7 dias apés a injecdo. Pode ser observado na Figura 6 que
o sulfito aumentou significativamente a fluorescéncia da marcacdo da Ibal e a densidade de
células marcadas com essa proteina, indicando que esse metabdlito causa ativacao microglial
e inflamacdo. O pré-tratamento com BEZ (30 e 100 mg/kg/dia) ndo foi capaz de atenuar ou
prevenir estatisticamente o efeito do sulfito (Figura 6B). Por outro lado, o pds-tratamento com
BEZ, na dose de 30 mg/kg/dia, atenuou as alteracdes na marcacdo de Ibal, ao passo que na
dose de 100 mg/kg/dia o BEZ preveniu totalmente essas alteracdes induzidas pela

administracdo de sulfito (Figura 6D).
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Controle Sulfito BEZ30 + Sulfito BEZ100 + Sulfito B)

Controle Sulfito Sulfito + BEZ30 Sulfito + BEZ100 D)

Figura 6. Efeitos do pré- (A) e pds-tratamento (B) com bezafibrato (BEZ; 30 ou 100

mg/kg/dia) sobre as alteragdes causadas pela administracdo de sulfito (2 pmol) na marcacéao
da molécula adaptadora ligante de célcio ionizado-1 (Ibal) em estriado de ratos. O pré-
tratamento com BEZ foi realizado por gavagem durante 7 dias antes da administragédo de
sulfito, ao passo que o pés-tratamento foi feito durante 7 dias ap6s a administracdo. (A e C)
Estdo mostradas imagens representativas da marcacao de Ibal do estriado animais. Barra de
calibracdo indica 50 um. (B e D) Quantificacdo da marcacdo de Ibal. Os valores estdo
expressos em média + desvio-padrdo para trés a seis experimentos independentes (animais)
por grupo. *P<0,05, **P<0,01, comparado ao grupo controle; #P<0,05, comparado ao grupo

sulfito (ANOVA seguido do teste de Duncan).
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1.5. Efeitos da administracéo intraestriatal de sulfito sobre os niveis do RNAmM do TNF e

da IL-1p, bem como do NFkB em estriado de ratos jovens

A Figura 7 mostra que o sulfito ndo alterou significativamente os niveis do RNAmM
das citocinas TNF e IL-1B em estriado de ratos eutanasiados 7 dias apds a administracao.
Contudo, o sulfito elevou significativamente os niveis do RNAm do NFkB (Figura 7C),

reforcando que esse metabdlito induz processo inflamatorio.
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Figura 7. Efeitos da inje¢do de sulfito (2 pmol) sobre os niveis de RNAm do fator de necrose
tumoral (TNF) (A), da interleucina-1p (IL-1B) (B) e do fator nuclear kappa B (NFkB) (C) em
estriado de ratos. Os valores estdo expressos em média + desvio-padrdo para quatro a cinco
experimentos independentes (animais) por grupo. *P<0,05, comparado ao grupo controle

(Teste t de Student).
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111.1. DISCUSSAO

A deficiéncia da SO é uma doenca hereditaria caracterizada pelo acimulo tecidual e
elevada excregdo urinaria predominantemente de sulfito. Dentre os sintomas mais comuns
encontrados nos pacientes, observam-se convulsdes neonatais graves, encefalopatia e retardo
psicomotor. Os achados neuropatoldgicos incluem anormalidades dos ganglios basais e
encefalopatia grave com perda neuronal, além de desmielinizacdo da substancia branca
acompanhada de espongiose difusa e gliose (Bindu et al., 2011; Westerlinck et al., 2014,
Abedinzadeh, 2001; Baker et al., 2002). Considerando que diversos estudos tém sugerido que
0 acumulo de sulfito esta envolvido no aparecimento e progressdo dos achados clinicos e
neuropatologicos (Johnson e Duran, 2010; Ozturk et al., 2010), o objetivo deste trabalho foi o
de estudar os efeitos da administracao intraestriatal de sulfito sobre a estrutura e compactagéo
da mielina, e investigar se esse metabolito induz processo inflamatorio em estriado de ratos
jovens. Também avaliamos se 0 BEZ, um pan-agonista de receptores PPAR com potencial
efeito neuroprotetor, poderia prevenir os efeitos toxicos causados pelo sulfito.

Nossos resultados mostraram que o sulfito diminuiu os feixes e volume dos axénios,
como observado através da Fluoromielina e da marcacdo da MBP. O sulfito também reduziu a
intensidade da marcacdo da MBP. Esta proteina € um componente integral da mielina
responsavel pela adesdo das superficies citoplasmaticas da membrana dos oligodendrécitos
umas as outras, contribuindo para a formacdo, desenvolvimento e estabilidade da mielina
(Trapp e Kidd 2004; Harauz e Boggs, 2013). A isoforma mais comum em adultos, de 18kDa,
também medeia diferentes vias de sinalizacéo, e participa na manutencdo da homeostase de
calcio e na organizacdo do citoesqueleto celular (Harauz e Libich, 2009; Harauz e Boggs,
2013; Boggs e Rangaraj, 2000; Boggs et al., 2005, 2006, 2012; Boggs, 2006, 2011). Dessa

forma, visto que os feixes dos axonios estdo alterados e que a MBP esta diminuida, nossos
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achados indicam que a administracdo de sulfito causa dano a compactacdo e estrutura da
mielina.

No presente estudo ndo foram estabelecidos os mecanismos pelos quais o sulfito
causa dano a mielina. Contudo, em um trabalho realizado pelo nosso grupo foi verificado que
o sulfito induz a abertura do poro de permeabilidade transitoria mitocondrial e, assim, diminui
a capacidade da mitocondria em reter calcio (Grings et al., 2014), levando possivelmente a
elevacdo das concentragdes citosolicas desse cation. Visto que a calmodulina, quando ativada
por célcio, interage com a MBP e regula a sua interacdo com proteinas do citoesqueleto e da
membrana lipidica, pode-se especular que a elevacdo das concentracdes de célcio no citosol
induzida pelo sulfito possa desregular a interacdo calmodulina-MBP e causar a perda da
compactacdo da mielina. Além disso, dados da literatura evidenciaram que o sulfito aumenta a
producdo de radicais livres in vitro e in vivo (Grings et al. 2014; de Moura Alvorcem et al.,
2017), o que causa dano oxidativo em diferentes biomoléculas, incluindo proteinas. Dessa
forma, € possivel que os radicais livres gerados pelo sulfito possam causar dano oxidativo a
MBP ou até mesmo a proteinas do citoesqueleto, acarretando alteracdes na mielina.

Também verificamos que o sulfito aumentou tanto a fluorescéncia como a densidade
de células que expressam NG2. O NG2 é encontrado principalmente nas CPOs e, portanto, €
considerado um marcador de remielinizacdo (Adieli e Adieli, 2017). Ainda é importante
considerar que, quando comparadas a outras celulas constituintes da glia, as CPOs sé@o as
primeiras a reagir a danos na mielina e as que apresentam maior taxa de proliferacdo em
resposta a desmielinizacdo (Watanabe et al., 2002; Cenci di Bello et al., 1999; Adieli e
Adieli, 2017). Esses achados, portanto, sugerem que o0 aumento de NG2 pode ser um
mecanismo adaptativo do estriado em resposta ao dano causado pelo sulfito. Nesse contexto,
estudos anteriores ja mostraram que a elevacdo dos niveis de NG2 causada por determinados

insultos que causam desmielinizagdo, tais como lesdes na coluna vertebral e esclerose
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multipla, tem o objetivo de induzir remielinizacdo nas areas afetadas (Watanabe et al., 2002;
Cenci di Bello et al., 1999; Adieli e Adieli, 2017).

Avaliamos a seguir os efeitos da administracdo do sulfito sobre parametros
indicativos de processo inflamatorio em estriado de ratos. O sulfito aumentou a marcacao da
Ibal, bem como o numero de células expressando essa proteina. Visto que essa proteina é
encontrada na micrdglia, os chamados macrofagos residentes do SNC, pode ser sugerido que
esse metabolito induz ativacdo microglial e inflamacéo. Isso esta de acordo com observacdes
de nosso grupo mostrando que o sulfito causa reatividade glial, uma condicdo de resposta a
dano cerebral visando a protecdo de células, principalmente neurdnios, por aumentar a
marcacdo de S100B e GFAP, proteinas marcadoras de astrocitos (Anderson e Sofroniew,
2014; Sofroniew e Vinters, 2010; Grings, 2017). E importante também destacar que o0s
astrocitos, juntamente com a microglia, sdo as principais células ativadas durante processos
neuroinflamatdrios (McNeela et al., 2017). Além disso, 0 aumento da Ibal causado pelo
sulfito corrobora ao fato de esse metabolito também aumentar a marcacdo do NG2, ja que a
elevada resposta proliferativa das CPOs € comumente observada em casos de inflamacéo
acompanhada de desmielinizacdo (Cenci di Bello et al., 1999; Franklin, 2002).

O NFkB é um fator de transcricdo ubiquo que tem importante papel na resposta
imune inata induzindo a producdo de ou sendo induzido por citocinas inflamatdrias. Desse
modo, estudamos os efeitos do sulfito sobre os niveis de RNAm tanto do NFkB quanto das
citocinas pro-inflamatdrias TNF e IL-1p. O sulfito aumentou os niveis de RNAm do NFKB, o
que corrobora ao fato desse metabolito ter aumentado a marcagdo da lbal, porém néo
modificou os niveis do RNAm das duas citocinas avaliadas. Apesar de ndo determinarmos as
razBes pelas quais os niveis de RNAm das citocinas ndo foram alterados, pode ser especulado
que, em nossas condicdes experimentais, o sulfito é capaz de induzir um aumento apenas

agudo dessas citocinas seguido da diminuicdo desses niveis. Reforcando tal hipotese,
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Yamawaki e colaboradores (2018) demonstraram que a administracdo intraperitoneal de
lipopolissacarideo (5 mg/kg) aumentou os niveis de citocinas pré-inflamatorias em cérebro de
camundongos 2 h apos a injecdo, porém esses niveis diminuiram 24 h ap6s a administragéo.
Por outro lado, deve ser considerado que ja foi observado em outros estudos que os niveis de
RNAmM nédo necessariamente correlacionam com os niveis de determinadas proteinas (Liu et
al., 2016; Payne, 2015). Assim, temos como perspectiva avaliar o efeito da administracdo de
sulfito, em diferentes tempos de eutanasia dos animais, sobre o conteddo protéico dessas
citocinas, os niveis de RNAmM e o conteido dessas proteinas.

Além disso, investigamos os efeitos de um pré- e pos-tratamento com BEZ nos
animais que receberam a administracdo intraestriatal de sulfito a fim de avaliar se essa
molécula com potencial neuroprotetor poderia prevenir os efeitos toxicos do sulfito. O pré- e
0 poés-tratamento com BEZ preveniram a diminuicdo tanto dos feixes de axdnios quanto da
marcacdo da MBP induzida pelo sulfito. J& o pds-tratamento também preveniu o aumento de
Ibal e do NG2. Apesar de o pré-tratamento com BEZ ndo ter prevenido estatisticamente o
efeito do sulfito sobre a marcacdo de Ibal, nossos resultados mostram que ha uma tendéncia
para um efeito protetor do BEZ sobre esse parametro nessas condic¢des. Visto que 0 BEZ é um
pan-agonista de receptores PPAR que influencia na regulacdo da expressdo de enzimas
antioxidantes, esses resultados reforcam a nossa hipotese de que o sulfito causa alteracdes na
mielina e também neuroinflamacdo através do aumento na producédo de radicais livres. Ainda
pode ser sugerido que o sulfito causa os efeitos toxicos acima descritos por induzir disfuncdo
mitocondrial visto que o BEZ ativa 0 eixo PPAR-PGC-la que regula a biogénese
mitocondrial (Desvergne e Wahli, 1999). Em consonancia com isso, Grings e colaboradores
(2017) demonstraram que a administragcdo de sulfito causa dano mitocondrial e altera as
defesas antioxidantes em estriado de ratos, e que esses efeitos foram prevenidos pelo pré-

tratamento com BEZ. Outros trabalhos também mostraram que alteragcdes na mielina podem
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ser causadas por estresse oxidativo induzido nos oligondendrdcitos, levando até mesmo a
morte dessas células (Back et al., 1998; Adiele e Adiele, Article in press).

Outro ponto a ser considerado é que foram utilizadas no presente estudo duas doses
de BEZ, de 30 e 100 mg/kg/dia, com o objetivo de avaliar se essa molécula exerceria um
efeito protetor com perfil dose-dependéncia frente a toxicidade do sulfito. No entanto, essa
dose-dependéncia ndo foi observada em alguns parametros, tais como na marcacdo do NG2, o
que pode ser devido ao fato de que o BEZ influencia diferentes vias de sinalizacdo, incluindo
vias que regulam a expressdo de defesas antioxidantes, processos inflamatorios e
sobrevivéncia ou morte celular (Desvergne e Wahli, 1999). Portanto, € possivel que a
modulacdo diferenciada do BEZ sobre vias de sinalizacdo distintas leve a efeitos
diferenciados sobre os parametros analisados.

Nossos resultados evidenciam, pela primeira vez na literatura, que a administracao de
sulfito causa dano a mielina e neuroinflamacdo em estriado de ratos. Assim, pode ser
presumido que esses mecanismos patologicos possivelmente contribuem para o dano nos
ganglios basais observado nos pacientes com deficiéncia da SO. Nossa hipétese é de que o
dano exercido sobre a mielina e a inflamacdo induzidos pelo sulfito se deve ao aumento na
producdo de radicais livres e alteracdes na funcdo mitocondrial. Além disso, considerando que
0 BEZ exerceu um importante papel protetor em nosso modelo, temos a expectativa de que
essa molécula possa ser um importante candidato a adjuvante na terapia para a deficiéncia da

SO.

111.2. CONCLUSOES

e A administracdo de sulfito diminuiu a marcagdo da Fluoromielina e MBP em

estriado de ratos, indicando dano a estrutura e compactagdo da mielina.
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A administracdo de sulfito aumentou a marcacdo de NG2 em estriado, 0 que
sugere indugédo de remielinizacéo.

A administracdo de sulfito aumentou a marcacao de Ibal e os niveis do RNAmM
de NFkB em estriado, indicando reatividade glial e inducdo de inflamacdo em
estriado.

A administracdo de sulfito ndo alterou os niveis do RNAm das citocinas TNF e
IL-1B em estriado.

O pré-tratamento com BEZ preveniu as alteragdes na marcacdo da
Fluoromielina, MBP e Ibal induzidas pelo sulfito em estriado.

O pos-tratamento com BEZ preveniu as alteragdes na marcacdo da

Fluoromielina, MBP, Ibal e NG2 induzidas pelo sulfito em estriado.

111.3. PERSPECTIVAS

Avaliar os efeitos da administracdo de sulfito (2umol) sobre os niveis de RNAm
e conteudo proteico do NFkB, TNF e IL-1B em estriado de ratos eutanasiados 1
ou 3 dias apos a injecdo do sulfito.

Avaliar os efeitos do pré- e pos-tratamento com BEZ (30 ou 100 mg/kg/dia)
sobre as possiveis alteracdes detectadas nos niveis de RNAm e contetdo
proteico do NFkB, TNF e IL-1p causadas pelo sulfito (2umol) em estriado de
ratos eutanasiados 1 ou 3 dias apds a injecdo do metabolito.

Avaliar os efeitos do pré-tratamento com BEZ (30 ou 100 mg/kg/dia) sobre o
aumento da marcacdo do NG2 induzido pela administracdo de sulfito (2umol)

em estriado de ratos eutanasiados 7 dias apo6s a injecédo de sulfito.
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