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Resumo

A deficiéncia de sulfito oxidase € uma doenga autossdmica recessiva que afeta o
metabolismo da metionina e cisteina. Os individuos afetados comumente apresentam,
no periodo neonatal, convulsdes refratdrias, retardo mental e desordens do movimento
cuja fisiopatologia é desconhecida. Os distirbios no desenvolvimento e o dano cerebral
podem ocorrer como resultado do acimulo tecidual de sulfito no cérebro. Os objetivos
deste estudo foram verificar os efeitos in vitro e in vivo do sulfito sobre alguns

parametros de estresse oxidativo (avaliacdo de lipoperoxidacdo e capacidade

antioxidante tecidual) e sobre a atividade da Nat, Kt-ATPase em cértex cerebral,

estriado e hipocampo de ratos. Primeiramente, verificamos o efeito in vitro do sulfito

sobre o estresse oxidativo e a Nat, KT-ATPase em cérebro de ratos de 10 e 60 dias.
Posteriormente, nos estudos in vivo, investigamos o efeito da administracio
intracerebroventricular de sulfito sobre os parametros estudados in vitro. Os estudos in
vitro demonstraram uma ac¢do direta do sulfito (500uM) na inducdo de estresse
oxidativo verificada pela reduc¢do na atividade da catalase e aumento da peroxidacao
lipidica, enquanto que nos estudos in vivo o sulfito ndo alterou a atividade das enzimas
antioxidantes, TRAP ou TBARS. Tanto nos estudos in vitro como in vivo, o sulfito
mostrou-se incapaz de alterar a atividade da Na',K*-ATPase. Nossos resultados, em
conjunto, ndo excluem o potencial efeito neurotéxico do sulfito na fisiopatologia da
doenca. O conhecimento dos niveis deste composto no cérebro pode evidenciar além da
condicdo de estresse oxidativo, o comprometimento de outras vias metabdlicas
importantes no funcionamento cerebral e podem apontar estratégias terapéuticas na

prevencao dos efeitos neurologicos da deficiéncia de sulfito oxidase.
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Abstract

The sulfite oxidase deficiency is a rare autosomal recessive disorder affecting
the metabolism of methionine and cysteine. Affected individuals commonly present in
the neonatal period intractable seizures, mental retardation and movement disorder
which the physiopathology is unknown. The disturbed development and damage to the
brain might occur as a result of tissue accumulation of sulfite in the cerebro. The
objectives of this study was to investigate the in vitro and in vivo effects of sulfite on

some parameters of oxidative stress (lipoperoxidation and antioxidant capacity) and on
Nat, K*-ATPase activity in cerebral cortex, striatum and hippocampus from rats.

Firstly, we verified the in vitro effects of sulfite on oxidative stress and Nat, K*-
ATPase in brains from 10 and 60 days old rats. In the subsequent events, in the in vitro
studies, we investigated the effect of intracerebroventricular injection of sulfite on the
same parameters studied in vitro. The in vitro studies showed a direct action of sulfite
(500 uM) in the induction of oxidative stress through the decrease of catalase activity
and increase of peroxidation lipid, while the in vivo studies didn’t alter the antioxidants
enzyme activity, TRAP or TBARS. Both in vitro and in vivo studies, showed that sulfite
was incapable to disturb the Na® K'™-ATPase activity. Our results, together, don’t
exclude the potencial neurotoxic effect of sulfite in the physiopathology of disease. The
kwonledge of levels from this compound in the brain can show over there the oxidative
stress, the compromise of others metabolic patways important to the brain function and
can to lead to strategies therapeutics in the prevention of neurologic effects on sulfite

oxidase deficiency.
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ATP - Adenosina trifosfato
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1. INTRODUCAO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo

O termo Erros Inatos do Metabolismo (EIM) foi introduzido em 1908 por Achibald
Garrot. Os EIM representam um subgrupo de doencas genéticas de heranga autossdmica
recessiva caracterizadas por disfun¢do de uma proteina, geralmente uma enzima, envolvida
no metabolismo celular. Até o momento, aproximadamente 500 doengas diferentes foram
identificadas, representando um terco das doencgas genéticas (El Husny & Fernandes-
Caldato, 2006). Os EIM apresentam-se relativamente freqiientes em seu conjunto, podendo
atingir 1 em 100 nascidos vivos (Scriver et al., 2001). Estes nimeros podem representar
niao s6 a raridade dos distirbios, mas também, a subestimagdo dos diagndsticos. Estas
doencas podem afetar muitos 6rgdos, incluindo figado, rim, coragdo e musculo, entretanto,
na maioria dos casos envolvem o sistema nervoso central e podem apresentar desordens
neuroldgicas. Os primeiros sintomas clinicos normalmente se manifestam na infancia, mas
em alguns casos podem aparecer na adolescéncia ou idade adulta (Giugliani, 1988).

Os EIM podem ser classificados em trés grupos:
Grupo I — Erros inatos do metabolismo intermedidrio que culminam com intoxicagdo aguda
ou cronica. Neste grupo estdo incluidos os erros inatos do catabolismo dos aminoécidos e
as aciddrias organicas.
Grupo II — Deficiéncia na producao e utilizacdo de energia pelos tecidos. Este grupo pode

ser dividido em defeito da cadeia respiratdria mitocondrial e acidemias lacticas congénitas.



Grupo III — Distuarbios de sintese e catabolismo de moléculas complexas. Todas as doencas
de armazenamento lisossomal, doengas peroxissomais sdo enquadradas neste grupo
(Saudubray et al., 2006)
O tratamento dos EIM pode ser abordado de diferentes formas:
® reposi¢cdo enzimdtica para substituir a enzima deficiente;
e estimulacdo da atividade enzimadtica residual ou caminhos alternativos através de
cofatores ou sobrecarga de substratos;
¢ reducdo da concentracdo do composto toxico através de restricdo dietética ou por
inibi¢ao da sintese deste composto ou ainda pelo uso de quelantes ou drogas;

® reposi¢cdo do composto metabdlico deficiente (Sedel et al., 2007).

1.2 Erros Inatos do Metabolismo dos Aminoacidos

As aminoacidopatias sdo distirbios do metabolismo dos aminodcidos que
repercutem na sua degradagdo, sintese ou transporte. Estes disturbios sdo causados pelo
funcionamento deficiente de uma enzima envolvida na conversdo de um aminodcido em
outro ou na via catabllica desse aminodcido. Como conseqiiéncia, hd aumento da
concentracdo do precursor situado antes do bloqueio da via metabdlica e diminuicdo da
concentracdo do produto apds o bloqueio. Os mecanismos de producio das doengas podem
ser devido ao acumulo de substrato ou a falta do produto. Essas doencas quando ndo
diagnosticadas e tratadas precocemente causam seqiielas graves (Scriver et al., 2001).

Dentre as aminoacidopatias, encontram-se as desordens metabdlicas dos

aminodcidos contendo enxofre, que compreendem defeitos relacionados a rota de

metaboliza¢do da metionina.



1.2.1 Metabolismo dos Aminoacidos Sulfurosos

Os aminodcidos contendo enxofre, metionina (Met) e cisteina (Cys), sdo
normalmente consumidos como componentes da dieta protéica. Esses amimodcidos sdo
utilizados para sintese de proteinas e glutationa (GSH) ou catabolizados a taurina e sulfato.
A quantidade de aminodcidos sulfurosos catabolizados diariamente € essencialmente
equivalente a ingesta didria (Stipanuk, 2004).

O metabolismo da Met envolve duas vias: remetilagdo e transsulfuracdo. A via da
remetilacdo utiliza metilenotetrahidrofolato ou betaina como doadores de metila formando
o ciclo da metionina que tem a funcdo de manter os niveis de metionina. Entretanto, a
seqiiéncia de transsulfuracdo - cistationina sintase e cistationase - serve para catabolizar
irreversivelmente a metionina sintetizando cisteina. Os mecanismos de regulacdo dessas
vias dependem das propriedades cinéticas e do contetido tecidual enzimdtico, bem como da
concentracao dos substratos e de outros efetores metabdlicos (Finkelstein, 2007).

Virias doengas metabdlicas da via de transsulfuragdo sdo conhecidas, entre elas
hipermetioninemia, homocistindria, cistationintria, beta-mercaptolactato  cisteina
dissulfidedria e deficiéncia de sulfito oxidase (Haraguchi, 1992).

Este trabalho enfoca um EIM de aminodcidos sulfurosos denominado deficiéncia
de sulfito oxidase.

A sulfito oxidase (EC 1.8.2.1) (SOX) catalisa a reacdo de sulfito a sulfato, reacdo
terminal na degradacdo oxidativa dos aminodcidos contendo enxofre. A sulfito oxidase é
uma enzima intracelular localizada no espago intermembrana da mitocondria. O gene da
sulfito oxidase estd localizado no cromossomo 12 na regido 12q13.2-12q13.3. Essa enzima,

uma molibdohemoproteina de 466 aminodcidos, estd envolvida na transferéncia de elétrons



do sulfito para a cadeia de transporte de elétrons via citocromo C (Johnson et al, 2002).
Dezesseis diferentes mutacdes patogénicas e 1 polimorfismo ja foram identificados no gene
da sulfito oxidase (Tan et al, 2005).

A enzima sulfito oxidase exibe uma larga distribuicdo em tecidos de mamiferos, e
mostra diferencas significantes na atividade em uma mesma espécie. Tecidos como figado,
rim e coracdo possuem alta atividade da sulfito oxidase, enquanto que o cérebro e o baco
apresentam atividade muito baixa dessa enzima. As células neuronais podem, portanto, ser
consideradas especialmente vulnerdveis ao sulfito devido a baixa atividade da sulfito
oxidase (Woo et al., 2003).

Citocromo c
(reduzido) Mo (VI) Fe (II1)

503= + HED
Citocromo ¢ S04 +2H"
(oxidado)
Mo (VI) Fe (I} Mo (IV) Fe (lll)
Mo (V) Fe (I} Mo (V) Fe (Il)
Citocrothocromo c
(reduzido) (oxidado)

Figura 1. Representacio esquematica da reacdo catalisada pela enzima sulfito oxidase.

(Adaptado de Garret e colaboradores, 1998).

Existem diferencas significantes na atividade da sulfito oxidase entre as espécies. A
atividade da sulfito oxidase em figado de ratos é aproximadamente vinte vezes maior que a

enzima hepatica humana (Tejnorova, 1978).



1.3 Deficiéncia de Sulfito Oxidase

1.3.1 Conceitos
A deficiéncia de sulfito oxidase é uma doenga autossdOmica recessiva rara que se
manifesta por deterioragdo neuroldgica severa e morte na infancia. O primeiro caso dessa

doenca foi descrito em 1967 (Mudd et al, 1967).
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Figura 2. Deficiéncia de sulfito oxidase. (Adaptado de Telles Filho, 2004).

A deficiéncia de sulfito oxidase pode ocorrer por defeito especifico da enzima ou
pela auséncia do cofator funcional, molibdénio. Foram descritos aproximadamente 50 casos
de deficiéncia de sulfito oxidase em todo mundo, entretanto, é pequeno o nimero de

pacientes vivos devido a natureza letal da doenga (Hobson et al, 2005).

1.3.2 Sinais e Sintomas:
Os individuos afetados pela deficiéncia de sulfito oxidase apresentam, no periodo

neonatal, convulsdes refratdrias, retardo mental e psicomotor, espasticidade, microcefalia e



deslocamento da lente ocular (Chan et al, 2002). Imagens de ressonancia magnética em
pacientes com essa doenca revelam padrdo similar a encefalopatia hipdxica-isquémica,
caracterizada por destrui¢do progressiva do tecido cerebral. Sinais de anormalidades em
ganglios da base, tdlamo, corpo caloso e cortex cerebral, além de alteragdes multicisticas na
substancia branca, foram demonstradas nos casos reportados da doenca (Dublin et al,
2002). Em exames neuropatologicos podem ser visualizados edema cerebral, perda
neuronal e desmielinizacdo acompanhados por gliose e espongiose difusa (Johnson &

Duran, 2001).

1.3.3 Achados Laboratoriais

Na investigacdo dos marcadores bioquimicos em pacientes com deficiéncia de
sulfito oxidase, observa-se o acimulo tecidual de sulfito e reducdo da producgdo de sulfato.
A presenca de niveis elevados de sulfito ativa rotas metabdlicas alternativas através da
degradacdo da cisteina provocando elevagdes plasmdticas e urindrias de S-sulfocisteina,
tiosulfato e taurina. A S-sulfocisteina € formada pela reacdo de oxidacdo direta do sulfito
com cisteina, enquanto que o tiosulfato € produto das reacdes de transaminacido e

transsulfuragdo da cisteina (Johnson & Duran, 2001).
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Figura 3. Vias metabdlicas alternativas da cisteina. (Adaptado de Edwards e colaboradores,

1999).

O diagnostico pré-natal pode ser realizado pelo teste da atividade da sulfito oxidase
ou pela andlise de mutagdes ao DNA em amostras de vilosidades coridnicas coletadas entre

11 -14 semanas de gestacdao (Hobson et al, 2005).

1.3.4 Patog€nese

Nao existem evidéncias bem documentadas as quais definam as bases bioquimicas
associadas a patologia da deficiéncia de sulfito oxidase. Os danos neurolégicos podem ser
resultado do acimulo de metabdlitos téxicos ou do déficit no produto da reacdo. Dessa
forma, tem-se postulado que o sulfito possa ser responsdvel pelo dano cerebral encontrado

nessa doenca. A passagem do sulfito do plasma através da barreira hematoencefalica ndo €



conhecida, entretanto, sabe-se que a sulfito oxidase estd presente no cérebro humano,
sugerindo que a rota de metabolizacdo dos aminodcidos de enxofre estd operante e que hd

producdo de sulfito cerebral (Johnson & Duran, 2001).

1.35 Tratamento

Terapias efetivas na deficiéncia de sulfito oxidase ndo estdo disponiveis. A
administracdo de dietas restritas em aminodcidos contendo enxofre e suplementagdo com
sulfato ou molibdato tem produzido respostas bioquimicas positivas, mas sem melhora

clinica (Johnson & Duran, 2001).

1.4 Sulfito

O corpo humano estd exposto ao sulfito (SO5>) endégeno e exégeno. Consideravel
quantidade de sulfito é gerada in vivo pelo catabolismo dos aminodcidos contendo enxofre,
cisteina e metionina. Fontes exdgenas de sulfito sdo encontradas em alimentos, bebidas e
produtos farmacéuticos onde esse age como conservante, exercendo ac¢do antioxidante e
antimicrobiana. Cinco sais de sulfito sdo comumente utilizados como conservantes:
metabissulfito de sédio (NaxS,0s), metabissulfito de potassio (K2S20s5), bissulfito de sédio
(NaHSO3), sulfito de potéssio (K,SOs3) e sulfito de sédio (NaS,03) (Elmas et al., 2005). A
toxicidade ao sulfito também pode resultar da exposi¢do ao didéxido de enxofre, um
poluente ambiental liberado na atmosfera a partir da combustao de combustiveis fosseis. O
diéxido de enxofre € convertido a sulfito apés contato com os fluidos das vias aéreas
(Harvey & Nelsestuen, 1995). A exposicdo ao diéxido de enxofre tem sido associada a

complicagdes respiratorias principalmente em pacientes asmdticos (Bascom et al., 1996).
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Sob condi¢gdes normais os organismos vivos possuem altos niveis de sulfito oxidase,
porém, a concentracdo ou a atividade dessa enzima pode diminuir com a idade ou em certas
doengas, como na Sindrome de Down (Constantin et al., 1996). Pacientes com insuficiéncia
renal cronica (CRF) apresentam niveis elevados de sulfito sérico (pacientes normais = 1,55
+ 0,54 uM e pacientes com CRF = 3,80 = 3,32 uM). A elevagdo cronica dos niveis de
sulfito pode contribuir para disfuncdo de o6rgdos e tecidos em pacientes com CRF
(Kajiyama et al., 2000).

A ingesta didria de sulfito estabelecida pela Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives é de 0 - 0,7 mg/Kg de peso corporal (1974).

Se ingerido ou gerado endogenamente, o sulfito deve ser detoxificado devido as

suas propriedades toxicas.

1.5 Sulfito e danos cerebrais

Pesquisadores da Universidade Nacional de Singapura, analisando células renais de
cdes (Vincent et al., 2004) e cultura de células neuronais de ratos (Zhang et al., 2004)
verificaram que concentracdes micromolares de sulfito atuam negativamente sobre a
biossintese de ATP através da inibicilo da enzima glutamato desidrogenase,
comprometendo, dessa forma, o complexo I da cadeia de transporte de elétrons. Esses
trabalhos corroboram com a hipétese de que o alvo de agdo do sulfito pode ser a
mitocondria.

Estudos desenvolvidos em institutos chineses de medicina ambiental e toxicologia,
verificaram que o sulfito é capaz de modular canais de K em neurénios da regido CA1 do

hipocampo. Esse composto aumentou o efluxo de potdssio reduzindo a excitabilidade
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neuronal e evidenciando injuria similar a hipdxia/isquemia em processo pré-apoptotico. Os
mecanismos de acdo do sulfito podem estar relacionados a um aumento do numero de
canais de K ou a inducdo de mudangas no estado redox do canal (Du & Meng, 2004a e
Meng & Nie, 2005). Este grupo de pesquisadores analisou também o efeito do sulfito sobre
canais de Na' tetrodotoxina sensiveis e resistentes em culturas de neurdnios de ganglios da
raiz dorsal, observando aumento do influxo de Na®, aumento do estado despolarizado da
célula e da excitabilidade e, conseqiientemente toxicidade neuronal (Du & Meng, 2004b).
Trabalhos posteriores investigaram a a¢do do sulfito sobre canais de célcio e sobre o
trocador Na*/Ca®* em midcitos cardiacos de ratos. Os resultados mostraram que o sulfito é
capaz de induzir uma sobrecarga de Ca”" intracelular, aumentando a contratilidade cardiaca
através do aumento da amplitude da corrente de Ca** e da inibicio do movimento de Na* e
Ca’" via trocador (Nie & Meng, 2006; Nie & Meng, 2007).

Estudos realizados em linhagens de células neuronais, evidenciaram um efeito
toxico sinergistico do sulfito e peroxinitrito. O sulfito em concentracdes de 10 — 50 uM foi
capaz de potenciar a perda de viabilidade da célula neuronal induzida por peroxinitrito. A
reacdo do sulfito e peroxinitrito pode resultar na producdo de radicais livres de enxofre e
oxigénio (Reist et al., 1998).

O sulfito (500 uM) adicionado as solug¢des de 6xido nitrico (NO) e seus derivados é
capaz de reagir com esses compostos afetando a habilidade do NO em exercer suas fungdes
fisiolégicas de segundo mensageiro, bem como sua capacidade de inibi¢do da agregacdo
plaquetéria. A causa da toxicidade do sulfito também pode estar relacionada as alteracdes
nos processos de sinalizac¢do celular via NO (Harvey & Nelsestuen, 1995).

Trabalhos realizados em cultura de células de mastdcitos de ratos mostraram que o

sulfito nas concentragdes de 0,5 e 5,0 mM aumentou a formagdo de radicais livres. Esse

12



estudo aponta a NADPH oxidase como fator chave na resposta oxidativa ao sulfito
(Christopher et al., 2006).

Evidéncias mostram que a ingestdo subcronica de sulfito (520 mg/Kg/dia) produz
lipoperoxidacdo e alteragdes na atividade da enzima glutationa peroxidase em figado, rim e
cérebro de ratos. Esses resultados confirmam a atividade pré-oxidante do sulfito (Elmas et
al., 2005; Derin et al., 2006). Mecanismos de lipoperoxidacao induzidos por sulfito (8032')
foram investigados em emulsdes de propofol. O SO;* sofre oxidacdo a radical sulfito
(SO5’) e esse, pode reagir com oxigénio para formar espécies de sulfito oxidadas, tais como
radical peroxil sulfito (SO;00°) e o radical anion sulfato (SO4 °) que por sua vez reagem
com os lipidios. O radical sulfito também pode reagir diretamente com lipidios resultando
na formag¢do de radical alquil lipidico (L °), que na preseng¢a de oxigénio pode formar
radicais peroxil lipidico (LOO °). O radical peroxil lipidico retira dtomos de hidrogénio de
dcidos graxos insaturados para formar hidroperéxido de lipidio (LOOH) e outro radical L.
A propagagdo da reagdo ocorre entre o sulfito e o radical alquil lipidico gerando mais
radicais sulfito (Baker et al., 2002).

Trabalhos realizados em membranas lipossomais sugerem a agdo do sulfito nos
sitios de insaturacdo dos lipidios da membrana, comprometendo suas propriedades de
absorcdo e solubilidade (Finch & Southerland, 1988).

Dados da literatura demonstram a agdo toxica do sulfito através do ataque as pontes
dissulfeto e a reacdo com grupos SH livres (Johnson & Duran, 2001).

Alguns trabalhos foram desenvolvidos para avaliar o efeito do sulfito sobre a
expressao de genes relacionados a apoptose. A andlise de pulmdes de ratos submetidos a

inalacdo de diéxido de enxofre mostraram aumento dos niveis de promotores de apoptose e
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reducdo dos niveis de repressores de apoptose, o aumento da atividade da caspase 3 foi
também observado (Bai & Meng, 2005).

Estudos recentes confirman a agdo genotoxica do sulfito. A administragdo
intraperitoneal (i.p.) de sulfito (125-500 mg/kg de peso corporal) induziu dano ao DNA em
varios oOrgdos de camundongos, inclusive no cérebro. Sugere-se que 0S mecanismos
envolvidos estejam relacionados a produgdo de radicais livres capazes de romper as fitas do
DNA e/ou induzir mutacdes (Meng et al., 2004). Essas evidéncias corroboram com outras
pesquisas mostrando que o sulfito aumenta a freqii€ncia de aberracdes cromossomicas,
troca de crométides irmads e o aparecimento de microntcleos, um indicador de perda da

capacidade de reparo do DNA (Meng et al., 1990; Meng et al., 2002).

Alguns achados indicam que baixas concentragdes de sulfito estimulam neutréfilos
a produzir anions superoxido pela ativacdo da NADPH oxidase através da via de
transducdo de sinal envolvendo proteina cinase C e Ca**/calmodulina (Beck-Speier et al.,

1993).

A administracdo i.p. de sulfito induziu morte neuronal e exacerbacdo da
neurotoxicidade por agentes excitotdxicos em cérebro de ratos (Baud et al., 2001). Altas
taxas de mortalidade foram observadas apds administracdo i.p. de sulfito. Em todos os
casos a morte foi precedida de prostragdo e convulsdes, indicando que o efeito imediato do

sulfito pode ser diretamente no SNC (Cohen et al., 1973).

Ozturk e colaboradores (2006) demonstraram que o sulfito pode interferir na

regulacio de receptores NMDA. Além disso, alguns trabalhos mostraram que a inalagdo de
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dioxido de enxofre pode prejudicar a func@o cognitiva em ratos jovens € sugerem como

possivel mecanismo, as alteragdes em canais 10nicos (Yargicoglu et al., 2006).

1.6 Proteina Na",K*-ATPase

A Na',K*-ATPase é uma proteina integral de membrana, essencial para o
funcionamento normal das células dos mamiferos. Essa enzima utiliza a energia da
hidrélise do ATP para translocar fons Na* e K* através da membrana plasmética contra o
seu gradiente eletroquimico (Kaplan, 2002). A bomba Na* e K" est4 presente em altas
concentra¢des no neurdnio, onde mantém o gradiente idnico necessario para a condugdo do
impulso nervoso (McGrail et al., 1991). Este transporte ativo de sddio e potdssio €
responsdvel pela diferenciagio e sobrevivéncia celular (Yu, 2003). A Na® K'-ATPase
consome 40 — 60 % do ATP formado no cérebro e sua atividade estd relacionada a
alteracOes na fluidez da membrana (Ericinska & Silver, 1994).

A inibi¢do da atividade da Na",K*-ATPase estd relacionada a diversas patologias do
sistema nervoso central, tais como isquemia (Wyse et al., 2000) epilepsia (Grisar, 1984),
Parkinson e outras doengas neurodegenerativas (Kumar & Kurup, 2002; Lee, 1993).

Pelo menos dois mecanismos podem estar envolvidos na inibi¢do da Na',K'-
ATPase. A enzima pode ser inativada indiretamente por alteragdes na microestrutura da
membrana (Jamme et al, 1995) ou diretamente por modificagdes da molécula polipeptidica
da proteina (Boldyrev & Bulygina, 1997).

A Na’ K'-ATPase representa um alvo importante de radicais livres. O efeito
inibitério dos radicais livres sobre a atividade dessa enzima tem sido associado ao dano

neuronal (Dobrota et al, 1999).
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Estudos realizados em nosso laboratério tém demonstrado o efeito inibitério de
alguns aminodcidos na atividade da Na",K'-ATPase em membrana sindptica cerebral
(Pontes et al., 1999; Streck et al., 2002; Franzon et al., 2003; Wyse et al., 1995). Neste
contexto, alguns autores t€m demonstrado o efeito de aminodcidos contendo enxofre; tais
como: metionina (Stefanello et al, 2005) e homocisteina (Wyse et al, 2002), sobre a
reducdo da atividade da Na",K*-ATPase. Além disso, se tem verificado a correlagdo desse

efeito inibitorio ao aumento do estresse oxidativo.
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Figura 4. Ciclo catalitico da enzima Na+,K+-ATPase. (Adaptado de Lehninger e colaboradores, 1999).

1.7 Estresse Oxidativo
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As espécies reativas de oxigénio (ERO) podem ser geradas de forma endogéna
durante o metabolismo celular, ou de forma exdgena, como por exposicio a drogas
(Beckman & Ames, 1998). As ERO podem interagir diretamente com a maquinaria
molecular com subseqiientes modificagdes quimicas e funcionais destas moléculas ou
podem interagir indiretamente através de modificacio oxidativa do ambiente da
macromolécula (Stark, 2005). As ERO tém sido associadas aos danos a estrutura das
biomoléculas DNA, lipidios, carboidratos e proteinas, além de outros componentes
celulares.

O estresse oxidativo, o qual é decorrente de um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes e os radicais livres, pode estar relacionado a inimeras doencas; tais como:
aterosclerose, cancer, doenca de Alzheimer e outras doencas neurodegenerativas cronicas.

Um numero crescente de situagdes patoldgicas envolvendo o SNC, incluindo
doengas neurodegenerativas, convulsdes, isquemia/reperfusio e deméncia, t€m sido

associadas ao estresse oxidativo (Halliwell, 2006a).
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2. OBJETIVOS GERAIS

Partindo da observacdo de que os pacientes com deficiéncia de sulfito oxidase
apresentam sintomatologia neuroldgica severa e considerando as evidéncias da literatura
apontando o sulfito como principal candidato ao dano neural, decidimos avaliar o
envolvimento do sulfito sobre alguns parametros bioquimicos em cérebro de ratos.

Esse trabalho teve como objetivos:

1 - Verificar o efeito in vitro do sulfito sobre a atividade da Nat,KT-ATPase e sobre
alguns parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos jovens e adultos.
2 - Verificar o efeito da administracdo intracerebroventricular de sulfito em cérebro de

ratos adultos.

Este trabalho esté dividido em dois capitulos:

Capitulo I — Resultados apresentados como artigo cientifico

Capitulo II — Resultados ndo submetidos a publicagdo
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3. CAPITULO I - ARTIGO

Sulfite increases lipoperoxidation and decreases the activity of
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Sulfite increases lipoperoxidation and decreases the activity
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Abstract The main objective of this study was to investigate the in vitro effects of
sulfite, a metabolite accumulated in isolated sulfite oxidase deficiency, on Na ", K *-
ATPase activity and on some parameters of oxidative stress, namely thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS) and catalase activity (antioxidant enzyme) in
cerebral cortex, striatum and hippocampus from 10- and 60-day-old rats. Results
showed that 500 puM sulfite significantly increased TBARS and reduced catalase
activity in the cerebral structures studied from neonates and adults rats; in contrast,
sulfite did not alter Na*, K™-ATPase activity. Our present findings show that sulfite
increases lipid peroxidation and decreases antioxidant enzyme defenses in rat brain,
suggesting an induction of oxidative stress. We presumed that oxidative stress might
be, at least in part, associated with the neuronal dysfunction of patients affected by

isolated sulfite oxidase deficiency.

Keywords Sulfite oxidase deficiency - Metabolic disease - Sulfite - Oxidative stress

Introduction

Sulfite {S()Jz] is used as an anti-microbial and anti-oxidant agent in a variety of
drugs, and functions as a preservative in many food preparations (Derin et al. 2000).
On the other hand, if sulfite is ingested or produced in high concentration through
the metabolism of sulfur-containing amino acids of the animal it can cause cellular
toxicity (Ozturk ef al 2006). In this context a rare autosomal recessive disorder, the
isolated sulfite oxidase deficiency (ISOD), is caused by deficiency of sulfite oxidase

F. Chiarani - C. S. Bavaresco * C. 8. Dutra-Filho - C. A. Netto - A. T. 8. Wyse (&)
Departamento de Bioguimica, Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rua Ramiro Barcelos, 2600-Anexo,
CEP 90035-003 Porto Alegre, RS, Brazil

e-mail: wysef@uligs.br
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(EC 1.8.3.1), a soluble mitochondrial enzyme located in the intermembrane space
which metabolizes sulfite to sulfate (Johnson and Duran 2001). This disorder is
clinically characterized by severe neurological symptoms, including mental
retardation, intractable seizures, movement disorder with marked neuronal loss and
demyelination of white matter (Eyaid er al. 2005). Biochemically affected patients
present tissue accumulation of sulfite (Tan ef al. 2005; Johnson and Duran 2001).

The exact mechanisms underlying the brain dysfunction, particularly epilepsy and
mental retardation, are poorly understood in this disease. However, the neurological
dysfunction, commonly found in human ISOD, has been mainly attributed to an
increase of sulfite levels (Johnson and Duran 2001). Besides, it has been shown that
brain damage may be due to the accumulation of a toxic metabolite, possibly sulfite,
which is a strong nucleophile that can react with a wide varicty of cell components
(Feng ef al 2007). In addition to its antioxidant properties, sulfite has been shown to
exhibit pro-oxidant effects in different conditions (Kaplan er al. 1975; Baker er al.
2002). For instance, Southerland er al (1982) demonstrated that sulfite added to
emulsions of unsaturated fatty acids caused lipid peroxidation and formation of lipid
adducts.

The pro-oxidant activity of sulfite also has been shown in renal and hepatic cells
(Vincent er al 2004; Elmas et al. 2005). It has also been proposed that sulfite
radicals can act as a neurotoxic agent, especially in combination with peroxynitrite in
a rat mesencephalic cell line (Reist et al. 1998). To our knowledge, there is no
published data showing the effect of sulfite on oxidative stress in brain.

Na*, K'-ATPase (EC 3.6.1.37) is a membrane enzyme responsible for the
generation of the membrane potential in the central nervous system (CNS) necessary
to maintain neuronal excitability (Erecinska and Silver 1994). The Na', K'-ATPase is
inhibited by mercury sulfite (Chuu e al. 2001) and by free radicals (Jamme ef al. 1995;
Lees 1993).

Considering that the mechanisms involved in the brain damage of ISOD are poorly
known, in the present study we investigated the in vitro effects of different
concentrations of sulfite on some parameters of oxidative stress, namely thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS, an index of lipid peroxidation) and catalase activity
(an antioxidant enzyme), as well as on Na*, K*-ATPase activity, in cerebral cortex,
strigtum and hippocampus of 10- and 60-day-old rats. These cerebral structures were
used because they are important to memory modulation and patients affected by this
disease present cognitive dysfunction (Chan er al 2002; Edwards er al. 1999).

Material and methods
Animals and reagents

Ten-day-old and 60-day-old rats were obtained from the central Animal House
Department of Biochemistry, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil. Animals were maintained on 12/12 h light/dark cycle (lights on from 7 Am.
to 7 pM.) in air-conditioned constant temperature (22°C) colony room, and had free
access to a 20% (w/w) protein commercial chow and water. Animal care followed the
official governmental guideline in compliance with the Federation of Brazilian Society
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for Experimental Biology and was approved by Ethics Committee of the Federal
University of Rio Grande do Sul, Brazil. All chemicals were purchased from Sigma
Chemical CO., St. Louis, MO, USA.

Tissue and homogenate preparation

Animals were killed by decapitation without anesthesia, the brain was removed and the
cortex, hippocampus and striatum were dissected. For TBARS and CAT assay, the
structures were homogenized in ten volumes (1:10, w/v) of 1.153% KCI or in 20 mM
sodium phosphate, pH 7.4, containing 140 mM KC1, respectively. The homogenates were
incubated at 37°C for 1 h without and with 1-500 pM sodium sulfite. For Na*, K*-ATPase
assay, cercbral structures were homogenized in ten volumes (1:10 w/v) of 032 M
sucrose solution containing 5.0 mM HEPES and 0.1 mM EDTA, pH 7.4. After
homogenenization, synaptic plasma membranes were prepared as described below. The
isolated plasma membrane was incubated at 37°C for 1 h without and with 1-500 pM
of sodium sulfite and the activity of Na' K -ATPase was determined. The concentrations
of sodium sulfite were chosen according to Zhang and colleagues (2004).

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

TBARS, a measure of lipid peroxidation, was determined according to Esterbauer
and Cheeseman (1990). Briefly, homogenates were mixed with trichloroacetic acid
10% and thiobarbituric acid 0.67% and heated in a boiling water bath for 25 min.
TBARS was determined by the absorbance at 535 nm. Results were reported as
nmol of malonaldehyde per mg protein.

Catalase assay (CAT)

CAT activity was assayed by the method Aebi (1984). H,0, disappearance was
continuously monitored with a spectrophotometer at 240 nm for 90 s. One unit of the
enzyme is defined as 1 pmol of hydrogen peroxide consumed per minute and
specific activity was reported as units per mg protein.

Preparation of synaptic plasma membrane

Synaptic plasma membrane from cerebral cortex, striatum and hippocampus were
prepared according to the method of Jones and Matus (1974) with some modifications
(Wyse ef al 1995). The membranes were isolated using a discontinuous sucrose
density gradient consisting of successive layers of 0.3, 0.8 and 1.0 M. After
centrifugation at 69,000xg for 2 h, the fraction at the 0.8-1.0 M sucrose interface
was taken as the membrane enzyme preparation.

Determination of Na',K'-ATPase activity

The reaction mixture for the Na' K'-ATPase assay contained 5.0 mM MgCl,,
80.0 mM NaCl, 20.0 mM KCI and 40.0 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, in a final
volume of 200 pL. The reaction was started by the addition of ATP to a final
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concentration of 3.0 mM. Controls were carried out under the same conditions with
the addition of 1.0 mM ouabain. Na' K'-ATPase activity was calculated by the
difference between the two assays, as described by Wyse ef al. (2000). Released
inorganic phosphate (Pi) was measured by the method of Chan er al (1986). Specific
enzyme activity was expressed as nmol Pi released per min per mg of protein.

Protein determination

Protein was measured by the method of Bradford (1976) and colleagues, using
bovine serum albumin as standard.

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA followed by the Duncan multiple range
test when £ test was significant. All analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC-compatible computer. A
value of p<0.05 was considered to be significant.

Results

Firstly we investigated the in vitro effect of sulfite on some oxidative stress parameters
in 10 and 60 day rats. Figure 1 shows that 500 pM sulfite significantly increased
TBARS, an index of lipoperoxidation, in cerebral cortex (100%) [#(5, 32)=13.972;
p<0.01] (A), striatum (100%) [F(5, 29=31.101; p<0.01] (B) and hippocampus
(32%) [F(5, 31)=3.239; p<0.05] (C). Figure 2 shows that 500 uM sulfite significantly
reduced catalase activity, an antioxidant enzyme, in cercbral cortex (40%) [F(5, 31)=
12.566; p<0.01] (A), striatum (46%) [F(5, 28)=10.958; p<0.01] (B) and hippocampus
(34%) [#(5, 19=3.167; p=0.05] (C) of 10 days old rats.

As can be observed in Figs. 3 and 4, sulfite at 500 uM also increased TBARS in
cercbral cortex (58%) [F(3, 13)=36.333; p=<0.01] (3A), striatum (34%) [F(3, 13)=
4.166; p=0.05] (3B) and hippocampus (28%) [F(3, 16)=4.717; p<0.05] (3C) and
reduced the catalase activity in cercbhral cortex (57%) [F(3, 15)=3.397; p<0.05]
(4A), striatum (54%) [F(3, 15)=27.382; p=0.01] (4B) and hippocampus (53%) [F(3,
16)=8.334; p<0.01] (Fig. 4C) of adults rats.

We also verified the effect of sulphite on Na* K*-ATPase activity in cerebral
cortex, striatum and hippocampus of neonate and adult rats. Conversely, Figs. 5 and
6 show that Na' K*'-ATPase activity was not altered by sulfite in the cerebral
structures studied in either developmental period (p=0.05).

Discussion

Neurologic disability, developmental delay and seizures are observed in most
patients with ISOD. Neuronal migration abnormalities noted on postnatal neuro-
imaging suggest that the severe mental retardation associated with this disease is
initiated prenatally (Tan er al. 2005). The neuropathogenesis of ISOD is unclear;
@Springa{
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however, rodent neuronal cell culture experiments suggest that high levels of sulfite
are neurotoxic (Reist er al. 1998). In this context, Wilkins er al.(1968) showed that
prostration and seizures preceded rats death following median lethal doses of
intraperioneal bisulfite, what suggests a direct effect of this compound on the CNS.

In the present study we investigated the in vitro effects of different concentrations
of sulfite on some parameters of oxidative stress: namely, lipid peroxidation
(TBARS) and catalase activity (antioxidant enzyme) in cerebral cortex, striatum and
hippocampus of rats. Our results show that 500 pM sulfite increased TBARS and
reduced catalase activity in all cerebral structure from neonate and adult rats. Since
oxidative stress is defined as the imbalance between free radical production and
antioxidant defenses, our results suggest that sulfite induces oxidative stress in
different cerebral structures. These results are in agreement with those of other
investigators who showed that subchronic ingestion of sulfite could cause oxidation
forming sulfite radicals leading to lipid peroxidation in rat liver and kidney (Elmas
el al. 2005). Sulfite radicals can also directly react with lipids, resulting in the
formation of lipid alkyl radical (L*) in soybean oil emulsions (Baker et al. 2002). It
has also been shown that low concentrations of sulfite in vitro provoked an increase
in reactive oxygen species formation and a decrease in ATP levels in rat brain
mitochondria and cell culture (Zhang et al 2004). When we compared the increase
of TBARS in rats of different ages we observed that brain from neonatal rats appears
more susceptible to the sulfite effects and may explain, at least in part, the
devastanting neurologic disease that usually presents in early infancy.
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Since unsaturated fatty acids are susceptible to attack by sulfite, what probably
compromises membrane integrity (Southerland ef al. 1982) and Nat K*-ATPase
activity is inhibited by free radicals (Jamme et al 1995; Lees 1993). In the present
study we also investigated the effect of sulfite on this enzyme activity in brain of
rats. Sulfite did not alter this enzyme in synaptic plasma membranes or cerebral
cortex, striatum or hippocampus of neonates and adult rats. We can’t exclude an
indirect effect of sulfite on Na" K'-ATPase in intact cells. In our study, sulfite was
added to enzyme assays; in this case, probably free radical formation, was not
sufficient to inhibit this enzyme, which is essential to normal brain function.

Considering that oxidative stress can be elicited by an imbalance between free
radical production and antioxidant defenses (Schulz er al. 2000), that previous
evidence shows that sulfite can increase free radical formation in kidney cells and in
other systems (Vincent et @l 2004; [zgut-Uysal er al. 2005; Geng and Meng 2006;
Christopher et al. 2006) and that our present results show that sulfite decreases the
brain antioxidant defense (catalase activity) and increases lipid peroxidation, we
suggest that sulfite, the metabolite accumulated in ISOD, induces oxidative stress in
brain. Taken together, it is tempting to speculate that oxidative stress may contribute,
at least in part, to the neurological dysfunction found in this metabolic disease.
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4. CAPITULO II- RESULTADOS NAO SUBMETIDOS A PUBLICACAO

4.1 Objetivos

Considerando nossos resultados da avaliacdo dos efeitos in vitro do sulfito sobre a
Na",K*-ATPase e a indu¢io de estresse oxidativo (reduc¢do da capacidade antioxidante
enzimdtica e aumento da peroxidacdo lipidica) em diferentes tecidos cerebrais de ratos,
resolvemos ampliar nossa investigacao para a analise dos mesmos pardmetros dos estudos

in vitro ap6s a administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de sulfito.

4.2 Material e Métodos

Ratos Wistar de 60 dias foram anestesiados com ketamina e xilazina (75 e 10 mg/kg
1.p.). Estes animais foram submetidos a cirurgia em aparelho estereotdxico, onde foi
inserida e fixada uma canula no ventriculo lateral direito de acordo com as coordenadas de
bregma (AP 0,9 mm, ML 1,5 mm e V 2,6 mm) (Paxinos, 1986).

Dois dias apos a cirurgia, uma agulha de 30G foi inserida para administragdo de
sulfito (500 uM) ou veiculo no ventriculo lateral direito durante o intervalo de 1 minuto.

Os animais foram divididos em trés grupos: grupo controle — animais nio
submetidos a cirurgia, grupo sham — animais que receberam salina i.c.v. e grupo sulfito —
animais que receberam sulfito 500 uM 1i.c.v. O volume administrado (salina ou sulfito) foi

5 uL. Os ratos foram sacrificados 30 min ou 7 dias apds a injecdo de sulfito ou salina.
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4.2.1 Preparacdo tecidual
Os animais foram mortos por decapitagdo sem anestesia, o cérebro foi removido e o

cortex cerebral, estriado e hipocampo foram dissecados.

4.2.2 Preparacdo da membrana plasmaética sindptica

Para a preparacdo da membrana plasmadtica sindptica e determinacio da atividade da
Na®,K'-ATPase, as estruturas cerebrais foram homogeneizadas na proporcio de 1:10
(massa/volume) em tampao pH 7,4 contendo sacarose 0,32 mM, HEPES 5,0 mM e EDTA
1,0 mM. As membranas plasmaticas sindpticas foram preparadas de acordo com Jones e
Matus (1974) com algumas modificagdes (Wyse et al., 1995). Os homogeneizados foram
centrifugados a 1.000 g por 10 min, o sobrenadante foi removido e centrifugado a 12.000 g
por 20 min. O sedimento foi suspenso em tampao hipotoénico (tampao Tris-HCI 5 mM, pH
8,1) a 0°C por 30 min, e aplicado num gradiente descontinuo de sacarose nas densidades
0,3; 0,8 e 1,0 M. Apds a centrifugacdo de 69.000 g por 120 min, a fracdo entre as camadas
mais densas de sacarose (0,8 e 1,0 M) foi coletada e utilizada para dosagem da atividade da

Na®,K*-ATPase.

4.2.3 Dosagem da atividade da Na*,K*-ATPase

A mistura reacional para dosagem da atividade da Na*,K™-ATPase continha MgCl,
5,0 mM, NaCl 80,0 mM, KCI 20,0 mM e Tris-HCI 40,0 mM, pH 7,4, num volume final de
200 pL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de ATP para uma reagdo final de 3,0 mM. Os
controles foram incubados nas mesmas condi¢des, diferenciando-se pela adicdo de
ouabaina 1,0 mM, um inibidor especifico da Na*,K*-ATPase. A atividade enzimdtica foi

calculada pela diferenca entre os ensaios com e sem adicao de ouabaina, como descrito por
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Wyse e colaboradores (1995). O fosfato inorgénico (Pi) liberado foi medido pelo método de
Chan e colaboradores (1986). A atividade especifica da Na",K*-ATPase foi expressa como

nmol Pi liberado por min por mg de proteina.

4.2.4 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitiirico - (TBARS)

Para o ensaio do TBARS, as estruturas cerebrais foram homogeneizadas na
propor¢ao 1:10 (massa/volume) de tampao fosfato de s6dio 20 mM contendo KC1 140 mM,
pH 7.,4.

O TBARS, uma medida de lipoperoxida¢do, foi determinada de acordo com
Esterbauer and Cheeseman (1990). Ao homogeneizado foram adicionados 4cido
tricloroacético 10% e 4cido tiobarbitirico 0,8%. Os tubos foram aquecidos em banho
fervente por 60 min. TBARS foi determinado em espectrofotdmetro a 535 nm. Os

resultados sdo expressos como nmol de malondialdeido por mg de proteina.

4.2.5 Capacidade antioxidante total ndo-enzimatica - (TRAP)

Para determinacdo do TRAP, as estruturas cerebrais foram homogeneizadas na
propor¢ado 1:10 (massa/volume) em tampao glicina pH 8,6.

O TRAP mede a capacidade antioxidante ndo enzimdtica do tecido e foi
determinada pela medida da intensidade de luminescéncia do luminol induzida por 2,2’-

azo-bis (2-aminopropano) (ABAP) através do método de Evelson et al., 2001.

A quimiluminescéncia basal foi determinada na presenca de ABAP e luminol (nivel
inicial). Dez microlitros de trolox 0.2 puM ou amostra foram adicionados ao meio de

incubagdo os quais reduzem a quimiluminescéncia. O tempo necessdrio para retornar aos
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niveis de quimiluminescéncia iniciais € definido como tempo de inducdo. O tempo de
inducdo € diretamente proporcional a capacidade antioxidante do tecido e € comparada ao

tempo de indugdo do trolox. Os resultados foram expressos como nmol trolox/mg proteina.

4.2.6 Determinacgdo da atividade das enzimas antioxidantes
As estruturas cerebrais foram homogeneizadas na propor¢do 1:10 (massa/volume)

em tampao fosfato de potdssio 10 mM pH 7,6.

- Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo método de Aebi (1984), o qual
¢ baseado no desaparecimento do H,O, em 240 nm. Uma unidade de catalase ¢ definida
como 1 umol de peréxido de hidrogénio consumido por minuto e a atividade especifica foi

expressa em unidades por mg de proteina.

- Glutationa peroxidase (GSH-Px)

A atividade da GSH-Px foi medida pelo método de Wendel (1981). Tert-butil-
hidroperdxido foi usado como substrato da reagdo. O desaparecimento de NADPH do meio
reacional foi monitorado com espectrofotometro a 340 nm. Uma unidade de GSH-Px ¢é
definida como 1 umol de NADPH consumido por minuto por mg de proteina. A atividade

especifica foi expressa em unidades por mg de proteina.
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- Superoxide dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pelo método de Maklund (1985). Este método é
baseado na autooxidagdo do pirogalol, o qual € altamente dependente de oxigénio. Uma
unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de SOD necessdria para inibir 50% da
autooxidag@o do pirogalol e a atividade especifica foi reportada como unidades por mg de

proteina.

4.2.7 Determinacao de Proteinas
A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951), utilizando

albumina bovina sérica como padrdo.

4.2.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste ¢ de Student.

4.3 Resultados

A tabela 1 mostra que o sulfito (500 uM) ndo alterou a atividade da Nat,K*-
ATPase, a peroxidagdo lipidica (TBARS) e a capacidade antioxidante tecidual ndo-
enzimadtica (TRAP) em cortex cerebral, estriado e hipocampo de ratos de 60 dias apés 30
min e 7 dias da administragdo i.c.v.

As tabelas 2 e 3 mostram que a atividade das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e
GSH-Px) ndo sofreram alteracdes em nenhuma das estruturas cerebrais testadas, 30 min e 7

dias, apds a administragdo i.c.v. de sulfito (500 uM), respectivamente.
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Tabela 1. Efeito do sulfito (500 uM) sobre a atividade da Nat,K*T-ATPase, TBARS, TRAP em

cortex cerebral, estriado e hipocampo de ratos adultos.

Nat,Kt-ATPase

TBARS

TRAP

(nmol Pi/min.mg proteina)

(nmol TBA/min.mg proteina)

(nmol Trolox/min.mg proteina)

30 min
Controle Sulfito 500 uM
Cortex 1320,50 + 59,12 1255,75 + 74,47
Estriado 1411,50 + 77,53 1301,25 + 107,82
Hipocampo 1353,25 £222,84 1250,00 + 141,21
30 min
Controle Sulfito 500 uM
Cortex 13,08 + 2,87 12,92 +£3,26
Estriado 14,12 £ 1,56 15,55 £ 1,47
Hipocampo 12,91 £1,75 11,29 + 1,04
30 min
Controle Sulfito 500 uM
Cortex 138,84 + 26,20 129,70 £ 19,28
Estriado 119,62 + 8,78 113,09 + 10,97
Hipocampo 92,78 £ 12,86 91,54 £9,00

7 dias

Controle Sulfito 500 uM

1194,00 + 174,93 1011,00 + 154,28
1216,00 + 151,64 1104,50 + 40,35

1286,50 + 117,48 1093,50 + 153,83

7 dias
Controle Sulfito 500 uM
8,21 +1,05 9,30 + 1,40
9,54 + 1,09 9,79 £ 1,09
6,68 1,11 7,28 £1,02
7 dias
Controle Sulfito 500 uM
75,69 + 13,18 69,20 + 7,86
78,89 £ 4,28 72,16 £1,70

134,77 £ 13,90 138,12 £ 27,75

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo paraum n =4 ou 6.
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Tabela 2. Efeito do sulfito 500 pM sobre a atividade das enzimas antioxidantes, CAT, SOD e

GSH-Px apés 30 min em cértex cerebral, estriado e hipocampo de ratos adultos.

Cortex cerebral Estriado Hipocampo
CAT Controle | 4,88 +0,79 7,94 1,10 491 +0,38
o) Sulfito | 3.46 0,32 6,24 0,66 422 028
SOD Controle | 4,81 +0,75 5,31 +£1,27 4,96 +1,06
s ottt Sulfito | 5.06 =0.76 469 +0,93 417 1,08
GSH-Px Controle | 4522 +340 62,58 £425 | 58,70 4,99
(imoretn) Sulfito 39,52 +5,32 62,30 £5,19 | 49,96 *8,37

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao para um n =4 ou 6.

Tabela 3. Efeito do sulfito 500 pM sobre a atividade das enzimas antioxidantes, CAT, SOD e

GSH-Px apds 7 dias em cortex cerebral, estriado e hipocampo de ratos adultos.

Cortex cerebral Estriado Hipocampo
CAT Controle | 3,87 £0,48 4,06 + 0,63 4,79 + 0,25
W) Sulfito 3,14 £0,39 3,14 £0,48 438%0,97
SOD Controle | 5,82+0,50 8,26 £ 1,26 497+0,71
s ottt Sulfito 522 +0,86 7,05 = 0,89 5,49 +0,70
GSH-Px Controle | 52,87 + 4,60 57,54+ 10,46 | 42,50 = 5,04
W) Sulfito 43,72 3,42 57.87+7.61 | 4569 +4,83

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo paraum n =4 ou 6.
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5. DISCUSSAO

A deficiéncia de sulfito oxidase é uma doenca autossOmica recessiva na qual o
caminho de degradacdo oxidativa dos aminodcidos sulfurosos estd comprometido. A
conversdo de sulfito a sulfato estd prejudicada, resultando no actimulo de metabdlitos
toxicos e na deficiéncia de sulfato. Essa doenca é caracterizada por disfungdes neuroldgicas
severas, convulsoes refratdrias, espasticidade, movimentos coreatetdsicos, deslocamento da
lente ocular, e acimulo e excre¢do de sulfito, tiosulfato e S-sulfocisteina (Chan et al.,
2002). Embora a fisiopatologia da deficiéncisa de sulfito oxidase ndo seja conhecida,
estudos sugerem que o distirbio do desenvolvimento e o dano cerebral podem ocorrer
como resultado de niveis téxicos de sulfito no cérebro (Johnson & Duran et al., 2001).

Dessa forma, nossos objetivos iniciais foram avaliar os possiveis mecanismos
envolvidos nos danos neurotoxicos mediado pelo sulfito. As concentracdes de sulfito
utilizadas nesse estudo foram definidas com base nos trabalhos de Zhang e colaboradores
(2004). As estruturas cerebrais estudadas foram escolhidas considerando os estudos
neuroradioldgicos dos pacientes afetados pela deficiéncia de sulfito oxidase, os quais
mostram atrofia cerebral difusa com extensa perda de neurdnios e mielina, calcificacdes em
ganglios da base e ventriculomegalia. Esses achados histoldgicos sdo acompanhados por
disfuncdes neuroldgicas severas caracterizadas por retardo mental, convulsdes e retardo
psicomotor (Chan et al., 2002).

Primeiramente, investigamos os efeitos in vitro do sulfito nas concentragdes 1 — 500
uM em cortex cerebral, hipocampo e estriado de ratos de 10 e 60 dias. Os resultados desse

estudo demonstraram que o sulfito (500 uM) alterou parametros de estresse oxidativo
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(reduziu a atividade da CAT e aumentou o TBARS), implicando num possivel
envolvimento do sulfito na formagdo de radicais livres. Por outro lado, o sulfito, nas
concentragdes testadas, ndo foi capaz de alterar a atividade da Na",K'-ATPase em
membranas plasmaticas sindpticas.

Partindo-se da hipdtese de indugdo de estresse oxidativo nas condic¢des in vitro pelo
sulfito (500 uM), avaliamos os efeitos in vivo, 30 min e 7 dias, apds a administragdo i.c.v.
desse composto. Nos estudos in vivo, entretanto, o sulfito (500 uM) ndo foi capaz de
interferir na capacidade antioxidade enzimatica (CAT, SOD e GSH-Px) e ndo-enzimética

(TRAP) em cérebro de ratos adultos. Além disso, ndo foram observadas alteracdes na

peroxidagdo lipidica (TBARS) ou na atividade da Nat,K+-ATPase.

O dano oxidativo é um desequilibrio no balango pré-oxidante-antioxidante (Sies,
1991). O ataque de espécies reativas pode causar dano a biomoléculas, falha no reparo e
substituicdo de biomoléculas danificadas ou mesmo propagacdo do estresse oxidativo
(Halliwell, 2006b).

A Na",K"-ATPase é um sistema de transporte ativo presente na membrana da célula
e € particularmente importante no cérebro uma vez que, aproximadamente dois tercos da
demanda de energia deste 6rgdo € utilizada para manter o potencial transmembrana
neuronal (Kumar & Kurup, 2002). A inibi¢do desta enzima por ERO foi demonstrada em
cérebro de animais (Rauchova et al., 1999). A neurotoxicidade provocada pela inibi¢cdo da
atividade da Na",K'-ATPase estd associada a varias patologias neuroldgicas; tais como;
epilepsia, isquemia cerebral, esquizofrenia e doenca de Parkinson e de Alzheimer (Kumar

& Kurup, 2002, Kurup & Kurup, 2002).
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O sulfito € uma espécie i0nica com alta reatividade, a qual interage com moléculas
de importancia biolégica em reagdes potencialmente toxicas (Izgut-Uysal et al., 2005).
Virias hipéteses tém sido propostas para explicar os mecanismos envolvidos no dano
cerebral presente na deficiéncia de sulfito oxidase. O efeito téxico do sulfito tem sido
demonstrado em muitos componentes celulares, incluindo DNA (Southerland et al., 1982,
Rencuzogullari et al., 2001, Meng et al., 2002).

Dados da literatura mostram que o sulfito pode sofrer oxidacdo de um elétron
formando um radical anion sulfito (SO3®) e este pode reagir com oxigénio molecular
formando radical peroxil sulfite (SO300¢) e o radical anion sulfato (SO4¢) (Mottley &
Mason et al., 1988).

Alguns trabalhos mostram que o radical sulfito, é capaz de causar hidroxilacdo da
deoxiguanosina gerando 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina e também de danificar a dupla fita de
DNA (Shi & Mao, 1994). Além disso, estudos demonstram que sulfito pode agir como
agente neurotdxico através da interagdo com peroxinitrito (ONOO") (Reist et al., 1998). O
radical sulfato também apresenta reatividade semelhante ao radical hidroxil podendo reagir
com outros radicais (Mottley & Mason et al., 1988).

Analisando nossos resultados em conjunto, pode-se verificar, nas condicdes in vitro,
um efeito direto do sulfito sobre as estruturas cerebrais avaliadas. Entretanto, quando
administramos sulfito através de injecdo i.c.v., o metabolismo celular parece atuar no
sentido de neutralizar os efeitos do sulfito, e desta forma impedir o dano neurotoxico.

Apesar disso, a possibilidade de citotoxicidade induzida pelo sulfito ndo pode ser
excluida, uma vez que, ndo se tem registros exatos da concentragdo de sulfito em cérebro
de pacientes afetados pela deficiéncia de sulfito oxidase e ndo se conhecem os tecidos

cerebrais alvos nessa doenca.
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Algumas consideragdes devem ser feitas em relacdo aos resultados in vivo, se
considerarmos a impossibilidade de predizermos a quantidade de sulfito capaz de se
difundir em cada tecido cerebral apés a administragdo i.c.v. de sulfito 500 uM e a
influéncia do tempo de exposicdo a droga sobre os achados bioquimicos.

Os estagios de desenvolvimento do animal também podem implicar em variagdes
nos efeitos do sulfito. Nesse contexto, embora niao tenham sido observadas diferencas
estatisticamente significativas nos estudos in vitro, 0s animais neonatos parecem apresentar
uma tendéncia a maior suscetibilidade ao dano oxidativo pelo sulfito comparada aos
animais adultos. Esta diferenca em relacdo ao estdgio de desenvolvimento do animal nio
foram avaliadas nos estudos in vivo.

Diferencas na atividade da enzima sulfito oxidase interespécies sdo bem
documentadas. A atividade dessa enzima tem-se mostrado 20 vezes maior em figado de
ratos comparada ao figado humano (Johnson & Rajagopalan, 1976). Essas consideragdes
apontam um catabolismo do sulfito muito mais eficiente em ratos e, portanto, nosso modelo
animal pode ndo reproduzir os efeitos toxicos do sulfito no homem. Modelos animais
apropriados para estudar a toxicidade do sulfito pressupdem uma atividade hepética da
enzima de aproximadamente 5% da de ratos normais (Johnson et al., 1974).

Concluindo, nossos resultados mostram que a indugdo de estresse oxidativo pode
estar envolvida no potencial neurotéxico do sulfito e corroboram para hipétese da
participacdo desse composto na fisiopatologia da deficiéncia de sulfito oxidase. Além disso,
nossos resultados reforcam a importancia da determinagdo dos niveis de sulfito alcancados
em cérebro de pacientes, o que pode evidenciar, além da condicdo de estresse oxidativo, o

comprometimento de outras vias metabodlicas importantes no funcionamento cerebral e
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podem apontar estratégias terapéuticas na prevencao dos efeitos neuroldgicos da deficiéncia

de sulfito oxidase.
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6. CONCLUSOES

O sulfito in vitro na concentragdo 500 uM reduziu a atividade da catalase e
aumentou a lipoperoxidacdo em cortex cerebral, estriado e hipocampo de ratos

jovens e adultos.

Ap6s 30 min e 7 dias da administracdo i.c.v. de sulfito 500 uM em ratos de 60 dias,
nao foram observadas alteracdes nas atividades das enzimas antioxidantes CAT,
SOD e GSH-Px em cortex cerebral, estriado e hipocampo. Nestas mesmas
condi¢des, o sulfito ndo foi capaz de interferir na capacidade antioxidante tecidual

ndo enzimdtica (TRAP inalterado) e na peroxidacdo lipidica (TBA inalterado).

A atividade da enzima Nat,K*T-ATPase nio mostrou-se susceptivel a a¢do in vitro
e in vivo do sulfito (500 uM) em cortex cerebral, estriado e hipocampo de ratos nos

tempos de exposicdo avaliados.

Em resumo, o sulfito (500 uM) foi capaz de induzir estresse oxidativo in vitro,

entretanto nas condic¢des in vivo, ndo se observou alteracdo tanto na capacidade

antioxidante tecidual quanto na peroxidacao lipidica em cérebro de ratos.
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7. PERSPECTIVAS

Adotar o modelo desenvolvido por Johnson e colaboradores (1974), de indugdo da

deficiéncia da enzima sulfito oxidase experimental em ratos para mimetizar a atividade

dessa enzima em humanos. Esse modelo baseia-se na dieta com baixas concentracdes

de molibdénio e tratamento com tungsténio (antagonista competitivo do molibdénio).

Usando este modelo avaliaremos os seguintes parametros:

e estresse oxidativo

* metabolismo energético

e comprometimento a lipidios, proteinas e DNA

® comportamentais (esquiva inibitdria e campo aberto)
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