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RESUMO 

A deficiência da sulfito oxidase (SO) é um erro inato do metabolismo de herança autossômica 

causada pela deficiência isolada da enzima ou por defeitos na síntese do cofator molibdênio. 

A doença é bioquimicamente caracterizada pelo acúmulo tecidual e elevada excreção urinária 

predominantemente de sulfito. Os pacientes apresentam convulsões graves, anormalidades 

nos gânglios basais e desmielinização que frequentemente causam óbito nos primeiros meses 

de vida. Visto que a etiopatogenia do dano neurológico observado na deficiência da SO não 

está esclarecida, avaliamos os efeitos da administração intraestriatal de sulfito (2 mol) sobre 

parâmetros de estrutura e compactação da mielina e de inflamação em estriado de ratos jovens 

eutanasiados 7 dias após a administração. Além disso, visando contribuir para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para essa doença, avaliamos a influência da 

administração por gavagem de bezafibrato (BEZ; 30 ou 100 mg/kg/dia) realizada antes (pré-

tratamento) ou depois (pós-tratamento) da injeção de sulfito. A administração de sulfito 

diminuiu os feixes de axônios no estriado, observado através da marcação da Fluoromielina, 

uma sonda com alta sensibilidade que marca áreas mielinizadas, e também a intensidade da 

marcação da proteína básica de mielina (MBP), um componente integral da mielina. O sulfito 

ainda aumentou a marcação de neuroglicano-2 (NG2), um marcador de células precursoras de 

oligodendrócitos, indicando indução de remielinização. Tanto o pré- quanto o pós-tratamento 

com BEZ atenuaram ou preveniram a diminuição dos feixes de axônios e a marcação da 

MBP, ao passo que o pós-tratamento preveniu o aumento da marcação do NG2. Além disso, 

foi observado que o sulfito aumentou a intensidade da marcação da molécula 

adaptadora ligante de cálcio ionizado-1 (Iba1), e que o pós-tratamento com BEZ preveniu 

esse efeito. No que se refere aos parâmetros indicativos de processo inflamatório, o sulfito 

aumentou os níveis do RNAm do fator de transcrição NFkB, porém não modificou os níveis 

do RNAm das citocinas fator de necrose tumoral e interleucina-1. Portanto, nossos 

resultados demonstram que o sulfito causa alterações na mielina e induz inflamação em 

estriado. Pode ser presumido que tais mecanismos patológicos contribuem, ao menos em 

parte, para as anormalidades e desmielinização dos gânglios basais observadas em pacientes 

com deficiência da SO. Já o fato de o BEZ ter prevenido alguns dos efeitos tóxicos do sulfito 

sugere que esse composto pode ser um potencial adjuvante a ser usado na terapia para a 

deficiência da SO. 

Palavras-chave: Sulfito; Bezafibrato; Mielina; Inflamação; Estriado 
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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 (Iba1) while BEZ post-treatment prevented this effect. Furthermore, sulfite 

increased mRNA levels of NFkB, but did not alter of the cytokines tumor necrosis factor and 

interleukin-1. 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Erros Inatos do Metabolismo 

 

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) são um grupo heterogêneo de doenças, com 

variados fenótipos, causados por distúrbios metabólicos devido a mutações genéticas que 

levam à perda total ou parcial da atividade de uma enzima de uma determinada rota 

metabólica. Como consequência, tem-se o acúmulo de intermediários potencialmente tóxicos 

no organismo de pacientes e a deficiência de produtos essenciais (Bickel, 1987; Mak et al., 

2013). 

O termo EIM foi utilizado pela primeira vez no início do século XX por Sir 

Archibald Garrod durante estudos realizados em pacientes acometidos pela alcaptonúria, os 

quais excretam grandes quantidades de ácido homogentísico na urina devido à deficiência de 

uma enzima que participa do metabolismo da fenilalanina e tirosina. Ao observar que um ou 

mais indivíduos de uma mesma família eram frequentemente afetados pela doença, e a maior 

incidência de consanguinidade entre os pais dos pacientes, Garrod propôs que a alcaptonúria e 

outros EIM seriam exemplos de variáveis metabólicas determinadas pela hereditariedade. 

Através da verificação de altas quantidades de ácido homogentísico na urina dos pacientes 

com alcaptonúria, somado ao fato de esse ácido ser um metabólito natural da via de 

degradação da tirosina, Garrod relacionou esse acúmulo a um bloqueio na conversão do ácido 

a fumarato e acetoacetato devido à deficiência da enzima ácido homongentísico 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 função exercida pela proteína deficiente e 
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o tecido envolvido. Considera-se ainda aspectos clínicos, bioquímicos, patológicos e 

terapêuticos (Sinclair, 1982). Os tipos de patologia são separados nos seguintes grupos: 

a) Doenças de transporte: envolvem proteínas transportadoras de moléculas 

orgânicas ou inorgânicas. 

b) Doenças de armazenamento, degradação e secreção: envolvem proteínas 

relacionadas com o aparelho de Golgi ou lisossomos, levando ao acúmulo de macromoléculas 

em tecidos específicos.  

c) Doenças de síntese: envolvem a síntese de proteínas com funções hormonais, de 

defesa imunológica estrutural, entre outras.  

d) Doenças do metabolismo intermediário: envolvem a deficiência de enzimas 

relacionadas às rotas do metabolismo intermediário de moléculas pequenas, comprometendo-

as, como o ciclo do ácido cítrico e ciclo da ureia. Dessa forma, o substrato se acumula e, sem 

que haja uma rota alternativa de metabolização, o produto final da reação não será formado. 

Os mecanismos de dano podem ocorrer por ação do substrato acumulado ou por seus 

derivados que, quando tóxicos, levam a alterações bioquímicas e danos em determinados 

tecidos, uma vez que são liberados na circulação e então transportados para todo o organismo, 

bem como pela falta de substâncias essenciais ao adequado desenvolvimento do organismo.  

A adequada identificação de um EIM permite, muitas vezes, a introdução de um 

tratamento efetivo. Quando isso é possível, a ocorrência de outros afetados no mesmo grupo 

familiar pode ser evitada pela identificação de casais de risco, a quem pode ser oferecido o 

aconselhamento genético, ou ainda, pelo diagnóstico pré-natal (Scriver et al., 2001). 
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1.2. Sulfito oxidase (SO) 

 

A enzima mitocondrial sulfito oxidase (SO) (EC 1.8.3.1), localizada no espaço 

intermembranas, catalisa a oxidação de sulfito a sulfato, a última etapa na via de degradação 

dos aminoácidos sulfurados metionina e cisteína (Figura 1) (Johnson, 2003; Hobson et al., 

2005). Outra função dessa enzima é a detoxificação do sulfito de origem exógena, uma vez 

que esse composto e seus derivados são amplamente utilizados na indústria farmacêutica 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 heterodímero com massa 

molecular de aproximadamente 110 kDa, sendo que cada monômero possui três domínios: 

heme citocromo b5, um domínio de ligação do cofator molibdênio e um domínio C-terminal, 

sendo esse responsável por sua dimerização (Kisker et al., 1997). 

O cofator molibdênio (MoCo) consiste em um grupo prostético de baixo peso 

molecular, em que um átomo de molibdênio encontra-se complexado a uma pterina. É 

necessário não apenas para a atividade da enzima SO, mas também para a atividade de outras 

enzimas, como a xantina desidrogenase e a aldeído oxidase (Sass et al., 2010; Davis et al., 

2013). O molibdênio é responsável pela oxidação do sulfito, que ocorre através da redução do 

molibdênio (VI) para o molibdênio (IV). Os elétrons provenientes do sulfito são então 

transferidos, um de cada vez, através do heme b5 da enzima para o citocromo c (Johson e 

Duran, 2001). A ação da SO é responsável por manter os níveis plasmáticos de sulfito em até 

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

 

1.3. Deficiência da sulfito oxidase (SO) 

 

A deficiência da SO é uma doença de caráter autossômico recessivo, podendo se 

manifestar sob duas formas. A primeira é causada pela deficiência isolada da enzima SO, 

enquanto a segunda pela deficiência na rota de biossíntese do MoCo. A deficiência isolada da 

SO ocorre devido a mutações no gene SUOX, responsável por codificar a proteína, o que leva 

a uma síntese de uma proteína defeituosa com pouco ou nenhuma atividade enzimática, sendo 

posteriormente degradada. Já a deficiência do MoCo é decorrente de mutações nos genes 

MOCS1, MOCS2, MOCS3 ou GEPH, que codificam enzimas envolvidas na biossíntese da 

molécula molibdopterina (Figura 2). A deficiência do MoCo prejudica não apenas a atividade 

da SO, mas também das molibdoenzimas xantina desidrogenase e aldeído oxidase, já que 
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essas enzimas também necessitam do MoCo como cofator (Edwads et al., 1999; Tan et al., 

2005; Sass et al., 2010). 

 

Figura 2. Rota de biossíntese do cofator molibdênio (MoCo) (Adaptado de Veldman 

et al., 2010). 

 

1.3.1. Sintomas e neuropatologia 

 

A deficiência isolada da SO e a deficiência do MoCo apresentam sintomas e achados 

neuropatológicos similares. Ambas as formas são clinicamente caracterizadas por disfunção 

neurológica grave e progressiva, convulsões neonatais, hipotonia axial, hipertonicidade 

periférica, além de subluxação do cristalino e atraso no desenvolvimento, resultando 

geralmente em morte prematura (Chan et al., 2002; Edwards et al., 1999; Johnson e Duran, 
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2001). Os achados neuropatológicos incluem encefalopatia grave com perda massiva de 

neurônios e desmielinização na substância branca cerebral acompanhada de gliose e 

espongiose difusa. Atrofia cortical grave, dilatação dos ventrículos e anormalidades nos 

gânglios basais, bem como perda de mielina no cerebelo também já foram evidenciados 

(Chen et al., 2014; Edwards et al., 2015; Tan et al., 2005; Vijayakumar et al., 2011).  . Além 

disso, exames de ressonância magnética mostram hipoplasia do corpo caloso, gânglios basais 

e tronco cerebral, e alterações císticas e calcificações nos gânglios basais (Bindu et al., 2011; 

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

 

1.3.2. Tratamento  

 

O tratamento para ambas as formas da deficiência da SO é bastante limitado. O 

tratamento sintomático é geralmente realizado com o objetivo de controlar as convulsões, 

porém apresenta pouco sucesso (Sass et al., 2010). Em alguns pacientes com deficiência 

moderada da atividade da SO, uma dieta com baixa quantidade de proteína e teor reduzido de 

aminoácidos sulfurados também é utilizada, causando diminuição dos níveis de tiossulfato e 

S-sulfocisteína na urina e progresso no desenvolvimento psicomotor (Touati et al., 2000). Um 

novo tratamento para pacientes com a deficiência do MoCo causada por mutações no gene 

MOCS1 foi proposto por Veldman et al. (2010), consistindo na terapia de substituição com 

piranopterina monofosfato cíclica (cPMP), um intermediário da via biossintética do MoCO 

(Figura 2), através de administração intravenosa. Os biomarcadores urinários da doença (S-

sulfocisteína, xantina e urato) retornaram a níveis quase normais em todos os pacientes 

tratados com cPMP, e grande parte dos pacientes apresentou uma melhora clínica, com total 

supressão ou redução das convulsões (Schwahn et al., 2015). No entanto, esse tratamento não 

é eficiente para pacientes com a deficiência isolada da SO, que apresentam síntese normal de 
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MoCo, e nem para pacientes com outros tipos de deficiência do MoCo, uma vez que esses 

apresentam um bloqueio enzimático na via de biossíntese do MoCo posterior à síntese de 

cPMP. Portanto, é importante o estabelecimento de novas estratégias terapêuticas que sejam 

benéficas para todos os fenótipos da deficiência da SO. 

 

1.3.3. Fisiopatologia  

 

 Apesar de os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na disfunção neurológica na 

deficiência da SO não estarem totalmente estabelecidos, estudos mostram que o sulfito é um 

metabólito neurotóxico. Já foi demonstrado que o sulfito pode sofrer auto-oxidação gerando 

radicais livres (Abedinzadeh, 2001; Baker et al., 2002; Hayon et al., 1972), e induzir estresse 

oxidativo in vitro em cérebro e hepatócitos de ratos (Derin et al., 2009; Grings et al., 2013). 

Em estudos com ratos deficientes para a SO, foi verificado que concentrações aumentadas de 

sulfito induzem lipoperoxidação 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 biossíntese de ATP e o 

potencial de membrana mitocondrial, e inibe a atividade da glutamato desidrogenase em 

mitocôndrias 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 respiratória e diminui 

o consumo de oxigênio em cérebro de ratos normais (Grings et al., 2014; de Moura Alvorcem 

et al., 2017). O sulfito também induz a abertura do poro de transição da permeabilidade 

mitocondrial na presença de Ca
2+

, resultando na liberação de citocromo c da mitocôndria 

(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 administração intraestriatal de sulfito induz estresse oxidativo, causa 
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disfunção mitocondrial, reatividade glial e morte neuronal em estriado de ratos (Grings et al., 

2017). Esses efeitos tóxicos causados pelo sulfito foram prevenidos pela administração de 

bezafibrato (BEZ) (Grings et al., 2017), um composto potencialmente neuroprotetor por ter a 

capacidade de induzir biogênese mitocondrial.  

 

1.2. Mielina 

 

A mielina é uma estrutura formada por uma membrana lipídica rica em 

glicofosfolipídeos e colesterol que recobre os axônios facilitando a rápida comunicação entre 

os neurônios e assim elevando a velocidade dos potenciais de ação neuronais (Nave, 2010). O 

aumento dessa velocidade se deve ao fato de a mielina reduzir a capacitância e elevar a 

resistência transversal ao longo do eixo da membrana axonal dos neurônios, juntamente com 

o fato de agrupar os canais de sódio entre os nódulos da mielina, elevando a velocidade da 

neurotransmissão saltatória (Hartline e Colman, 2007). As células gliais responsáveis pela 

mielinização dos axônios neuronais a fim de isolá-los no sistema nervoso central (SNC) são 

os oligodendrócitos (Nave, 2010). 

 Os oligodendrócitos também fornecem fatores tróficos para os axônios, lactato como 

combustível energético e têm papel fundamental na manutenção da integridade axonal (Lee et 

al., 2012; Saab et al., 2016; Dulamea, 2017). 

A formação da mielina em mamíferos é descrita como um processo pós-natal que 

prossegue durante o curso inicial do desenvolvimento. No SNC, esse processo se caracteriza 

pela emergência e expansão pré-natal tardia e também pós-natal de células precursoras de 

oligodendrócitos (CPOs) e sua subsequente diferenciação em oligodendrócitos 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 proliferação e maturação variam com a idade e a região. No caso de roedores, estima-

se que de 5% a 20% da população total de oligodendrócitos sejam gerados apenas a partir do 

dia pós-natal 45 (Kang et al., 2010; Rivers et al., 2008; Young et al., 2013). 

A mielinização é finamente regulada por sinalizações oligodendrócito-neurônio e 

depende do estágio de desenvolvimento. Alguns fatores neuronais que controlam a função do 

oligodendrócito já 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). Além disso, como mencionado acima, estudos indicam 

que a interação mútua entre oligodendrócitos e neurônios controlam não apenas a 

mielinização mas também a maturação dos axônios neuronais. Nesse contexto, foi 

demonstrado que a ativação da via neuronal PIP3-Akt1-mTOR é capaz de iniciar o processo 

de crescimento axonal, levando ao recrutamento de CPOs e a indução da mielinização 

progressiva do SNC (Lee et al., 2012; Colello et al., 1994; Goebbels et al., 2017). Durante a 

mielinização, os oligodendrócitos envolvem sua membrana plasmática uma série de vezes em 

torno do axônio selecionado em um processo que requer síntese de membrana e compactação 

coordenados. Em todas as etapas do processo, desde o reconhecimento do axônio até a 

compactação final e manutenção da mielina, proteínas específicas desempenham um papel 

central (Han et al., 2013).  

Dentre as proteínas presentes na mielina do SNC, uma das mais abundantes é a 

proteína básica da mielina (MBP). A MBP é responsável por manter a adesão das faces 

citoplasmáticas 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 proporção de aminoácidos 

polares e positivamente carregados e, sendo uma proteína periférica de membrana, pode se 

ligar a outras membranas lipídicas e proteínas (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 cálcio. A calmodulina, quando ativada por cálcio, interage com a MBP e 

regula a sua associação com proteínas do citoesqueleto e da membrana lipídica, estabilizando 

a estrutura da mielina (Wang et al., 2011; Musse et al. 2008; Harauz e Libich, 2009).   

Insultos que resultam em desmielinização, tais como lesões na coluna vertebral 

(Adieli e Adieli, 2017), são acompanhados de remielinização. Apesar de a reposição neuronal 

ser relativamente limitada, o processo de remielinização permanece rápido e eficiente durante 

a idade adulta (Levine et al. 2001; Franklin, 2002). Essa capacidade se deve à presença de um 

número considerável de CPOs, que se diferenciam em oligondendrócitos maduros a fim de 

regenerar a mielina quando necessário. As CPOs expressam grande quantidade do 

proteoglicano neuroglicano-2 (NG2), sendo esse considerado um marcador dessas células 

(Polito e Reynolds, 2005). O NG2 possui o glicosaminoglicano condroitina sulfato em sua 

estrutura e tem importante papel na proliferação e motilidade de diferentes células, incluindo 

as CPOs, além de atuar em cooperação com o PDGFRα, o receptor responsável por mediar a 

resposta das CPOs ao fator de crescimento PDGF (Kucharova e Stallcup, 2010). 

Alterações e perda da mielina têm sido relatado em diferentes doenças, que são 

geralmente causadas por danos em proteínas específicas da mielina. Essas doenças são de 

origem autoimune ou geneticamente herdadas, podendo afetar tanto o SNC quanto o sistema 

nervoso periférico (Han et al., 2013). Dentre essas patologias, a esclerose múltipla é a doença 

autoimune desmielinizante do SNC mais comum e para a qual os tratamentos disponíveis têm 

eficácia limitada. Outras doenças com perda de mielina incluem neuropatias periféricas, e as 

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

 

A inflamação é uma resposta de defesa do organismo contra um estímulo que induz 

dano. No SNC, a defesa imunológica caracteriza-se por ser dinâmica, específica e altamente 

regulada, envolvendo diversas rotas/cascatas de sinalização durante a progressão da doença 

ou de algum dano. Um quadro de inflamação no SNC é comumente chamado de 

neuroinflamação e é caracterizado pela ativação de células gliais, principalmente micróglia e 

astrócitos (Ramos et al., 2017). A micróglia é conhecida como os macrófagos residentes do 

SNC e representa a primeira linha de defesa contra patógenos (Tay et al., 2017; Hamby et al., 

2012; Hotamisligil, 2006; Kotas & Medzhitov, 2015). Quando ativada, a micróglia passa por 

diversas alterações na morfologia, tamanho, número e, a nível molecular, no perfil de 

moléculas expressas na sua superfície, bem como nas citocinas e fatores de crescimento 

produzidos. Dentre essas moléculas, destaca-se o aumento na expressão da molécula 

adaptadora ligante de cálcio ionizado-1 (Iba1), sendo essa considerada um marcador de 

ativação microglial. A partir dessas alterações, a micróglia então é capaz de fagocitar "restos" 

biológicos, incluindo corpos apoptóticos, e uma variedade de patógenos e partículas exógenas 

através de vias de fagocitose bem estabelecidas (Streit et al., 1999; Chan et al., 2001; Fu et al., 

2014). 

A resposta inflamatória no SNC geralmente tem início com o recrutamento e 

ativação da micróglia local em resposta a fatores de sinalização liberados pelo tecido neuronal 

(Hines et al., 2009; Kreutzberg, 1996). Tais fatores incluem padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) ou padrões moleculares associados a danos (DAMPs) que ativam 

receptores de reconhecimento de padrão, como os receptores do tipo Toll, induzindo uma 

resposta a insultos e dano físico (Janeway, 1992; Kigerl et al., 2014). Os PAMPs são 

expressos por microorganismos e têm papel essencial na imunidade inata. Já os DAMPs são 
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produzidos por células com algum tipo de dano. Os receptores do tipo Toll quando ativados, 

promovem a transcrição de citocinas pró-inflamatórias via ativação de diferentes vias, como 

as vias das proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK) e a via do fator nuclear kappa B 

(NFkB) (Akira and Takeda, 2004). 

O NFkB é um importante fator de transcrição altamente complexo que pode ser 

ativado por diferentes estímulos durante processos inflamatórios, tais como citocinas 

inflamatórias, radicais livres, estresse, entre outros. Apresenta cinco subunidades (p50, p52, 

RelA, RelB, c-Rel), uma família de inibidores (IkBs), e complexos cinases ativadores 

upstream (IKKα, IKKβ and IKKγ/NEMO) (Oeckinghaus e Ghosh, 2009). Geralmente, o 

NFkB encontra-se no citosol na forma de um hetero ou homodímero sequestrado por um tipo 

de IkB. Na presença de um estímulo, o IkB é fosforilado por uma cinase upstream e 

degradado, assim liberando o dímero ativo de NFkB para o núcleo onde regula a transcrição 

de diferentes genes, tais como os das citocinas pró-inflamatórias fator de necrose tumoral 

(TNF) e interleucina-1β (IL-1β) e o da óxido nítrico sintase (Gerondakis et al., 2014). 

Nesse contexto, estudos da literatura têm demonstrado neuroinflamação em 

diferentes doenças e condições patológicas, tais como as doenças de Parkinson e Alzheimer, 

esclerose lateral amiotrófica e isquemia (Smith et al., 2012). Tem sido evidenciado que o 

processo neuroinflamatório nessas doenças é caracterizado por aumento dos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias e na produção de espécies reativas, bem como a ativação do NFkB 

que pode levar até mesmo à morte celular em algumas condições (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 

expressão da enzima carnitina palmitoil transferase II e, portanto, modula a oxidação de 

ácidos graxos, principalmente quando usado em conjunto com a suplementação de L-carnitina 

(Noe et al., 2013). O BEZ modula diferentes vias de sinalização, sendo uma das principais 

vias influenciadas a do eixo PPAR-PGC-1α (co-ativador de PPARs) (Johri e Beal, 2012). O 

PGC-1α (co-ativador 1α do receptor ativado por proliferador do peroxissomo), ao ser ativado 

pelo PPAR, induz biogênese mitocondrial através da expressão dos genes para o fator nuclear 

respiratório (NRF1) e fator de transcrição mitocondrial A (Tfam), e também aumenta a 

expressão de diversas enzimas antioxidantes (Johri e Beal, 2012; Noe et al., 2013). Devido a 

essas ações do BEZ, estudos têm avaliado esse composto como um agente protetor em 

modelos animais para diferentes doenças neurodegenerativas, tais como as doenças 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). 

 

I.2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da administração 

intraestriatal de sulfito sobre parâmetros de estrutura da mielina e de inflamação em estriado 

de ratos jovens, no intuito de verificar alterações bioquímicas que possam contribuir para o 

entendimento dos mecanismos responsáveis pelo dano cerebral apresentado pelos pacientes 
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acometidos pela deficiência da SO. Também foi avaliada a influência da administração de 

BEZ sobre os possíveis efeitos tóxicos do sulfito a fim de contribuir para o desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas para essa doença. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Estudar os efeitos da administração intraestriatal de de sulfito sobre a marcação da 

Fluoromielina, MBP e NG2 em estriado de ratos jovens 7 dias após a injeção. 

 Estudar os efeitos da administração intraestriatal de de sulfito sobre a marcação de 

molécula adaptadora ligante de cálcio ionizado-1 (Iba1), e os níveis do RNAm das 

citocinas TNF e IL-1β, e do fator de transcrição NFkB em estriado de ratos 7 dias após a 

injeção. 

 Estudar a influência da administração por gavagem de BEZ (30 ou 100 mg/kg/dia) sobre 

os efeitos da administração de de sulfito na marcação da Fluoromielina, MBP, NG2 e 

Iba1 em estriado de ratos 7 dias após a injeção de sulfito. 

 

I.3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos de 23 e 30 dias de vida obtidos do biotério do 

Departamento de Bioquímica, ICBS, UFRGS, Porto Alegre, Brasil. Os animais foram 

mantidos em um ciclo claro/escuro 12:12 h (luzes das 07:00 às 19:00) em temperatura 

monitorada constante de 22 ± 1 ºC, com livre acesso à água e ração comercial com 20 % de 

proteína (Nuvilab CR-1®, Colombo, PR, Brasil). O protocolo experimental foi aprovado pela 
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Comissão de Ética 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 nº 

11.794/2008, bem como o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (publicação do 

NIH Nº 80-23, revisado em 1996) e as normas do Canadian Council on Animal Care 

(CCAC). Todos os esforços para minimizar o número de animais utilizados, bem como seu 

sofrimento, desconforto e estresse forma realizados.  

 

3.2. Administração intraestriatal de sulfito 

 

No 30º dia de vida, os ratos foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de 

uma mistura de cetamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), e posicionados em aparelho 

estereotáxico. Duas perfurações foram realizadas no crânio e 2 µl de sulfito 1 M (2µmol) ou 

de NaCl 1 M (2µmol) foram lentamente injetados bilateralmente no estriado durante 4 min 

através de uma agulha conectada à uma seringa Hamilton de 10 µl por um tubo de polietileno. 

Após a injeção, a agulha foi deixada no local por 1 min e então cuidadosamente removida. As 

soluções para injeção foram em preparadas em água e o pH foi ajustado para 7,4. As 

coordenadas para a injeção de sulfito foram as seguintes: 0,6 mm posterior ao bregma, 2,6 

mm lateral à linha medial e 4,5 mm ventral à dura, de acordo com o Atlas de Paxinos e 

Watson (Paxinos e Watson, 1986). Os animais foram eutanasiados 7 dias após a injeção de 

sulfito ou NaCl.  

 

3.3. Tratamento com bezafibrato (BEZ) 

 

Ratos Wistar de vinte e três ou trinta dias foram divididos em 3 grupos: veículo + 

NaCl (controle), veículo + 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 óleo de milho como veículo (Knapik-

Czajka, 2013; Nakajima et al., 2009). Os grupos controle e sulfito receberam apenas veículo. 

A gavagem foi realizada uma vez ao dia, entre 11:00 e 13:00, através da colocação de uma 

agulha de gavagem com tamanho adequado, a qual é introduzida via oral até alcançar o 

estômago do animal. Os ratos que receberam o pré-tratamento com BEZ receberam o 

composto do 23º ao 30º dia de vida, sendo a última administração 1 h antes da injeção de 

sulfito. Já no pós-tratamento, o BEZ foi administrado do 30º ao 37º dia de vida, uma vez ao 

dia, sendo a primeira administração feita 01h após a injeção de sulfito, e a última 

administração realizada 6 h antes da eutanásia. 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 não causam alterações per se sobre parâmetros de dano celular. 

 

3.4. Imunohistoquímica e marcação com Fluoromielina 

 

No dia da eutanásia, os animais foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal 

de uma mistura de cetamina (90 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Os animais foram então 

perfundidos com uma solução de citrato de sódio 0,2 % preparada em salina 0,9 % e, a seguir, 

com uma solução de paraformaldeído 4 % preparada em tampão PBS 0,1 M, pH 7,4, para a 

fixação cerebral. Os cérebros foram então removidos, pós-fixados por imersão em 

paraformaldeído durante no mínimo 24 h, e ali mantidos até a preparação das fatias. Séries 

consecutivas de fatias de 30 µm de seções coronais contendo o estriado foram obtidas com a 

utilização de um vibrátomo Leica 1000S (Nussloch, Alemanha) e armazenadas em PBS 0,1 M 

à temperatura de 4ºC. Para cada animal e cada marcação, de 3 a 6 fatias foram utilizadas 

(Moura, 2017).  
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As fatias foram lavadas com PBS e submetidas à fervura em uma solução de citrato 

de sódio 10 mM, pH 6,0, para a exposição dos antígenos. As fatias foram então 

permeabilizadas com PBS contendo Triton X-100 0,3 % (PBST) por 20 min e bloqueadas por 

60 min com uma solução de PBST contendo albumina sérica bovina 5 %. Em seguida, as 

fatias foram incubadas a 4ºC por 48 h com os anticorpos anti-MBP (1:400, Abcam, 

Cambridge, MA), anti-Iba1 (1:1000, Wako Pure Chemical Industries, Japan), e anti-NG2 

(1:200, Abcam, Cambridge, MA), diluídos em PBST. Após a incubação, elas foram lavadas 

com PBS e incubadas com anticorpos Alexa Fluor® 488 anti-rat IgG ou Alexa Fluor® 546 

anti-rabbit IgG conjugados com sondas fluorescentes (1:500, Life Technologies, Carlsbad, 

CA, EUA) por 2 h à temperatura ambiente. As fatias foram lavadas novamente com PBS, 

montadas em lâminas de vidro com o meio de montagem Fluoroshield™ (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) e visualizadas em um microscópio confocal FV300 Olympus (Tóquio, 

Japão) contendo lasers de 488 e 546 nm.  

Além disso, 3 a 5 fatias foram incubadas à temperatura ambiente com 300 µl de uma 

solução estoque de Fluoromielina (1:300) durante 20 min. As fatias foram lavadas, montadas 

em lâminas com Fluoroshield™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e visualizadas em um 

microscópio confocal FV300 Olympus (Tóquio, Japão) contendo lasers de 488 e 546 nm. 

Para todos os tratamentos, 5 áreas de cada fatia foram aleatoriamente selecionadas e 

fotografadas. A intensidade da fluorescência foi avaliada com a utilização do software ImageJ 

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

 

3.5. RT-PCR Quantitativo 

 

Após os tratamentos, o RNA total do tecido foi isolado usando TRIzol Reagent e transcrito 

reversamente para a obtenção 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 quantificação do RNA mensageiro (RNAm) dos genes de interesse 

foi realizada usando o sistema TaqMan de PCR em tempo real (NFkB: Rn01399572_m1; IL-

1β: Rn00580432_m1; TNF: Rn99999017_m1), com primers e sondas adquiridas da 

Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). Os níveis dos RNAm-alvos foram normalizados 

pelos níveis de β-actina usando o método 2
−ΔΔCt

.  

 

3.6 Análise estatística 

 

 Os resultados estão apresentados como média  desvio padrão. Os dados foram 

analisados por teste de Student para amostras não pareadas ou por análise de variância de uma 

via (ANOVA) seguida do teste de raios múltiplos de Duncan, quando o valor de F foi 

significativo, usando o programa SPSS versão 16. As análises foram consideradas 

significativas quando o P < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00580432_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn99999017_m1?CID=&ICID=&subtype=
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II.1. RESULTADOS 

 

 Inicialmente, estudamos os efeitos da administração intraestriatal de sulfito (2 μmol) 

associada ou não à administração por gavagem de BEZ (30 ou 100 mg/kg/dia) sobre a 

marcação da Fluoromielina, MBP e NG2, parâmetros de estrutura e compactação da mielina, 

em estriado de ratos. 

 

1.1. Efeitos da administração intraestriatal de sulfito associada ou não à administração 

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

 

Nossos resultados mostram que a injeção de sulfito diminuiu os feixes de axônios em 

estriado de ratos eutanasiados 7 dias após a injeção, como observado através da marcação da 

Fluoromielina (Figuras 3A e B), uma sonda com alta sensibilidade que marca áreas 

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 (pós-tratamento com BEZ) (Figura 3B) à injeção de sulfito, preveniu as 

alterações observadas na marcação da Fluoromielina induzidas pelo sulfito.  
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Figura 3. Efeitos do pré- (A) e pós-tratamento (B) com bezafibrato (BEZ; 30 ou 100 

mg/kg/dia) sobre as alterações causadas pela administração de sulfito (2 µmol) na marcação 

da Fluoromielina em estriado de ratos. Barra de calibração indica 50 μm. O pré-tratamento 

com BEZ foi realizado por gavagem durante 7 dias antes da administração de sulfito, ao passo 

que o pós-tratamento foi feito durante 7 dias após a administração. Estão mostradas imagens 

representativas da marcação da Fluoromielina no estriado dos animais.  
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1.2. Efeitos da administração intraestriatal de sulfito associada ou não à administração 

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

  

 A seguir, foi avaliada a marcação da MBP, outro parâmetro de estrutura de mielina, 7 

dias após a injeção de sulfito e foi verificado que esse metabólito diminuiu significativamente 

a intensidade da fluorescência dessa marcação, bem como o volume dos feixes de axônios em 

estriado de ratos (Figuras 4A, 4C e 4E). Com relação à administração de BEZ, o pré-

tratamento com 30 mg/kg/dia desse composto preveniu tanto a diminuição na marcação da 

MBP quanto a redução do volume dos feixes de axônios causadas pelo sulfito (Figura 4A). A 

prevenção das alterações observadas na marcação da MBP provocadas pelo sulfito ainda foi 

observada com o pós-tratamento com 100 mg/kg/dia de BEZ (Figuras 4C e 4D). Já o pós-

tratamento com 30 mg/kg/dia de BEZ preveniu apenas a diminuição do volume dos axônios, 

mas não a intensidade da marcação da MBP (Figuras 4E e 4F).  
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Figura 4. Efeitos do pré- (A e B) e pós-tratamento (C-F) com bezafibrato (BEZ; 30 ou 100 

mg/kg/dia) sobre as alterações causadas pela administração de sulfito (2 µmol) na marcação 

da proteína básica da mielina (MBP) em estriado de ratos. O pré-tratamento com BEZ foi 

realizado por gavagem durante 7 dias antes da administração de sulfito, ao passo que o pós-

tratamento foi feito durante 7 dias após a administração. (A, C e E) Estão mostradas imagens 

representativas da marcação da MBP no estriado dos animais. Barra de calibração indica 50 

μm.  (B, D e F) Quantificação da marcação da MBP. Os valores estão expressos em média ± 

desvio-padrão para três 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 administração intraestriatal de sulfito associada ou não à administração 

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

 

Também foi avaliado o efeito do sulfito sobre a marcação do NG2, proteína expressa 

pelas CPOs, 7 dias após a injeção. A Figura 5 demonstra que o sulfito aumentou a marcação 

dessa proteína, bem como a densidade de células expressando NG2 (Figuras 5A e 5B). 

Também verificamos que o pós-tratamento com 30 mg/kg/dia de BEZ preveniu as alterações 

na marcação do NG2 (Figura 5B), enquanto o pós-tratamento com 100 mg/kg/dia desse 

composto não apresentou efeito protetor (Figura 5B). 

 

 

 

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

alterações causadas pela administração de sulfito (2 µmol) na marcação do neuroglicano-2 

(NG2) em estriado de ratos. O pós-tratamento com BEZ foi realizado por gavagem durante 7 

dias após da administração de sulfito. (A) Estão mostradas imagens representativas da 

marcação do NG2 no estriado dos animais. Barra de calibração indica 50 μm. (B) 

Quantificação da marcação do NG2. Os valores estão expressos em média ± desvio-padrão 

para três 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). 

 



30 

 

O próximo passo de nossa investigação consistiu em estudar os efeitos da 

administração intraestriatal de sulfito associada ou não à administração de BEZ sobre 

marcadores de processo inflamatório, tais como marcação de Iba1, e os níveis do RNAm das 

citocinas TNF e IL-1β, além do fator de transcrição NFkB em estriado de ratos. 

 

1.4. Efeitos da administração intraestriatal de sulfito associada ou não à administração 

por gavagem de BEZ sobre a marcação da Iba1 em estriado de ratos jovens  

  

 Estudamos o efeito do sulfito sobre a marcação de Iba1, uma proteína expressa em 

grandes quantidades pela micróglia, 7 dias após a injeção. Pode ser observado na Figura 6 que 

o sulfito aumentou significativamente a fluorescência da marcação da Iba1 e a densidade de 

células marcadas com essa proteína, indicando que esse metabólito causa ativação microglial 

e inflamação. O pré-tratamento com BEZ (30 e 100 mg/kg/dia) não foi capaz de atenuar ou 

prevenir estatisticamente o efeito do sulfito (Figura 6B). Por outro lado, o pós-tratamento com 

BEZ, na dose de 30 mg/kg/dia, atenuou as alterações na marcação de Iba1, ao passo que na 

dose de 100 mg/kg/dia o BEZ preveniu totalmente essas alterações induzidas pela 

administração de sulfito (Figura 6D). 
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Figura 6. Efeitos do pré- (A) e pós-tratamento (B) com bezafibrato (BEZ; 30 ou 100 

mg/kg/dia) sobre as alterações causadas pela administração de sulfito (2 µmol) na marcação 

da molécula adaptadora ligante de cálcio ionizado-1 (Iba1) em estriado de ratos. O pré-

tratamento com BEZ foi realizado por gavagem durante 7 dias antes da administração de 

sulfito, ao passo que o pós-tratamento foi feito durante 7 dias após a administração. (A e C) 

Estão mostradas imagens representativas da marcação de Iba1 do estriado animais. Barra de 

calibração indica 50 μm. (B e D) Quantificação da marcação de Iba1. Os valores estão 

expressos em média ± desvio-padrão para três 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 administração intraestriatal de sulfito sobre os níveis do RNAm do TNF e 

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

 

A Figura 7 mostra que o sulfito não alterou significativamente os níveis do RNAm 

das citocinas TNF e IL-1β em estriado de ratos eutanasiados 7 dias após a administração. 

Contudo, o sulfito elevou significativamente os níveis do RNAm do NFkB (Figura 7C), 

reforçando que esse metabólito induz processo inflamatório. 

 

 

 

Figura 7. Efeitos da injeção de sulfito (2 µmol) sobre os níveis de RNAm do fator de necrose 

tumoral (TNF) (A), da interleucina-1β (IL-1β) (B) e do fator nuclear kappa B (NFkB) (C) em 

estriado de ratos. Os valores estão expressos em média ± desvio-padrão para quatro a cinco 

experimentos independentes (animais) por grupo. *P<0,05, comparado ao grupo controle 

(Teste t de Student). 
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III.1. DISCUSSÃO 

 

A deficiência da SO é uma doença hereditária caracterizada pelo acúmulo tecidual e 

elevada excreção urinária predominantemente de sulfito. Dentre os sintomas mais comuns 

encontrados nos pacientes, observam-se convulsões neonatais graves, encefalopatia e retardo 

psicomotor. Os achados neuropatológicos incluem anormalidades dos gânglios basais e 

encefalopatia grave com perda neuronal, além de desmielinização da substância 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 têm sugerido que 

o acúmulo de sulfito está envolvido no aparecimento e progressão dos achados clínicos e 

neuropatológicos (Johnson e Duran, 2010; Ozturk et al., 2010), o objetivo deste trabalho foi o 

de estudar os efeitos da administração intraestriatal de sulfito sobre a estrutura e compactação 

da mielina, e investigar se esse metabólito induz processo inflamatório em estriado de ratos 

jovens. Também avaliamos se o BEZ, um pan-agonista de receptores PPAR com potencial 

efeito neuroprotetor, poderia prevenir os efeitos tóxicos causados pelo sulfito. 

Nossos resultados mostraram que o sulfito diminuiu os feixes e volume dos axônios, 

como observado através da Fluoromielina e da marcação da MBP. O sulfito também reduziu a 

intensidade da marcação da MBP. Esta proteína é um componente integral da mielina 

responsável pela adesão das superfícies citoplasmáticas da membrana dos oligodendrócitos 

umas às outras, contribuindo para a formação, 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 sinalização, e participa na manutenção da homeostase de 

cálcio e na organização 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 axônios estão alterados e que a MBP está diminuída, nossos 
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achados indicam que a administração de sulfito causa dano à compactação e estrutura da 

mielina. 

No presente estudo não foram estabelecidos os mecanismos pelos quais o sulfito 

causa dano à mielina. Contudo, em um trabalho realizado pelo nosso grupo foi verificado que 

o sulfito induz a abertura do poro de permeabilidade transitória mitocondrial e, assim, diminui 

a capacidade da mitocôndria em reter cálcio (Grings et al., 2014), levando possivelmente à 

elevação das concentrações citosólicas desse cátion. Visto que a calmodulina, quando ativada 

por cálcio, interage com a MBP e regula a sua interação com proteínas do citoesqueleto e da 

membrana lipídica, pode-se especular que a elevação das concentrações de cálcio no citosol 

induzida pelo sulfito possa desregular a interação calmodulina-MBP e causar a perda da 

compactação da mielina. Além disso, dados da literatura evidenciaram que o sulfito aumenta a 

produção 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 proteínas. Dessa 

forma, é possível que os radicais livres gerados pelo sulfito possam causar dano oxidativo à 

MBP ou até mesmo a proteínas do citoesqueleto, acarretando alterações na mielina. 

Também verificamos que o sulfito aumentou tanto a fluorescência como a densidade 

de células que expressam NG2. O NG2 é encontrado principalmente nas CPOs e, portanto, é 

considerado um marcador de remielinização (Adieli e Adieli, 2017). Ainda é importante 

considerar que, quando comparadas a outras células constituintes da glia, as CPOs são as 

primeiras a reagir a danos na mielina e as que apresentam maior taxa de proliferação em 

resposta à desmielinização (Watanabe et al., 2002; Cenci di Bello et al., 1999;  Adieli e 

Adieli, 2017). Esses achados, portanto, sugerem que o aumento de NG2 pode ser um 

mecanismo adaptativo do estriado em resposta ao dano causado pelo sulfito. Nesse contexto, 

estudos anteriores já mostraram que a elevação dos níveis de NG2 causada por determinados 

insultos que causam desmielinização, tais como lesões na coluna vertebral e esclerose 
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múltipla, tem o objetivo de induzir remielinização nas áreas afetadas (Watanabe et al., 2002; 

Cenci di Bello et al., 1999; Adieli e Adieli, 2017).  

Avaliamos a seguir os efeitos da administração do sulfito sobre parâmetros 

indicativos de processo inflamatório em estriado de ratos. O sulfito aumentou a marcação da 

Iba1, bem como o número de células expressando essa proteína. Visto que essa proteína é 

encontrada na micróglia, os chamados macrófagos residentes do SNC, pode ser sugerido que 

esse metabólito induz ativação microglial e inflamação. Isso está de acordo com observações 

de nosso grupo mostrando que o sulfito causa reatividade glial, uma condição de resposta a 

dano cerebral visando a proteção de células, principalmente neurônios, por aumentar a 

marcação de S100B e GFAP, proteínas marcadoras de astrócitos (Anderson e Sofroniew, 

2014; Sofroniew e Vinters, 2010; Grings, 2017). É importante também destacar que os 

astrócitos, juntamente com a micróglia, são as principais células ativadas durante processos 

neuroinflamatórios (McNeela et al., 2017). Além disso, o aumento da Iba1 causado pelo 

sulfito corrobora ao fato de esse metabólito também aumentar a marcação do NG2, já que a 

elevada resposta proliferativa das CPOs é comumente observada em casos de inflamação 

acompanhada de desmielinização (Cenci di Bello et al., 1999; Franklin, 2002). 

O NFkB é um fator de transcrição ubíquo que tem importante papel na resposta 

imune inata induzindo a produção de ou sendo induzido por citocinas inflamatórias. Desse 

modo, estudamos os efeitos do sulfito sobre os níveis de RNAm tanto do NFkB quanto das 

citocinas pró-inflamatórias TNF e IL-1β. O sulfito aumentou os níveis de RNAm do NFkB, o 

que corrobora ao fato desse metabólito ter aumentado a marcação da Iba1, porém não 

modificou os níveis do RNAm das duas citocinas avaliadas. Apesar de não determinarmos as 

razões pelas quais os níveis de RNAm das citocinas não foram alterados, pode ser especulado 

que, em nossas condições experimentais, o sulfito é capaz de induzir um aumento apenas 

agudo dessas citocinas seguido da diminuição desses níveis. Reforçando tal hipótese, 
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Yamawaki e colaboradores (2018) demonstraram que a administração intraperitoneal de 

lipopolissacarídeo (5 mg/kg) aumentou os níveis de citocinas pró-inflamatórias em cérebro de 

camundongos 2 h após a injeção, porém esses níveis diminuíram 24 h após a administração. 

Por outro lado, deve ser considerado que já foi observado em outros estudos que os níveis de 

RNAm não necessariamente correlacionam com os níveis de determinadas proteínas (Liu et 

al., 2016; Payne, 2015). Assim, temos como perspectiva avaliar o efeito da administração de 

sulfito, em diferentes tempos de eutanásia dos animais, sobre o conteúdo protéico dessas 

citocinas, os níveis de RNAm e o conteúdo dessas proteínas. 

Além disso, investigamos os efeitos de um pré- e pós-tratamento com BEZ nos 

animais que receberam a administração intraestriatal de sulfito a fim de avaliar se essa 

molécula com potencial neuroprotetor poderia prevenir os efeitos tóxicos do sulfito. O pré- e 

o pós-tratamento com BEZ preveniram a diminuição tanto dos feixes de axônios quanto da 

marcação da MBP induzida pelo sulfito. Já o pós-tratamento também preveniu o aumento de 

Iba1 e do NG2. Apesar de o pré-tratamento com BEZ não ter prevenido estatisticamente o 

efeito do sulfito sobre a marcação de Iba1, nossos resultados mostram que há uma tendência 

para um efeito protetor do BEZ sobre esse parâmetro nessas condições. Visto que o BEZ é um 

pan-agonista de receptores PPAR que influencia na regulação da expressão de enzimas 

antioxidantes, esses resultados reforçam a nossa hipótese de que o sulfito causa alterações na 

mielina e também neuroinflamação através do aumento na produção de radicais livres. Ainda 

pode ser sugerido que o sulfito causa os efeitos tóxicos acima descritos por induzir disfunção 

mitocondrial visto que o BEZ ativa o eixo PPAR-PGC-1α que regula a biogênese 

mitocondrial (Desvergne e Wahli, 1999). Em consonância com isso, Grings e colaboradores 

(2017) demonstraram que a administração 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 alterações na mielina podem 
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ser causadas por estresse oxidativo induzido nos oligondendrócitos, levando até mesmo à 

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-dependência frente à toxicidade do sulfito. No entanto, essa 

dose-dependência não foi observada em alguns parâmetros, tais como na marcação do NG2, o 

que pode ser devido ao fato de que o BEZ influencia diferentes vias de sinalização, incluindo 

vias que regulam a expressão de defesas antioxidantes, processos inflamatórios e 

sobrevivência ou morte celular (Desvergne e Wahli, 1999). Portanto, é possível que a 

modulação diferenciada do BEZ sobre vias de sinalização distintas leve a efeitos 

diferenciados sobre os parâmetros analisados. 

Nossos resultados evidenciam, pela primeira vez na literatura, que a administração de 

sulfito causa dano à mielina e neuroinflamação em estriado de ratos. Assim, pode ser 

presumido que esses mecanismos patológicos possivelmente contribuem para o dano nos 

gânglios basais observado nos pacientes com deficiência da SO. Nossa hipótese é de que o 

dano exercido sobre a mielina e a inflamação induzidos pelo sulfito se deve ao aumento na 

produção de radicais livres e alterações na função mitocondrial. Além disso, considerando que 

o 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 deficiência da 

SO.  

 

III.2. CONCLUSÕES 

 

 A administração de sulfito diminuiu a marcação da Fluoromielina e MBP em 

estriado de ratos, indicando dano à estrutura e compactação da mielina. 
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 A administração de sulfito aumentou a marcação de NG2 em estriado, o que 

sugere indução de remielinização.  

 A administração de sulfito aumentou a marcação de Iba1 e os níveis do RNAm 

de NFkB em estriado, indicando reatividade glial e indução de inflamação em 

estriado. 

 A administração de sulfito não alterou os níveis do RNAm das citocinas TNF e 

IL-1 em estriado. 

 O pré-tratamento com BEZ preveniu as alterações na marcação da 

Fluoromielina, MBP e Iba1 induzidas pelo sulfito em estriado. 

 O pós-tratamento com BEZ preveniu as alterações na marcação da 

Fluoromielina, MBP, Iba1 e NG2 induzidas pelo sulfito em estriado. 

 

III.3. PERSPECTIVAS 

 

 Avaliar os efeitos da administração de sulfito (2µmol) sobre os níveis de RNAm 

e conteúdo proteico do NFkB, TNF e IL-1β em estriado de ratos eutanasiados 1 

ou 3 dias após a injeção do sulfito. 

 Avaliar os efeitos do pré- e pós-tratamento com BEZ (30 ou 100 mg/kg/dia) 

sobre as possíveis alterações detectadas nos níveis de RNAm e conteúdo 

proteico do NFkB, TNF e IL-1β causadas pelo sulfito (2µmol) em estriado de 

ratos eutanasiados 1 ou 3 dias após a injeção do metabólito. 

 Avaliar os efeitos do pré-tratamento com BEZ (30 ou 100 mg/kg/dia) sobre o 

aumento da marcação do NG2 induzido pela administração de sulfito (2µmol) 

em estriado de ratos eutanasiados 7 dias após a injeção de sulfito. 
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