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Resumo

Na presente investigagdo foram avaliados os efeitos in vitro de diferentes
concentracbes de galactose sobre as substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBA-RS) e o conteldo total de sulfidrilas em plasma, sobre a
atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superéxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) em eritrécitos e sobre a atividade da
enzima butirilcolinesterase (BuChE) em soro de ratos. Também avaliamos a
influéncia dos antioxidantes trolox, vitamina C (acido ascorbico) e glutationa
sobre as alteracbes causadas pela galactose nos parametros avaliados. Foram
utilizados ratos machos Wistar de 30 e 60 dias de idade, ndo tratados. A
galactose foi adicionada ao ensaio a fim de se obter as seguintes
concentraces finais: 0,1, 3,0, 5,0 e 10,0 mM. O grupo controle foi realizado
sem a adicdo da galactose. Para os experimentos in vitro, o plasma e
eritrocitos dos ratos foram divididosnos seguintes grupos: grupo 1 (controle-
salina), grupo 2 (galactose), grupo 3 (controle-trolox 1,0 mM), grupo 4 (controle-
acido ascorbico 1,0 mM), grupo 5 (controle-glutationa 1,0 mM), grupo 6
(galactose + trolox 1,0 mM), grupo 7 (galactose + acido ascorbico 1,0 mM) e
grupo 8 (galactose + glutationa 1,0 mM). Apos a adicdo dos compostos
descritos acima, os tubos de ensaio foram incubados por 1 hora a temperatura
de 37°C. As doses de trolox, acido ascoérbico e glutationa seguiram o0s
protocolos descritos por Wyse et al. (2002), Silva et al. (2004) e Avrova et al.
(1999), respectivamente. Os resultados mostraram que a galactose nas
concentragdes de 3,0 mM, 5,0 mM e 10,0 mM aumentou TBA-RS em plasma
ratos de 60 dias de idade e na concentracdo de 10,0 mM reduziu o contetdo
total de sulfidrilas em plasma de ratos de 30 dias de idade. Com relacdo as
enzimas antioxidantes, a galactose nas concentracées de 5.0 mM e 10,0 mM
aumentou signitivamente a atividade da CAT em eritrocitos de ratos de 30 e 60
dias de idade e na concentracdo de 10,0 mM reduziu a atividade da SOD em
eritrécitos de ratos de 60 dias de idade, porém néo alterou a atividade da GSH-
Px em eritrécitos de ratos de 30 e 60 dias de idade. A galactose nao alterou a
atividade da enzima BuChE em soro de ratos de 30 e 60 dias de idade. Os
antioxidantes foram capazes de prevenir a maioria das alteracdes causadas
pela galactose. Os dados sugerem que a galactose causa peroxidacao lipidica,
verificada pelo aumento em TBA-RS; dano em proteinas, uma vez que a
galactose causou oxidacao de grupos sulfidrilas; e alteracdes na atividade de
enzimas antioxidantes. Os resultados sugerem que os radicais livres estéo
provavelmente envolvidos nos efeitos pro-oxidantes da galactose, uma vez que
0s antioxidantes trolox, acido ascoérbico e glutationa impediram muitas das
alteracOes causadas pela galactose no sangue de ratos. Os presentes dados
sugerem fortemente que um desequilibrio na homeostase redox ocorre nesta
doenca. Além disso, os resultados reforcam dados de apoio a estruturar uma
estratégia terapéutica adjuvante, com base em antioxidantes, para limitar o
dano oxidativo causado pela galactose na Galactosemia Classica.

Palavras-chave: Galactosemia; estresse oxidativo; antioxidantes;
butirilcolinesterase, ratos.



Abstract

In the present study we evaluated the in vitro effects of different galactose
concentrations of the substances reactive to thiobarbituric acid (TBARS) and
the total content of sulfhydryl in plasma, on the activity of antioxidant enzymes
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD ) and glutathione peroxidase
(GSH-Px) in erythrocytes and the enzyme activity of butyrylcholinesterase
(BUChE) in rat serum. We also evaluated the influence of trolox antioxidants,
vitamin C (ascorbic acid) and glutathione on the changes caused by galactose
in the evaluated parameters. Wistar male rats were used 30 and 60 day old
untreated. Galactose was added to the test to obtain the following final
concentrations: 0.1, 3.0, 5.0 and 10.0 mM. The control group was made without
the addition of galactose. For in vitro experiments, the plasma and
erythrocytesof rats were divided into four groups: group 1 (control-saline), group
2 (galactose), group 3 (control-trolox 1.0 mM), group 4 (control ascorbic acid 1,
0 mM), group 5 (control-glutathione 1.0 mM), group 6 (galactose + trolox 1.0
mM), group 7 (galactose + ascorbic acid 1.0 mM) and group 8 (galactose +
glutathione 1, 0 mM). After the addition of the above compounds, the assay
tubes were incubated for 1 hour at 37 °C. Doses of Trolox and ascorbic acid
and glutathione followed the protocols described by Wyse et al. (2002), Smith et
al. (2004) and Avrova et al. (1999), respectively. The results showed that the
galactose concentrations (3.0 mM, 5.0 mM and 10.0 mM) increased TBA-RS in
plasma rats 60 days old and at a concentration of 10.0 mM reduced total
content sulfhydryl at 30 day old rat plasma. Regarding the antioxidant enzymes
galactose in concentrations of 5.0 mM and 10.0 mM significantly increased CAT
activity in erythrocytes of mice 30 to 60 days old and at a concentration of 10.0
mM reduced SOD activity in erythrocytes mice 60 days of age but did not alter
the activity of GSH-Px at 30 and 60 days old rat erythrocytes. The galactose did
not affect the enzyme activity of BUChE in mouse serum 30 and 60 days of age.
The antioxidants were able to prevent the majority of the changes induced by
galactose. The data suggest that galactose cause lipid peroxidation, verified by
the increase in TBA-RS; damage to proteins, since galactose caused oxidation
of sulthydryl groups; and changes in the activity of antioxidant enzymes. The
results suggest that free radicals are probably involved in pro-oxidant effects of
galactose, as the antioxidant trolox, ascorbic acid and glutathione prevent many
of the changes induced by galactose in rat blood. The present data strongly
suggests that an imbalance in redox homeostasis occurs in this disease. In
addition, the results reinforce data supporting structure an adjuvant therapeutic
strategy, based on antioxidants to limit oxidative damage caused by galactose
in Classic Galactosemia.

Keywords: galactosemia; oxidative stress; antioxidants; butyrylcholinestera
rats.
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1 INTRODUCAO

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) constituem um grupo
heterogéneo de defeitos genéticos que afetam a sintese, degradacéo,
processamento e transporte de moléculas no organismo, que podem levar ao
acumulo de substancias, em deficiéncia de produtos intermediarios criticos
produtos finais especificos ou ainda no excesso das mesmas (MC CORVIE &
TIMSON, 2011).

A galactosemia classica é umas das diversas forma EIM, considerada a
mais comum das galactosemias, sendo uma doenca caracterizada pela
deficiéncia na atividade da enzima galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT),
a qual estéa envolvida no metabolismo da galactose (Isselbacher, 1956; Leloir,
1951). A enzima galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT) catalisa a
conversao reversivel da UDP-glicose e galactose -1- fosfato a UDP- galactose
e glicose -1- fosfato (FREY et al., 1982; MC CORVIE & TIMSON, 2011).

Podem ser caracterizada duas outras formas de galactosemia, a
galactosemia tipo Il (GALK, EC 2.7.1.6), caracterizada por deficiéncia na
enzima galactoquinase, a qual fosforila a galactose produzindo galactose-1-
fosfato e a galactosemia tipo Ill (GALE), caracterizada por deficiéncia na
enzima UDP-galactose-4'-epimerase, a qual interconverte UDP-galactose e
UDP-glicose (HOLDEN et al., 2003; THODEN et al., 2005; TIMSON, 2006).

Os sintomas iniciais apresentados por pacientes galactosémicos sao
geralmente inespecificos, como dificuldade de alimentacao, vomitos e diarréia,
letargia e hipotonia, doenca hepatica e sepses predominantemente por
Escherichia coli podendo levar a morte precoce criancas nao tratadas
(HOLTAN et al., 2001). Criancas afetadas também apresentam risco maior de
atraso no desenvolvimento, dificuldades de fala e deficiéncia intelectual.
Individuos do sexo feminino podem ter problemas reprodutivos causados por
insuficiéncia ovariana (Bosch 2006). A galactosemia também causa desordens
oftalmicas como catarata, que foi descrita como o principal achado oftalmico
nessa doenca, também h& relatos de hemorragia vitrea, a qual é raramente
observada (LEVY et al., 1996).

O periodo inicial da doenca pode ocorrer in Utero, pois o desenvolvimento

das vias metabdlicas da galactose inicia aproximadamente no periodo da 102



18

semana de gestacdo. Mas, é somente apos o inicio da ingestao de leite, que se
daré o inicio das manifestaces caracterizado pela forma aguda e fulminante,
associada a sepsis neonatal por E. coli. No entanto, a forma mais frequente € a
sub-aguda, fase que apresenta como sintomas: vomito, diarreia, ictericia,
hepatomegalia, ascite, aumento plasmatico de fenilalanina e tirosina,
galactosuria, aumento de galactose-1-fosfato plasmatica, entre outros
(VASQUEZ, 2007). Apesar da dieta restrita em galactose, ocorrem
complicacbes tardias que podem ter origem na producdo enddgena de
galactose, resultante da reciclagem de hidratos de carbono complexos, assim
como da possivel quebra de UDP - galactose (SEGAL et al, 1995; VASQUEZ,
2007).

Quanto ao diagnostico, a galactosemia classica pode ser detectada
através datriagem neonatal, como ocorre em muitos paises desenvolvidos,
minimizando a patologia aguda (Jumbo-Lucioniet al., 2012). O diagndéstico e o
tratamento da galactosemia deve ser realizada o mais precoce possivel, a fim
de evitar a morte neonatal e para minimizar complicaces posteriores (BOSCH,
2006).

O estresse oxidativo tem atraido a atencdo da comunidade cientifica nas
Ultimas décadas, uma vez que estudos indicam que este estd envolvido no
mecanismo de muitas doencas, incluindo céancer, aterosclerose,
envelhecimento, diabetes tipo 2 e doencas neurodegenerativas, como
Alzheimer e doenca de Parkinson (Jezek e Hlavata, 2005). Além disso, o
estresse oxidativo € comumente observado em alguns erros inatos do
metabolismo intermediéario, participando de sua fisiopatologia (COLOME et al,
2000; DELWING et al., 2005;DELWING et al., 2006; DELWING et al., 2007;
WAJINER et al, 2004). Embora a causa do estresse oxidativo aumentado
nestas doencas nao esteja completamente compreendida, pode ser devido ao
acumulo de metabdlitos toxicos que levam a producdo excessiva de radicais
livres ou a deplecdo celular de defesas antioxidantes (ARTUCH et al ., 2004;
VAN BACKEL et al, 2000).

Considerando que a patogénese do quadro clinico caracteristico
apresentado por pacientes galactosemicos vem passando por diversos
processos de pesquisas. Este trabalho tem por objetivo verificar o efeito in vitro

de diferentes concentragcbes de galactose no plasma demonstrando os efeitos
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sobre o TBA-RS e o conteudo total de sulfidrilas e sobre as atividades das
enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase e superdxido
dismutase) em eritrécitos e verificar o efeito in vitro de diferentes concentracdes
de galactose sobre a atividade da enzima butirilcolinesterase em soro de ratos
de 30 e 60 dias.

Por fim, a proposta foi investigar a influéncia dos antioxidantes trolox,
acido ascorbico e glutationasobre os efeitos in vitro da galactose, sobre o TBA-
RS e sulfidrilas em plasma de ratos; atividade das enzimas antioxidantes
(catalase, glutationa peroxidase e superoxido dismutase) em eritrocitos de
ratos e a atividade da butirilcolinesterase em soro de ratosde 30 e 60 dias de
idade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Estudar os efeitos in vitro da galactose e a influéncia dos antioxidantes
trolox, acido ascorbico e glutationa sobre alguns parametros de estresse
oxidativo e sobre a atividade da butirilcolinesterase em sangue de ratos
de 30 e 60 dias de idade.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de galactose
(0,2mM, 3,0mM, 5,0mM e 10,0mM) sobre o TBA-RS e o conteldo total

de sulfidrilas em plasma de ratos de 30 e 60 dias de idade;

o Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de galactose
(0,2mM, 3,0mM, 5,0mM e 10,0mM) sobre a atividade das enzimas
antioxidantes CAT, GSH-Px e SOD em eritrécitos de ratos de 30 e 60
dias de idade;

e Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de galactose sobre

a atividade da enzima BUChE em soro de ratos de 30 e 60 dias;

¢ Investigar a influéncia in vitro dos antioxidantes trolox, acido ascorbico e
glutationa sobre os efeitos da galactose sobre o TBA-RS e conteludo
total de sulfidrilas em plasma de ratos e atividade das enzimas
antioxidantes CAT, GSH-Px e SOD em eritrécitos de ratos de 30 e 60
dias de idade.
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3 REVISAO

3.1 Erros inatos do metabolismo

As Doencas Metabdlicas Hereditarias (DMH) estdo sendo
constantemente pesquisadas, entre elas os erros inatos do metabolismo (EIM),
que tem a primeira descricdo relatada aproximadamente um século, tempo
este, que contribuiu para o progresso e avanco da ciéncia basica e da
tecnologia, possibilitando maior conhecimento sobre a patogénese das DMH e,
consequentemente, sobre o diagnéstico, manejo e tratamento destas
patologias (SOUZA et al. 2006).

De acordo com Souza e colaboradores (2006), os EIM sédo doencas ou
desordens metabodlicas hereditarias que ocorrem devido a um defeito
enzimatico especifico, que determina um bloqueio de uma via metabdlica. Este
bloqueio, por sua vez, ocasiona o acumulo do substrato inicial, ou a deficiéncia
do produto da reacdo, ou o desvio da rota metabdlica com formacao de outro
produto final, podendo levar ao comprometimento dos processos celulares, o
que € considerado de grande importancia clinica, pois afetam a producdo de
energia ou lesam tecidos criticos para a sobrevivéncia.

Para Gimenez-Sanches Valle (2001) aproximadamente cerca de 500
EIMs foram identificados até o momento, correspondendo a cerca de 10% de
todas as doencas genéticas. Ainda que individualmente raros, os EIMs sédo
freqientes em conjunto, apresentando uma incidéncia cumulativa estimada em
1:1.000 recém-nascidos vivos (GIUGLIANI; COELHO, 1997).

Quanto a classificacdo dos EIMs, essa depende da area metabdlica que
sofrera alteracdo, podendo ser por diferentes vias metabdlicas, como a de
aminoacidos, acido organicos, glicidios, lipidios, glicosaminoglicanos,
glicoproteinas, purinas e pirimidinas, enzimas eritrocitarias, lipoproteinas,
horménios e proteinas plasmaticas (SCRIVER et al. 2001). O diagndstico
precoce é de extrema importancia, pois resulta na diminui¢cdo significativa dos
sintomas e impede o agravamento destes. Assim, a triagem neonatal é

fundamental para o diagndstico em fase pré-clinica, prevenindo o dano
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neurolégico e em alguns casos a morte do paciente (MARTINS et al. 2003;
JARDIM; ASHTON-PROLLA, 1996; SOUZA, 2002).

Considerando o crescente impacto das doencas genéticas no Brasil, e a
possibilidade de deteccao precoce, acredita-se que cada pais deva conhecer a
frequéncia de doencas metabdlicas a nivel populacional e com isso promover a
realizacdo de estudos de custo e beneficio, para decidir sobre a inclusédo ou
ndo dos testes diagndsticos e com isso possibilitar o tratamento e
consequentemente a minimizacdo dos sintomas e agravamento da doenca
(POLLITT; 1997).

3.2 Galactosemias

A galactosemia € uma doenca metabdlica rara, de fundo genético, é uma
entidade morbida de carater autossémico, transmitida recessivamente. A
deficiéncia de uma enzima do metabolismo da galactose ndo permite que esta
seja transformada em glicose, principal fonte de energia do organismo e
acabaresultando em acumulo de metabdlitos da galactose no organismo. O
acumulo da galactose ou de seus metabdlitos é considerado a causa de danos
aos rins, figado, cérebro e olhos ou até mesmo a morte em casos mais graves
(SEGAL; BERRY; 1995). A galactosemia é definida, como a deficiéncia no
processo do metabolismo da galactose, na maioria dos casos, da enzima
galactose-1-fosfato uridiltransferase, promovendo um acumulo de galactose e
de galactose-1-fosfato no sangue e nos tecidos.

De acordo com a via de Leloir, a deficiéncia de qualquer uma das 3
(trés) enzimas envolvidas na metabolizacdo da galactose (Figura 1) pode
causar galactosemia, incluindo: deficiéncia da galactose 1-fosfato
uridiltransferase (GALT), que causa a forma mais comum, também conhecida
como “galactosemia classica”, deficiéncia da galactoquinase (GALK) e
deficiéncia da uridina difosfato-galactose-4-epimerase (GALE) (TIMSON,
2015). As galactosemias séo classificadas em: Tipo 1 ou deficiéncia da GALT,
caracterizada como sendo o tipo mais comum de galactosemia, cuja
deficiéncia esta na enzima galactose-1-fosfato uridil transferase. Esta disfuncéo

resulta no acumulo de galactose 1-fosfato e impedimento na formacao de
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glicose-1-fosfato que entraria na glicogendlise. A galactosemia Tipo 2 ou
deficiéncia da GALK, consiste em deficiéncia enzimatica da galactoquinase,
resultando no acumulo de galactose, a qual pode ser convertida a galactitol de
toxidade elevada, ou galactonato que também € um produto téxico. E por fim a
galactosemia tipo 3 ou deficiéncia da GALE, a qual resulta na deficiéncia da
enzima uridil difosfogalactose-4-epimerase, a qual interconverte UDP-galactose
e UDP-glicose. Todas as formas de galactosemias podem causar danos

severos a saude do portador desta patologia (YAGER, 2003).

Galactitol «——— Galactosa ——— Galactonato

\ Macromolécula Glicosiladas

i

UDP-Glu Galactosa-1-fosfato «—— UDP-Gal
I (3) GALE (2) GALT ] (3) GALE
UDP-Gal Glucosa-1-fosfato <——> UDP-Glu

Glucosa <—— Glucosa-6-fosfato — > Pirlvico

Figura 1: Processo de metabolismo da galactose. (Holden; Rayment; Thoden,2003).

3.3 Galactosemia Classica

A galactosemia classica (tipo 1) é uma doenca genética rara
causada pela deficiéncia na atividade da enzima galactose-1-fosfato uridil
transferase (GALT) (EC 2.7.7.12), a qual estad envolvida no metabolismo da
galactose (ISSELBACHER, 1956; LELOIR, 1951). Essa enzima catalisa a
conversao reversivel da UDP-glicose e galactose-1-fosfato a UDP-galactose e
glicose-1-fosfato (FREY et al., 1982; MC CORVIE & TIMSON, 2011).

A forma mais comum e clinicamente grave da galactosemia é a

galactosemia classica, a qual afeta cerca de 1/30.000 a 60.000 nascidos vivos
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(TYFIELD & WALTER, 2002; ZAFFANELLO et al, 2005). Algumas hipéteses
tém sido sugeridas sobre a interferéncia da galactose-1-fosfato, acumulada na
galactosemia, sobre a atividade de varias enzimas do metabolismo dos
carboidratos (LAl et al.,, 2009). Dados da literatura mostram que tanto
pacientes tratados como ndo tratados apresentam alteracdes de glicosilacao
(TYFIELD & WALTER, 2002; WALTER et al., 1999). De acordo com o estudo
de Charlwood e colaboradores (1998), se observou alteragdes significativas de
glicosilacdo mesmo em pacientes com restricdo alimentar prolongada de
galactose, sugerindo que a biossintese das glicoproteinas e /ou glicolipideos
podem contribuir ndo s6 para a fase aguda, mas também para algumas das
complicagbes a longo prazo. Em 1995, Gitzelmann sugeriu que o aumento
intracelular de galactose-1-fostato poderia inibir a atividade de varias enzimas,
como por exemplo a atividade da glicose-6-fosfatase, fosfoglicomutase,
glicogénio fosforilase hepética, UDP-glicose pirofosforilase e glicose-6-
fosfatase desidrogenase.

Estudos realizados por Gitzelmann (1995) também mostraram que apés
restricdo dietética de galactose, os pacientes com galactosemia classica
apresentaram valores de galactose-1-fosfato frequentemente fora do intervalo
normal (>5mM em pacientes ndo tratados, 0,1mM em pacientes tratados,
sendo esses valores indectaveis em individuos saudaveis). Além disso, a
literatura relata que altas concentracfes de galactose-1-fosfato inibe o
crescimento celular em levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual é utilizada
como um organismo modelo para estudo desta patologia (SLEPAK et al.,
2005).

Embora a doenca seja geralmente assintomatica no momento do
nascimento, os pacientes com esse EIM da galactose desenvolvem sintomas
crescentes ap0s a exposicdo a uma dieta a base de leite. Na auséncia de
intervencdo, estes sintomas, citados anteriormente podem inclusive levar a
morte neonatal. Os sintomas desta doenca podem variar de leve a muito grave,
incluindo disfungdes crénicas, tais como retardo mental e, no sexo feminino,
insuficiéncia ovariana (BOSCH, 2006; FRIDOVICH-KEIL, 2008).

A galactosemia classica pode ser detectada através da triagem neonatal,
em muitos paises desenvolvidos, minimizando a patologia aguda (JUMBO-

LUCIONI et al., 2012). O diagnéstico da galactosemia tipo | pode ser
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estabelecido através do aumento dos niveis de galactose-1-fosfato e
diminuicdo da atividade da GALT em eritrocitos (ELSAS, 1993). Dados da
literatura mostram que a subtracdo de galactose da dieta do paciente é
considerada o padrao atual de tratamento, porém néo € suficiente uma vez que
a galactose € também produzida endogenamente, através do “turnover” de
glicolipideos e glicoproteinas (LAl et al., 2009). No entanto, mesmo com a
restricdo dietética de galactose, muitos pacientes com galactosemia classica
podem vir a desenvolver complicacées graves a longo prazo (HOLTON et al.,
2000). Assim, a restricdo dietética de galactose pode atenuar ou prevenir estas
manifestacbes agudas, mas ndo parece prevenira longo prazo complicacdes
como insuficiéncia ovariana, disfuncdo do sistema nervoso central, incluindo
dificuldades cognitivas, problemas de memoria, mais lento processamento de
informacédo geral, sintomas psiquiatricos e disturbios da fala, complicacdes
motoras como tremor e ataxia cerebelar, entre outros problemas (ELSAS,
2000; HUGHES et al., 2009; POTTER et al.,, 2008; RIDEL et al., 2005;
SCHADEWALDT et al., 2010; WAISBREN et al., 2012). Além disso, estudos de
neuroimagem confirmam pobre mielinizacdo, atrofia cerebral em alguns
pacientes, bem como anormalidades na captacao de glicose em muitas regides
cerebrais (DUBROFF et al., 2008). De acordo com Antshel e colaboradores
(2004) e Waggoner e colabordores (1990), os achados clinicos mais comuns
nessa patologia incluem voz e/ou deficiéncia cognitiva em 30-50% de todos os
pacientes e insuficiéncia ovariana primaria ou prematura em quase 85% dos
pacientes do sexo feminino (ANTSHEL et al., 2004; WAGGONER et al, 1990).
Outras complicacbes incluem doenca ataxica neurologica, atraso de
crescimento e diminuicdo da densidade 6ssea (TYFIELD E WALTER, 2002).

De acordo com o estudo realizado por Timsom (2015), a partir da década
de 1970 as abordagens de biologia molecular foram aplicadas a galactosemia.
As localizagdes cromossOmicas e as sequéncias de DNA dos trés genes foram
determinadas estruturas das proteinas e estudos bioquimicos tém demonstrado
gue a deficiéncia enzimatica resulta muitas vezes de enrolamento incorreto e
consequente instabilidade da proteina.

Estudos em modelo de estruturas celulares tém demonstrado que a
reducdo na atividade da GALT ou GALE resulta em aumento do estresse

oxidativo. Assim, depois de um século de progresso, € possivel conceber
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terapias melhoradas e tracar o caminho para reduzir a acdo de intermediarios
potencialmente téxicos, com o uso de algumas drogas antioxidantes com a
proposta de reduzir o estresse oxidativo das células ou a utilizacdo de
proteinasou conjunto de proteinas auxiliadoras que tém por funcao principal
assistir e promover o enrolamento adequado de cadeias polipeptidicas, quer as
cadeias recém-sintetizadas nos ribossomas do reticulo endoplasmatico quer
pés-traducionalmente durante o seu processo de translocacdo através das
membranas intracelulares (TIMSON, 2006).

No ambiente celular existem varias classes dessas proteinas nao
relacionadas estruturalmente que se organizam formando redes cooperativas
de vigilancia e manutencdo da conformacao nativa de proteinas ou de inducdo
da destruicdo de proteinas irregulares através da formacdo de corpos de
inclusdo e posterior degradacdo pelas proteases do sistema lisosomal ou
proteossomal, podendo ser utilizadas com acdo farmacoldgica para estabilizar
as proteinas afetadas (CARDEAL, 2013).

3.4 Radicais livres

Segundo Ferreira e Matsubara (1997), citam que pesquisas foram e sé&o
realizadas com a finalidade de esclarecer o papel dos radicais livres em
processos fisiopatoldgicos como envelhecimento, cancer, aterosclerose,
inflamacédo e tentando também evidenciar esta correlacdo com as doencas
genéticas.

O termo radical livre refere-se a molécula altamente reativa, nominadas
como espécies reativas de oxigénio (ERO) que contém numero impar de
elétrons em sua Ultima camada eletrénica (Figura 2). As camadas eletrbnicas
de um elemento quimico sdo denominadas K, L, M e N, e seus subniveis, s, p,
d, f, sendo que estas camadas devem estar sempre emparelhadas. Quando o
emparelhamento ndo ocorre com o0s elétrons da Ultima camada, o
desemparelhamento confere alta reatividade aos &atomos ou moléculas,
promovendo o fator conhecido como oxido-reducéo, portanto, os radicais livres
provocam ou resultam das reacdes de oOxido-reducdo (HALLIWELL, 1991;
HALLIWELL, 1992; BARBOSA et al., 2008; VASCONSELOS et al., 2007).



27

Quando um radical livre ndo encontra outro para se ligar a fim de obter
estabilidade, ele capta elétrons de outras moléculas saudaveis, transformando-
as em outros radicais livres, iniciando uma reagao em cadeia com dano celular
caso ndo ocorra intervencdo dos antioxidantes (NEDEL, 2005; BARROS,
2012).

Molécula Estavel

@ Nicleo
P @ < @
Elétron - J
w ¢ ¥
¥

Figura 2- Formacé&o do Radical Livre partindo de uma molécula estpavel para uma molécula
instavel — (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Em sistemas bioldgicos, as ERO’s representam a classe mais importante
das espécies reativas (VALKO et al., 2006; MILLER et al., 1990). No
metabolismo aerdbico, durante o processo que ocorre na cadeia transportadora
de elétrons na mitocéndria, o oxigénio molecular é reduzido a agua apés o
recebimento de quatro elétrons, a fim de produzir energia na forma de
adenosina trifosfato. Durante esse processo mitocondrial s&o produzidos
intermediarios reativos do Oz que acabam escapando da mitocdndria podendo
causar danos celulares. Quando a recuperacdo nao pode ser feita pelas
enzimas ou moléculas antioxidantes, esses intermediarios podem oxidar
biomoléculas como os acidos graxos polinsaturados presentes na membrana
celular plasmatica ou nuclear (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres mais toxicos, ou seja, que geram maiores danos ao
nosso organismo provem do oxigénio, e é o radical hidroxila (OH‘) e o radical
superoéxido, que consiste em dois atomos de oxigénio associados (O2) com um
Unico elétron ndo-pareado (HALLIWELL & GUITTERIDGE, 2000; POVOA,
1995; YOUNGSON, 1995).

Segundo Schneider e Oliveira (2004) e Sasso (2014), varias sédo as

espécies reativas de oxigénio. Devido a sua configuracdo eletrbnica, o O:2
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durante a cadeia de transporte de elétrons apresenta forte tendéncia a receber
um elétron de cada vez. Assim, com a adicdo de um elétron o Oz gera o radical
superoxido (O27) a partir do oxigénio (Oz + e- O2").

Através do processo de dismutacdo, o superéxido ao receber mais um
elétron e dois ions de hidrogénio forma o peroxido de hidrogénio (H202) e 0 O2
(2 O2e- + 2H+  SOP H02+ O2). Essa reacdo é catalisada pela enzima SOD
(YU, 1994). O H202 apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter um elétron
desemparelhado na sua ultima camada eletrénica, € uma espécie com alto
potencial reativo. Diferente dos radicais livres, o H202 tem vida longa e é capaz
de atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente téxico
para as células. Esta toxicidade pode ser aumentada em dez mil vezes pela
presenca de ions ferro (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004).

Ao receber mais um elétron e um ion hidrogénio o H20:2 é transformado
em radical hidroxil (OH") que pode reagir e alterar qualquer estrutura celular
gue esteja préoxima, influenciando enzimas, membranas ou acidos nucléicos
(JENKINS, 1988). O OH' também pode ser formado quando o H202 reage com
fons de ferro ou cobre, reacdo denominada Reacdo de Fenton (Fe?*/Cu* +
H202 OH' + OH" + Fe®/Cu?*) (KOURY; DONANGELO, 2003; SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004).

Os ions de metais de transicdo também podem catalisar a reacéo entre
H202 e superodxido, produzindo o OH’, esta reacdo é conhecida como Reacédo
de Haber-Weiss (O2- + H20:2 > 02 + OH- + OH") (SCHNEIDER,;

OLIVEIRA, 2004). No estresse oxidativo o O2™ pode reagir com o Oxido nitrico

(NO), formando anion peroxinitrito (ONOO’), que € altamente reativo e
prejudicial as biomoléculas. Posteriormente ocorre a formacédo do OH® (02" +
NOONOO- ONOO" + H* OH’) (GREEN et al. 2004; SCHNEIDER; OLIVEIRA,
2004; SASSO 2014).

O NO, ONOO' juntamente com os ions nitrosdnio (NO*) e nitroxila (NO")
sdo chamados de espécies reativas de nitrogénio (RNS) (BERGENDI et al.
1999). O NO é produzido a partir do aminoacido L-arginina por agéo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) (ZHANG et al. 2006). De acordo com Wei e colegas
(2003), o aumento nas concentracdes de NO, em condi¢des fisiopatologicas,

pode causar lesao celular e consequentemente a formagao de outros radicais
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livres que causam dano oxidativo. Ja o ONOO-, pode difundir-se para o0 meio
intra ou extracelular, e entdo promover a oxidacao de lipideos, proteinas e DNA
(BECKMAN, 1996).

Simbolo Nome da EROS
OH?° Radical Hidroxila
H202 Peroxido de hidrogénio
O2 Radical superoxido (anion superoxido)
RS° Radical de enxofre central
CClz Radical de carbono central
NO° Oxido nitrico
HCIO Acido hipocloroso
NOs Peroxinitrito

Figura 3 — Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (Schneider, Oliveira 2004).

3.5 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como uma condi¢cdo metabdlica na qual
ha um desequilibrio entre os sistemas pré e antioxidante, nas reacfes de
formacdo e remocéo de radicais livres e/ou ERO, e também com relacdo aos
compostos nao radicais que sdo agentes oxidantes ou facilmente convertidos a
radicais livres (Figura 2). Essa condicao € capaz de intermediar diversos danos
as células por meio da oxidacdo de biomoléculas como proteinas, lipideos e
DNA (VASCONSELOS et al., 2007; VALKO et al., 2005).
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Figura 4: Formacao de Radicais Livres. (Arreiros, David, David, 2006).

Segundo Valko et al. (2006), a producdo de espécies reativas ocorre
normalmente no organismo, pois diferentes fung¢des fisiologicas utilizam
reacfes de Oxido-reducdo em varios processos do metabolismo. Por outro
lado, 0 organismo conta com uma série de substancias (enzimas e moléculas)
cuja funcdo é neutralizar essas espécies quando produzidas em excesso. O
balanco sutil entre a producéo e o consumo desses compostos é chamado de
regulacdo redox. O estresse oxidativo esté relacionado com inUmeras doengas
em humanos.

O estresse oxidativo tem atraido a atencdo da comunidade cientifica nas
Ultimas décadas, uma vez que estudos indicam que este estd envolvido no
mecanismo de muitas doencas, incluindo cancer, aterosclerose,
envelhecimento, diabetes tipo 2 e doencas neurodegenerativas, como
Alzheimer e doenca de Parkinson (JEZEK & HLAVATA, 2005). Além disso, o
estresse oxidativo € comumente observado em alguns erros inatos do
metabolismo intermediario, participando de sua fisiopatologia (COLOME et al,
2000; DELWING et al., 2005; DELWING et al., 2006; DELWING et al., 2007,
WAJNER et al, 2004). Embora a causa do estresse oxidativo aumentado
nestas doencas nao esteja completamente compreendida, pode ser devido ao
acumulo de metabolitos toxicos que levam a producédo excessiva de radicais
livres ou a deplecdo celular de defesas antioxidantes (ARTUCH et al ., 2004;
VAN BACKEL et al, 2000).
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3.5.1 Causas dos danos celulares por estresse oxidativo

3.5.1.1 Peroxidacdo lipidica - (LPO)

A peroxidagéo lipidica (LPO) é caracterizada por uma reacdo em cadeia
dos &cidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas celulares,
produzindo radicais livres e promovendo a alteracdo na integridade,
permeabilidade e fluidez das mesmas (MAHATTANATAWEE et al. 2006;
STAHL et al. 2001). A peroxidacao lipidica inicia-se pelo ataque a bicamada
lipidica de algumas espécies reativas que abstraem um atomo de hidrogénio do
grupo metileno das cadeias de acidos graxos poliinsaturados iniciando no
processo de peroxidacao lipidica, apds ser iniciado, o0 processo torna-se
autocatalitico e somente termina quando se esgotarem as reservas de acidos
graxos insaturados e oxigénio (ZAMBO et al. 2013). Os principais produtos
finais da lipoxidacdo compreendem alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros
hidrocarbonetos derivados da decomposicdo de hidroperoxidos, causando
danos celulares pela formacao de hidroperéxidos de lipidios e lipideos reativos
que contribuem no processo de autoxidacdo (SULTANA et al. 2013), as
membranas das células e organelas contém grandes quantidades de acidos
graxos poliinsaturados. A fluidez da membrana relaciona-se a presenca de
cadeias insaturadas dos fosfolipidios e do colesterol e danos desta camada
lipidica tendem a diminuir a fluidez da membrana. (HALLIWELL &
GUITTERIDGE, 1991).

A reacdo de lipoperoxidacdo tem atraido cientistas de diferentes areas
devido a sua relacdo com inumeras doencas, tais como aterosclerose
(BERLINER; HEINECKE, 1996), cancer (HAMMAD et al. 2009; WU et al.
2010), diabetes (SILVERSTEIN; FEBBRAIO, 2009), exposicdo crbnica ao
alcool (YANG et al.2010), lesdo pulmonar aguda (IMAI et al. 2008; NONAS et
al. 2006) bem como doencas neurodegenerativas (SIMONIAN; COYLE, 1996),
gue incluem Alzheimer (MONTINE et al. 2005) e Parkinson (PORTER et al.
2010; Yin et al. 2011).
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Inicio LH + OH' — L+ H,0
Prupugui;ﬁu [* O- — |DO'

Propagagio 1y . 100* — L+ LOOH

Figura 5 - Mecanismo de inicio e propagacao da lipoperoxidacéo (LH: acido graxo insaturado;
L+ : radical lipidico; LOO- : radical peroxila e LOOH: hidroperdxido lipidico). (Guaratini,
Medeiros, Colepicolo p.; 2006).

3.5.1.2 Danos sobres as proteinas

Os radicais livres causam modificacBes estruturais nas proteinas
levando a oxidacdo e consequentemente a perda da funcdo e formacédo de
grupos carbonilicos. Os residuos carbonilicos séo gerados a partir da quebra e
oxidacdo da cadeia polipeptidica ou pela oxidagdo das cadeias laterais dos
aminoacidos como arginina, lisina, prolina e treonina (LOPACZYNSKIA;
ZEISEL, 2001). A modificacdo de proteinas pode ser induzida por ERO, por
cations metalicos (Fe2+, Cu+), por endobidticos (GSH), no processo da
fagocitose, por irradiacdo, por peroxidos lipidicos, por oxidorredutases, por
farmacos, etc (THEROND et al. 2000; SHACTER, 2000).

As proteinas tém muitos sitios reativos (BARREIROS et al. 2006).
Durante o estresse oxidativo, o primeiro evento é a formacdo de um radical
centrado no carbono, por extragdo de He do carbono a, em uma ligagado
peptidica, causando fragmentacdo das cadeias e oxidacdo de quase todos os
tipos de aminoacidos, com producdo frequente de compostos carbonilados
(VASCONCELOS et al. 2007). De acordo com Vasconcelos et al. (2007) as
proteinas podem conter sitios de ligagdo com metais que sdo susceptiveis a
reagOes reversiveis de oxidacdo e reducdo, levando a produzir uma sequéncia
de sinais que podem ser reconhecidos por proteases celulares especificas que

levam a degradacé&o das proteinas.



33

As EROs inibem a enzima que edita e corrige 0 RNA transportador, para
formar a sequéncia correta de amino&cidos da proteina, resultando em sintese
de proteinas anémalas (LING; SOLL, 2010). Além disso, os radicais livres
oxidam os aminoacidos cisteina e metionina, provocando sérias alteracfes na
estrutura e funcéo das proteinas (ZHANG, 2010).

A unido entre proteinas danificadas e produtos da peroxidacgéo lipidica
d& origem a um pigmento fluorescente chamado de lipofuscina, o qual
corresponde a um agregado que é armazenado nos lisossomos e constitui um
biomarcador do envelhecimento, que se acumula no cérebro, figado e outros
6rgéos ou tecidos (HOHN et al. 2010; JUNG et al. 2010).

3.5.1.3 Danos no DNA

O estresse oxidativo induz a oxidacao de proteinas, peroxidacao lipidica,
e danos no DNA, tanto em DNA mitocondrial quanto nuclear. Os processos de
degradacdo podem remover os lipidos e proteinas, mas ndo de DNA, que
necessita de ser reparado, inversamente. Quando o dano ao DNA excede a
capacidade de reparo celular, o acumulo de erros pode sobrecarregar a célula
e resultar na morte celular ou a incorporacdo de mutacfes genomicas, que
pode ser transmitida para as geracfes celulares futuras, se ocorrer em células
germinativas (BERRA, MENCK, MASCIO, 2006). Além disso, as muta¢gfes em
células somaticas podem promover a instabilidade do genoma e diretamente
levar a varias doencas humanas, incluindo cancro, anomalias neurolégicas,
imunodeficiéncia, e envelhecimento prematuro, entre tantas outras (IYAMA,
WILSON Il1, 2013).

Danos ao DNA séo eventos relativamente comuns durante a vida celular,
podendo ocasionar mutacfes e morte celular ou do organismo. Tais danos
induzem diversas respostas celulares, que objetivam a corre¢cdo do erro, ou
mesmo ativacdo do mecanismo de morte celular programada para eliminagao
de células com mutagbes potencialmente catastroficas (SANCAR et al. 2004).

O acumulo de EROs representa uma importante fonte de instabilidade

gendmica e danos sucessivos no DNA, podendo ocasionar alteracdes em
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genes especificos responsaveis por desempenhar funcdes importantes na
homeostasia celular (ROESSNER et al. 2008). Entre eles estdo os genes
envolvidos na regulagédo do crescimento e diferenciacao celular, reparacao de
dano ao DNA e nos mecanismos antioxidantes (COUSSENS; WERB, 2002;
ROESSNER et al. 2008). As EROs séo capazes de induzir danos diretos na
molécula de DNA, como nas quatro bases do DNA, resultando em quebras
simples ou duplas das cadeias com consequente modificagdes cromossomicas
e alteracOes oxidativas nas bases. De forma indireta, o DNA também pode ser
atingido através da peroxidacdo lipidica, da oxidacdo de proteinas e de
alteracdes na expressao génica (COUSSENS; WERB, 2002; KRYSTON et al.
2011). O dano oxidativo devido a acdo das EROs pode levar a criacdo de
moléculas alteradas de DNA. Uma destas moléculas € chamada de 8-
hidroxideoxiguanosina (8-OHdG, que se destaca pela facilidade de medicao e
com isso é considerada um biomarcador de dano oxidativo) (HERMES-LIMA,
2004; NEOFYTOU et al. 2012; KALYANARAMAN, 2013). O dano ao DNA
produzido por oxidacdo é considerado o mais significativo dano oriundo do
metabolismo celular, estimativas expressam que diariamente ocorrem 2x104
lesdes oxidativas ao DNA (AMES & SHIGENOGA, 1992). Ela é potencialmente
mutagénica, uma vez que tem a capacidade de se emparelhar com residuos de
adenina, aumentando a frequéncia de translocagdes espontaneas G:C—T:A
(ROESSNER et al. 2008; DINCER et al. 2007).

3.6 Agentes antioxidantes X Atividade antioxidante

Estudos mostram que os antioxidantes atuam interrompendo a cadeia de
reacdo por meio da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres,
convertendo-os em produtos estaveis e/ ou reagindo com os radicais livres.
Outros antioxidantes retardam o inicio da auto-oxidacao, através da ligacéo a
metais, sequestro de O2 e decomposi¢cdo de hidroperéxidos (LOOH) para
formar espécie nao radical, sendo estes considerados antioxidantes primarios e
secundarios, respectivamente (SOUSA et al. 2007). Em sistemas aerobicos, é
essencial o equilibrio entre agentes 6xido-redutores e o sistema de defesa
antioxidante, constituido por enzimas antioxidantes, que atuem como

detoxificantes do agente (radicais livres) antes que ele cause a lesédo celular.
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Neste contexto, a enzima superoxido dismutase (SOD) desempenha um
importante papel por estar envolvida na protegdo celular, reduzindo a
toxicidade das ERO (FERNANDES, 2005; ROSS, 1991). E uma das principais
enzimas utilizadas no combate ao dano oxidativo (CHANDRAN et al. 2005; GU
et al. 2006; AVILEZ et al. 2008), pois catalisa a dismutacao de dois Oz gerando
H202 e O2 (YU, 1994).

Os antioxidantes podem ser encontrados naturalmente no organismo
humano e em alimentos, sendo responsaveis pela protecdo do organismo da
acao deletéria dos radicais livres (HALLIWELL & GUITTERIDGE, 2000;
POVOA, 1995; YOUNGSON, 1995), uma vez que sdo capazes de neutralizar
as acdes dos radicais livres (Figura 3) com o proposito de evitar os danos
oxidativos. Os antioxidantes bioldgicos incluem varias enzimas, entre elas a
glicose oxidase, superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, etc
(YOUNGSON, 1995). Os antioxidantes estdo em permanente atividade no
organismo, tendo em vista que a producao energética € o principal responsavel
pela formacdo de radicais livres, precisando assim que o0s antioxidantes
estejam presentes em quantidade suficiente para a neutralizacdo desses
radicais (SHILS et al., 2009). Esse sistema antioxidante evita danos celulares,
alteracOes proteicas e o desenvolvimento de patologias (AMES; SHIGENAGA,;
HAGEN, 1993; BIANCHI; ANTUNES, 1999; PENTEADO, 2003;).

Organismos aerobicos contam com uma série de enzimas e moléculas
antioxidantes que combatem a propagacao e os danos causados pelas EROs,
conferindo protegcdo as células. Os antioxidantes podem ser de fontes
enddégenas como as enzimas que atuam na mitocdndria, ou exégenas como a
alimentacdo ou suplementacdo com vitaminas antioxidantes (VASCONSELOS
et al., 2007).

O sistema enzimatico € composto pelas enzimas de defesas
antioxidantes enzimaticas incluem a atividade da Superdxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GSH-Px), esta ultima sendo a enzima
antioxidante mais abundante no corpo humano, Entre as principais defesas
nao-enzimaticas estdo as vitaminas C e E, carotendides, flavonoides,
pigmentos biliares, urato e a glutationa (GSH), todos sendo sequestradores de
radicais, (SCOTTI; VELASCO, 2003; PENTEADO, 2003; YU, 1994; CHANCE;

BOVERIS, 1979). O sistema enzimatico € o primeiro a agir, evitando o acumulo
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de O2e- e de H202 (HALLIWELL, 2012). As defesas ndo enzimaticas sao
moléculas que interagem com as espécies radicais e sdo consumidas durante
a reacéo (SOUSA et al. 2007).

O sistema de defesa antioxidante € uma estratégia de defesa que
envolve diferentes niveis de protecdo. O objetivo é impedir e/ou neutralizar a
formacdo de ERO e reparar os danos ocasionados por elas. Assim, o termo
antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que atrase, previna
ou remova o0 dano oxidativo de uma molécula-alvo (ANGELO; JORGE, 2007).
As células possuem sistemas de defesa enzimaticos e ndo-enzimaticos para
proteger seus constituintes celulares e manter o estado redox celular (DALVI,
2013). O sistema enzimatico € o primeiro a agir, evitando o acumulo de O2«- e
de H202 (HALLIWELL, 2012). A defesa ndo enzimatica sdo moléculas que
interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacao
(SOUSA et al. 2007).

e-==€ = . Antioxidante
N

=
\.—V )
=
electron

Radical Libre

Figura 6. Antioxidantes X Radicais Livres (FANHANI, FERREIRA, 2006).
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3.7 Enzimas Antioxidantes

3.7.1. Superoxido Dismutase (SOD)

A superoxido dismutase € uma das principais enzimas utilizadas no
combate ao dano oxidativo das EROs (CHANDRAN et al. 2005; GU et al. 2006;
AVILEZ et al. 2008). Ela catalisa a dismutacdo de dois radicais superoxido
gerando H202 e O2 (YU, 1994).

3.7.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma das principais enzimas na eliminacdo do H202. Ela
converte duas moléculas de H202 em duas moléculas de H20 e uma molécula
de Oz (HELDT; HELDT, 2005; DUBEY, 2011). A atividade da CAT é efetiva,
principalmente, quando os niveis de H202 estdo mais elevados, por isso séo
consideradas indispensaveis em condi¢cdes de estresse oxidativo (DUBEY,
2011).

3.7.3 Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A GSH tem como funcao proteger as células contra danos oxidativos
causados por radicais oxidantes, sequestrando-os a fim de manter o balanco
redox da célula e defendé-la contra agentes eletrofilicos (ANGELO; JORGE,
2007; DALVI et al. 2013; KALIORA; DEDOUSSIS, 2006; GASPARRI, 2005).

3.8 Antioxidantes exégenos

3.8.1 Acido Ascorbico (Vitamina C)
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O Acido Ascorbico (vitamina C) é um micronutriente solivel em agua,
necesséario para varias funcbes biolégicas. Atua como cofator em reacdes
enzimaticas, como na sintese de coldgeno (DARR et al. 1993). Ele é
amplamente distribuido em todos os tecidos do corpo, e recicla outros

antioxidantes, como a vitamina E e a GSH (HALLIWELL, 2001).

3.8.2 Alfa-tocoferol (Vitamina E)

A vitamina E com sua complexa funcéo bioldgica, tem gerado enorme
interesse entre as comunidades de ciéncias béasicas e clinicas, devido a
suautilidade aparente no combate a uma série de disturbios relacionados ao
estresse oxidativo (COMBS, 2012).

3.8.3 GLUTATIONA

A glutationa possui papel central na biotransformacéo e eliminacdo de
xenobiodticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo. A GSH é o
mais abundante tiol celular de baixa massa molecular; a sua concentracdo €
~2mM e mais de 10mM em eritrocitos humanos e hepatécitos,
respectivamente. Muitas das rea¢des da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH),
altamente polarizavel, tornando-o um bom nucledfilo para reacdes com
compostos quimicos eletrofilicos. Esta habilidade de doar elétrons a outros
compostos também faz da glutationa um bom redutor. A combinacdo de sua
abundéancia nos organismos aerébicos e das propriedades quimicas do grupo
sulfidrila suporta a proposta de que a GSH surgiu na evoluc¢ao bioquimica como
uma protecdo contra espécies reativas de oxigénio e compostos eletrofilicos
gerados por processos oxidativos, tanto no organismoquantono ambiente em
que este vive (ROVER JUNIOR, HOEHR, VELLASCO, & KUBOTA, 2001).

Glutationa, um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta
ou indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a
sintese de proteinas, metabolismo e protecao celular. Em particular, problemas

na sintese e metabolismo da glutationa estdo associados a algumas doencas,



39

nas quais o0s niveis de glutationa e das enzimas que atuam no seu
metabolismo podem ser bastante significativos no diagnéstico de alguns tipos
de cancer, bem como em outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo
(ROVER JUNIOR et al. 2001).

3.9 COLINESTERASE

A galactosemia classica causa danos neuroldgicos e a acetilcolinesterase
(AChE) desempenha um papel importante na manutencdo da integridade e
permeabilidade da membrana durante a transmissao e conducado sinaptica, a
colinesterase sérica tem propriedades bioquimicas e caracteristicas diferentes
da colinesterase eritrocitaria humana (ALLIES E HAWES, 1940). A
acetilcolinesterase (AChE) que encontramos nos eritrcitos, possui alta
afinidade por ésteres de colina, foi denominada a principio como "colinesterase
verdadeira"”, enquanto que a colinesterase sérica, que hidrolisa outros ésteres
além dos de colina, foi designada "pseudocolinesterase” (MENDEL e COLS,,
1943). Segundo a nomenclatura sistematica da Comissdo de Enzimas, a
colinesterase verdadeira e a pseudocolinesterase sdo denominadas,
respectivamente, como: acetilcolina-acetilhidrolase (E. C. 3.1.1. 7) e acilcolina-
acilhidrolase (E. C. 3.1.1. 8). Outras denominacdes da colinesterase sérica
incluem: esterase da benzoilcolina e butirilcolinesterase. O termo
butirilcolinesterase (BuChE) é mais usado atualmente.

A AChE desempenha um importante papel na transmissao colinérgica no
sistema nervoso central (INESTROSA E PERELMAN,1990) finalizando a acéo
da acetilcolina (SILVER, 1974). Tem sido demonstrado que a AChE é essencial
no processo de memodria e aprendizado e reducdo cortical na atividade da
AChE tem sido associado a deméncia (YAMAMOTO et al., 1990). Trabalhos
mostram que a atividade da AChE encontra-se reduzida no liquor
(APPLEYARD et al., 1983), em eritrocitos (CHIPPERFIELD et al., 1981) e no
plasma (YAMAMOTO et al., 1990) de pacientes com Doenca de Alzheimer. A
BuChE, também conhecida como “pseudo” colinesterase, esta presente nas
células hematopoiéticas, no soro, figado, coracdo, endotélio vascular, nas
sinapses colinérgicas periféricas e no sistema nervoso central (DUBOVY;
HANINEC, 1990; MACK; ROBITZKI, 2000). Estudos tém mostrado que a
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BuChE esta envolvida na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo neuronal
(MACK E ROBITZKI, 2000). Além disso, a BuChE glial pode hidrolisar a
acetilcolina liberada produzindo colina, a qual podera retornar para 0s
neurénios colinérgicos (MESULAM et al., 2002).



41

4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar de 30 e 60 dias de idade (tamanho
aproximado da amostra: 45 animais provenientes da Universidade do Vale do
Itajai — UNIVALI. Os animais foram desmamados aos 21 dias de idade. Foram
mantidos em um ciclo de 12h claro/escuro a temperatura constante de 22°C
com livre acesso a comida e 4gua e mantidos separados em grupos de seis
animais acomodados em local ideal para pesquisa. Os cuidados com o0s
animais seguiram as diretrizes governamentais oficiais conforme a Federacao
das Sociedades Brasileiras para Biologia Experimental aprovadas pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade da Regido do Vale do Itajai — UNIVALI
sob protocolo nimero CEUA 01/14-14/03/2014.

As condi¢cdes de ambiente, iluminacdo, acomodacgéo e nutricdo seguiram
as recomendacgdes exigidas pelo “Guide for the Careand Use of Laboratory
Animals, 1996”.

4.2 Protocolo Experimental

4.2.1 Estudos in vitro:

Foram utilizados eritrdcitos, soro e plasma de ratos machos Wistar ndo
tratados. A galactose foi adicionada ao ensaio a fim de se obter as seguintes
concentracoOes finais: 0,1, 3,0, 5,0 e 10,0 mM. O grupo controle foi realizado

sem a adicao da galactose.
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4.2.2 Prevencéao com trolox, acido ascorbico e glutationa:

Para os experimentos in vitro, as amostras dos ratos foram divididas nos
seguintes grupos: grupo 1 (controle-salina), grupo 2 (galactose), grupo 3
(controle-trolox 1,0 mM), grupo 4 (controle-acido ascorbico 1,0 mM), grupo 5
(controle-glutationa 1,0mM), grupo 6 (galactose + trolox 1,0mM), grupo 7
(galactose + acido ascorbico 1,0 mM) e grupo 8 (galactose + glutationa
1,0mM). Apds a adicdo dos compostos descritos acima, os tubos de ensaio

foram incubados por 1 hora a temperatura de 37°C.

As doses de trolox, acido ascérbico e glutationa seguiram os protocolos
descritos por Wyse et al. (2002), Silva et al. (2004) e Avrova et al. (1999),

respectivamente.

4.3 Estudos bioquimicos

4.3.1 Preparacdao dos eritrécitos e do plasma para determinacdo de parametros

de estresse oxidativo:

Os eritrécitos e o plasma foram preparados a partir de amostras de
sangue total obtidas de ratos (controles e tratados).

O sangue total foi centrifugado a 1000 x g, o plasma foi separado e
congelado para posterior determinacdo. Os eritrocitos foram lavados 3 vezes
com solucdo salina gelada (0,153 mol/L cloreto de sodio). Os lisados foram
preparados pela adicdo de 1 mL de agua destilada para 100 uL de eritrécitos
lavados e congelados para posterior determinacdo da atividade das enzimas
antioxidantes.

Para determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes, eritrocitos
foram congelados e descongelados 3 vezes e centrifugados a 13,500 x g por
10 min. O sobrenadante foi diluido para conter aproximadamente 0,5 mg/mL de
proteina.
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4.3.2 Substéancias reativas ao 4cido tiobarbittrico (TBA-RS):

TBA-RS é usado como um indice de dano a lipideos, para o0s
experimentos in vitro, foi determinado pelo método de Esterbauer e
Cheeseman (1990). TBA-RS foi determinado espectrofotometricamente a 535
nm. Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeido por mg de

proteina.

4.3.3 Catalase (CAT):

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Aebi (1984). A
decomposicdo do H202 foi monitorada em espectrofotdmetro a 240 nm por 90
segundos. Uma unidade de enzima € definida como 1 pmol de H202 consumido
por minuto e a atividade especifica foi expressa em unidade por mg de
proteina.

4.3.4 Glutationa peroxidase (GSH-Px):

A atividade da GSH-Px foi determinada pelo método de Wendel (1981)
com algumas modificagdes. O tert-butil-hidroperéxido foi utilizado como
substrato da reacdo. A decomposicdo da nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) foi monitorada em espectrofotémetro a 340 nm por 4 minutos.
Uma unidade de enzima é definida como 1 pmol de NADPH consumido por
minuto e a atividade especifica foi expressa em unidade por mg de proteina.

4.3.5 Superdéxido dismutase (SOD):

A atividade da SOD foi determinada pelo método de auto oxidacdo do
pirogalol, como descrito por Marklund (1985). A auto oxidacdo do pirogalol foi
continuamente monitorada com espectrofotbmetro em 420nm. A atividade

especifica foi expressa em unidade por mg de proteina.
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4.3.6 Conteldo Total de sulfidrilas:

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado pelo método de Aksenov e
Markesbery (2001), o qual se baseia na reducdo do acido ditionitrobenzdico
(DTNB) por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que € mensurado
espectrofotometricamente em 412 nm. Resumidamente, 50 uL de
homogeneizado foram adicionados a 1 ml de tampéao PBS, pH 7,4 contendo
EDTA 1mM. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 30 yl de DTNB 10mM e
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os

resultados foram expressos em nmol TNB/mg de proteina.

4.3.7 Ensaio da atividade da butirilcolinesterase (BuChE):

Apoés a decapitacdo, o sangue foi coletado, rapidamente centrifugado a
1000 x g por 10 min e o soro foi separado e utilizado para a determinacdo da
atividade da butirilcolinesterase e concentracdo proteica. A atividade da enzima
butirilcolinesterase foi determinada de acordo com o método colorimétrico de

Ellman e colaboradores, (1961) com algumas modificacdes.

4.3.8 Dosagem de proteinas:

A determinacado das proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951)
ou pelo método de Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina como

padréo.

4 .4. Anélise estatistica:

Os dados foram analisados pela analise de variancia - ANOVA, seguida
do teste de Duncan, quando indicado. Todas as analises foram realizadas
utilizando o Statistical Package for o software de Ciéncias Sociais (SPSS) em
um computador compativel PC. Valores de P <0,05 foram considerados
significativos. Os resultados foram expressos como média + DP para sete
experimentos independentes (animais) realizados em duplicado. *** P <0,001,
** P <0,01 e * P <0,05, em comparagcdo com o grupo controle.
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ABSTRACT

Objectives: We, herein, investigated the in vitro effects of galactose on
thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS), total sulfhydryl content, on
the activityes of antioxidant enzymes suchas catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and  glutathione  peroxidase (GSH-Px) and
butyrylcholinesterase (BuChE) activity in the blood of 30- and 60-day-old rats.
Wealsoverifiedtheinfluenceof the antioxidants trolox, ascorbic acid and
gluthatione on the effects elicited by galactose on the parameters tested.
Methods: Galactosewas added to the assay at 0.1, 3.0, 5.0 and 10.0mM final
concentrations. Control experiments were performed without the addition of
galactose. Rats were sacrificed by decapitation in anesthesia absence and the
blood was removed for analysis.

Results: Results showed that galactose (3.0 mM, 5.0 mM and 10.0mM)
enhanced TBA-RS in the plasma of 60-day-old, galactose (10.0mM) reduced
total sulfhydryl content in the plasma of 30-day-old, at concentration of 5.0mM
and 10.0mM enhanced the activity of CAT in the erythrocytes of 30- and 60-day-
old and at 10.0mM reduced SOD activity in the erythrocytes of 60-day-old rats.
Galactose did not alter BUChE activity. Antioxidants prevented most alteration
scaused by galactose on the oxidativ estress parameter sev aluated.
Conclusions: These findings suggest that oxidative stress maybe make an
important contribution to the damage caused by galactose in galactosemics

patients and that treatment with antioxidants may be beneficial in this pathology.

Keywords: Galactose; oxidative stress, antioxidants, blood.

INTRODUCTION

The enzyme galactose-1-phosphate uridyltransferase (GALT) converts
galactose-1-phosphate into glucose-1-phosphate, which can subsequently enter
the glycolytic pathway. However, in galactosemic patients, the impairment of

GALT enzyme does not allow these reactions to proceed, and therefore
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galactose-1-phosphate accumulates in cells more than one order of magnitude
above its normal concentration. Some hypotheses have been considered on the
potential interference of galactose-1-phosphate with several enzymes of sugar
metabolism[1]

Studies showed that deficiency of human GALT is detected through
newborn screening in many developed countries with the objective of
minimizing the acute pathology that can otherwise include jaundice, cataracts,
vomiting, diarrhea, hepatomegaly, sepsis and neonatal death[2] galactose
restriction in the diet can immediately mitigate or prevent these acute
manifestations, but does not appear to prevent longer-term complications that
include ovarian failure, mental retardation, cognitive difficulties, psychiatric
symptoms, speech and motor problems, among other problems [3,4,5,6].

Free radicals are molecules that play important physiological roles in
cellular signaling, immunological responses, and mitosis, protecting the
organism. However, being highly unstable molecules with unpaired electrons,
they have differential oxidative strengths and hence the potential to damage
cellular proteins, lipids, carbohydrates and nucleic acids [7]. A balance between
oxidant and antioxidant intracelular systems is necessary for cell function. An
imbalance in oxidant—antioxidant activity is involved in much free
radical-mediated pathology|[8].

Hence, endogenous and exogenous antioxidants, as well as the enzymes
of antioxidative defense are crucial for tissue protection under oxidative stress.
Some studies have shown that natural substances are potential neuroprotective
agentes, since can scavenge free radicals and protect cells from oxidative
damage[9,10,11].

Therefore, considering the absence of studies on galactose in the
peripheral system, the purpose of this study was to investigate the in vitro
effects of different concentrations of galactose on TBA-RS and
totalsulfhydrylcontent in the plasma, on the activities of antioxidant enzymes
CAT, GSH-Px, and SOD in the erythrocytes, as well as on the BUChE activity in
the plasma of rats. Furthermore, we also tested the influence of trolox, ascorbic
acid and gluthatione on the effects elicited by galactose on the same

parameters.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and reagents

Thirty and sixty-day-old Wistar rats (120 - 150g and 200 - 250 g,
respectively), obtained from the Univali University, Itajai, Brazil, were used in
the experiments. The animals from our own breeding stock were maintained on
a 12 h light/12 h dark cycle at a constant temperature (22+1°C), with free
access to water and commercial protein chow. The “Principles of Laboratory
Animal Care” (NIH publication 85-23, revised 1985) were followed in all the
experiments and the experimental protocol was approved by the Ethics
Committee for Animal Research of the Univali University, Itajai, Brazil, under the
protocol number CEUA 01/14-14/03/2014. All chemicals were purchased from
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

Invitrostudies

For in vitro experiments, erythrocytes, plasma and serum were pre-
incubated for 1 h at 37°C in the presence of galactose at final concentrations of
0.1, 3.0, 5.0 and 10.0mM. Control experiments were performed without
galactose addition. After incubation, aliquots were taken to measure TBA-RS,

total sulfhydryl content, the activity of antioxidant enzymes and BUChE activity.

Trolox, ascorbicacid and glutathione administration

The assays were divided in to eight groups: Groupl(control-saline),
group 2 (galactose), group 3 (control - 1.0mM trolox), group 4 (galactose +
1.0mM trolox), group 5 (control - 1.0mM ascorbicacid), group 6 (galactose +
1.0mM ascorbic acid), group 7 (control — 1.0mM glutathione), and group 8

(galactose + 1.0mM glutathione).The concentrations of trolox, ascorbic acid
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and glutathione utilized in the present study were chose naccording to

previous studies[12,13,14], respectively.

Erythrocyte and Plasma Preparation

Erythrocytes and plasma were prepared from whole blood samples
obtained from rats. Whole blood was collected and transferred to heparinized
tubes for erythrocyte separation. Blood samples were centrifuged at 1,000 x g,
plasma was then removed by aspiration and frozen at —80°C until use in
assays. Erythrocytes were washed three times with cold saline solution (0.153
mol/L sodium chloride). Lysates were prepared by the addition of 1 mL of
distilled water to 100 pL of washed erythrocytes and frozen at —80°C until
determination of the antioxidant enzyme activities. For antioxidant enzyme
activity determination, erythrocytes were frozen and thaw three times, and
centrifuged at 13,500 x g for 10 min. The supernatant was diluted in order to

achieve an approximate concentration of 0.5 mg/mL of protein.

Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS were determined according to the method described by
Esterbauer and Cheeseman (1990) [15]. TBA-RS methodology measures
malondialdehyde (MDA), a product of lipoperoxidation caused mainly by
hydroxyl free radicals. For the in vitromeasurements, tissues was mixed with
10% trichloroacetic acid and 0.67% thiobarbituric acid and heated in a boiling
water bath for 25 min. TBA-RS was determined by the absorbance at 535 nm. A
calibration curve was obtained using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as the MDA
precursor and each curve point was subjected to the same treatment as that of
the supernatants. TBA-RS content was calculated as nanomoles of MDA

formed per milligram of protein.
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Total Sulfhydryl Content

The total thiol group concentration was determined by the method of
Ellman[16] Briefly, 50ul of homogenate was added to 1ml of phosphate-buffered
saline (PBS), pH 7.4 containing 1mM EDTA. The reaction was started by the
addition of 30uL of 10mM 5,5 -dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and
incubated for 30min at room temperature in a dark room. Total sulfhydryl
content was determined by measuring the absorbance at 412 nm. Analyses of
blank (DTNB absorbance) was also performed. Results are reported as nmol 3-

thio-2-nitrobenzoic acid (TNB)/mg protein.

Catalase Assay (CAT)

CAT activity was assayed using a UV-visible Shimadzu
spectrophotometer. The method used is based on the disappearance of H202 at
240 nm in a reaction medium containing 20 mM H202, 0.1 % Triton X-100, 10
mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, and 0.1-0.3 mg protein/mL!’. One
CAT unit is defined as 1 ymol of H202 consumed per minute and the specific

activity is calculated as CAT units/mg protein.

Glutathione Peroxidase (GSH-Px)

GSH-Px activity was measured using tert-butyl-hydroperoxide as substrate
NADPH disappearance was monitored at 340 nm using a UV-visible Shimadzu
spectrophotometer. The medium contained 2 mM GSH, 0.15 U/mL GSH
reductase, 0.4 mM azide, 0.5 mM tertbutyl- hydroperoxide and 0.1 mM NADPH.
One GSH-Px unit is defined as 1 pmol of NADPH consumed per minute and the

specific activity is presented as GSH-Px units/mg protein.
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Superoxide Dismutase (SOD) assay

The method used to assay SOD activity is based on the capacity of
pyrogallol to autoxidize, a process highly dependent on superoxide (O2"-) which
is a substrate for SOD[19]. Briefly, to 15 ul of each sample, 215 pl of a mixture
containing 50 mM Tris buffer, pH 8.2,1mM EDTA and 30 mM CAT were added.
Then, 20 pl of pyrogallol was added and the absorbance was immediately
recorded each 30 s for 3 min at 420 nm using a UV-visible Shimadzu
spectrophotometer. The inhibition of autoxidationof pyrogallol occurs in the
presence of SOD, of whichactivity can be then indirectly assayed
spectrophotometrically.A calibration curve was performed with purified SODas
reference, to calculate the activity of SOD present in thesamples. One SOD unit
is defined as the amount of SODnecessary to inhibit 50% of pyrogallol

autoxidation andthe specific activity is reported as SOD units/mg protein.

Butyrylchonilestarase (BuChE) activity assay

Butyrylcholinesterase activity was determined by the method of Ellman et
al. (1961)[20] with some modifications. The hydrolysis rate was measured at an
acetylthiocholine concentration of 0.8mM in 1mL assay solutions with 100mM
phosphate buffer, pH 7.5 and 1.0mM 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoic acid. Fifty
microliters of rat plasma were added to the reaction mixture and pre-incubated
for 3 min. The hydrolysis was monitored by formation of the thiolate dianion of
5.5’-dithiobis- 2-nitrobenzoic acid at 412 nm for 2-3 min (intervals of 30 s) at
25°C.

Protein determination

Protein was measured by the Lowry et al. (1951) [21] and Bradford (1976)

[22] methods, using serum bovine albumin as standard.
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Statistical analysis

Data were analyzed by ANOVA, followed by the Duncan multiple range
test, when the F-test was significant. All analyses were performed using the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC compatible
computer. Values of P<0.05 were considered to be significant. If not otherwise
stated, results are expressed as mean = SD for seven independent experiments
(animals) performed in duplicate. ***P < 0.001, *P < 0.01 and *P < 0.05,

compared to the control group (Duncan’s multiple range tests).

RESULTS

In vitro effects of galactose on TBA-RS and total sulfhydryl content in the
plasma of rats

We initially verified the in vitro effects of different concentrations of
galactose (0.1, 3.0, 5.0 and 10.0mM) onTBA-RS and totalsulfhydrylcontent in
the plasma of 30- and 60-day-old rats. Fig.1Ashowsthat galactose did not alter
TBA-RS in the plasma of 30-day-old rats [F(4,30)=2.187; P>0.05], but
significantly enhanced TBA-RS in the plasma of 60-day-old rats at a
concentration of 3.0 mM, 5.0 mM and 10.0mM [F(4,30)=110.966; P<0.001]. In
addition, Fig. 1B shows that galactose (10.0mM) significantly reduced
totalsulfhydrylcontent in the plasma of 30-day-old rats [F(4,30)=11.100;
P<0.001], when compared to controls. Conversely, galactose did not alter this
parameter in the plasma of 60-day-old rats [F(4,30)=0.427; P>0.05].

In vitro effects of galactose on the activities of antioxidant enzymes in the
erythrocytes of rats

The in vitro effects of different concentrations of galactose (0.1 mM -
10.0mM) on the activities of antioxidant enzymes (CAT, SOD and GSH-Px) in
the erythrocytes of rats were also verified. Ascanbeseenin Fig.(2A), galactose at

concentration of 5.0mM and 10.0mM enhanced the activity of CAT
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[F(4,30)=3.195; P<0.05] and [F(4,30)=5.332; P<0.01] in the erythrocytes of 30-
and 60-day-old rats, respectively, as compared to the control group. With regard
to GSH-Px activity, fig.2B shows that exposure to various concentrations of
galactose to the erythrocytes did not alter this enzyme activity in 30- and 60-
day-old rats [F(4,30)=0.170; P>0.05] and [F(4,30)=0.811; P>0.05], respectively.
Regarding the activity of SOD (Fig. 2C), galactose at 10.0mM reduced this
enzyme activity [F(4,30)=3.574; P<0.05] in the erythrocytes of 60-day-old rats,
in opposition, did not alter this enzyme activity in the erythrocytes of 30-day-old
rats [F(4,30)=0.686; P>0.05].

In vitro effects of galactose on the activity of butyrylcholinesterase
(BuChE) in the plasma of rats

Subsequently, the in vitro effects of different concentrations of galactose
on the BUChE activity were also analyzed. According to fig. 3, galactose, at any
concentration, did not alter this enzyme activity in the plasma [F(4,30)=0.103;
P>0.05], [F(4,30)=0.159; P>0.05] of 30- and 60-day-old rats, respectively.

Influence of trolox, ascorbic acid and glutathione on the effects elicited by
galactose in the blood of rats

Finally, this study evaluated whether the alterations in TBA-RS, total sulfhydryl
content and on the activities of antioxidant enzymes caused by galactose (in
vitro) in the blood of rats were mediated by the generation of free radicals.
Considering this hypothesis, we examined the possible action of the
antioxidants trolox, ascorbic acid and glutathione on the effects elicited by
galactose on these parameters. As can be seen in Fig. 4, ascorbic acid and
glutathione were able to prevent the increase in TBA-RS in the plasma of 60-
day-old rats (A) [F(15,96)=115.511; P<0.001], but not trolox that did not prevent
the increased caused by galactose at 3.0mM, 5.0mM and 10.0mM. About
totalsulfhydrylcontent (B) [F(7,48)=53.730; P<0.001], trolox prevented the
reduction caused by galactose 10.0mM in the plasma of 30-day-old rats, but
ascorbic acid prevented partially this reduction. With regard to the antioxidant
enzymes, (Fig. 4C)shows that ascorbic acid and gluthatione prevented the
increase in CAT activity caused by galactose 5.0mM and 10.0mM in the
erythrocytes of 30-day-old rats [F(11,72)=9.661; P<0.001], furthermore, trolox
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did not prevent this alteration. By the over hand, the antioxidants prevented the
increase in the CAT activity (Fig. 4D) [F(11,72)=18.199; P<0.001] caused by
galactose (5.0mM and 10.0mM) in the erythrocytes of 60-day-old rats. With
regard to the activity of SOD, ascorbic acid and gluthatione prevented the
decrease in SOD activity in this animals fluid (E) [F(7,48)=13.653; P<0.001], but

ascorbic acid not prevented this alteration in SOD activity caused by galactose.

DISCUSSION

Classic galactosemia is a rare genetic disease caused by the impairment
of galactose-1-phosphate uridyltransferase (GALT) enzyme, involved in
galactose metabolism [23]. Symptoms of this disease may vary from mild to
very severe, including chronic dysfunctions such as mental retardation and, in
females, ovarian failure[4,5]. Considering that the pathophysiology of human
GALT deficiency in galactosemia is not well understood, the main objective of
the present study was to investigate the in vitro effects of galactose on
parameters of oxidative stress and on the activity of BUChE in the blood of rats.
To our knowledge, these parameters in the blood have not been investigated
thus far. According to the literature, the evaluation of the extent of blood
oxidative stress by standardized methods can be useful to define the role of
oxidative stress in different pathologies and can be used for clinical diagnosis
[24]. In this study the added galactose concentrations tested were 0.1, 3.0, 5.0
and 10.0mM. This range covers physiological and pathological concentrations
including those occurring in galactosemia [25].

We initially investigated the in vitro effects of different concentrations of
galactose (0.1 mM - 10.0mM) onan important parameter of lipoperoxidation,
namely TBA-RS and onan important parameter of damage to protein, as
measured by total sulfhydryl content in the plasma, as well as the activities of
antioxidant enzymes (CAT,SOD and GSH-Px) in the erythrocytes of rats.
Results showed that galactose did not alter TBA-RS in the plasma of 30-day-old
rats, but significantly enhanced TBA-RS in the plasma of 60-day-old rats at a
concentration of 3.0mM, 5.0mM and 10.0mM. In addition, results reveled that
galactose (10.0mM) significantly reduced total sulfhydryl content in the plasma
of 30-day-old rats, in opposition; galactose did not alter this parameter in the

plasma of 60-day-old rats. TBA-RS reflect the content of malondialdehyde, the
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most abundant individual aldehyde resulting from lipid breakdown due to lipid
peroxidation process [26]. Moreover, peroxidative damage to membrane lipids
is known to affect the membrane viscosity and barrier function and can cause
diminished ATP production with subsequent dysfunction [27]. Also, alterations in
the protein structure by oxidants may affect the function of receptors, enzymes,
and transport proteins, resulting in a partial or complete loss of the protein
functionality [12,28].These data suggest that younger rats are more susceptible
to protein damage caused by galactose invitro while older rats are more likely to
suffer lipid damage. These results shown that galactose causes lipid
peroxidation and oxidation of sulthydryl groups, causing damage to proteins.
The results of this research also indicate that galactose at concentration of
5.0mM and 10.0mM enhanced the activity of CAT in the erythrocytes of 30- and
60-day-old rats. With regard to GSH-Px activity, exposure to various
concentrations of galactose to the erythrocytes did not alter this enzyme activity
in 30- and 60-day-old rats. Regarding the activity of SOD, galactose at 10.0mM
reduced this enzyme activity in the erythrocytes of 60-day-old rats, but did not
alter this enzyme activity in the erythrocytes of 30-day-old rats. Considering the
above, it may be assumed that galactose alters antioxidant defenses in vitro,
since reduces SOD, increasing the levels of superoxide anion. This work also
suggest that CAT activity may be increased secondarily to the production of
hydrogen peroxide. Hydrogen peroxide and superoxide radical may initiate DNA
damage by interaction with transition metal, in particular iron and copper, in the
metal-catalysed Haber—Weiss reaction, producing hydroxyl radical, which is the
most frequently considered of damaging species [30] . According to Travacio
and colleagues (1996) [30] antioxidant enzymes may respond tooxidativ
estress by increasing the iractivity in order to reduce damage. Inaddition,the
enzyme ssusceptibleto the attachment of free radicals could be variable.
Studies carried out by Halliwell (2001) [31] have shown that oxidative stress can
result from distinct situations, such as generation of reactive species at
abnormally high rate, insufficient antioxidant defenses, releasing of transition
metal ions, or because of a combination of these conditions [32].In this context,
we have demonstrated that galactose induces oxidative stress, because
increases lipid peroxidation, causes damage to protein and alters antioxidant

defenses
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Previous findings reporting by Marinou and colleagues (2005) [33],
showing that galactosemia in vitro reducedAChE activity both as pure enzyme
as in brain homogenates. Since AChE is commonly known for terminating the
transmission of nerve impulses by hydrolyzing acetylcholine to acetate and
choline [34], reduction in this enzyme results in increases in acetylcholine
levels, which may contribute to the neurological symptoms characteristic of
galactosemia. Considering that galactose reduced AChE activity both as pure
enzyme as in brain homogenates, subsequently, the in vitro effects of different
concentrations of galactose on the BUChE activity were also analyzed. In
opposition, in this work, galactose, at any concentration, did not alter this
enzyme activity in the plasma of 30- and 60-day-old rats.

In order to prevent oxidative stress in several disorders, the effect of
treatment on the lipid and protein damage and the correction of the antioxidant
capacity demonstrate the importance of the supplementation with antioxidants.
Finally, this study evaluated whether the alterations in TBA-RS, total sulthydryl
content and the activities of antioxidant enzymes caused by galactose (in vitro)
in the blood of rats were mediated by the generation of free radicals.
Considering this hypothesis, we examined the possible action of the
antioxidants trolox, ascorbic acid and glutathione on the effects elicited by
galactose on these parameters. Trolox is a well-known analog of alpha-
tocopherol [35], which acts on lipid peroxyl groups inside membrane bilayers,
reducing them to hydroperoxides and thus inhibiting the propagation of the
peroxidative chain reaction. Trolox breaks the chain reaction but is itself
converted to a radical during the process. The oxidized form can be recycled
back to its reduced form by ascorbate or ubiquinone (coenzyme Q) [36,37].
Gluthathione (GSH) is considered an efficient protector of sulfhydryl groups and
a free radical scavenger [29]. With regard to the influence of the antioxidants on
the effects elicited by galactose, analyses showed that the antioxidants not alter
these parameters. Results revealed that the antioxidants ascorbic acid and
glutathione were able to prevent the increase in TBA-RS in the plasma of 60-
day-old rats, but not trolox that did not prevent the increased caused by
galactose at 3.0mM, 5.0mM and 10.0mM. About total sulfhydryl content, trolox
prevented the reduction caused by galactose 10.0mM in the plasma of 30-day-

old rats, but ascorbic acid prevented patrtially this reduction. With regard to the
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antioxidant enzymes, ascorbic acid and gluthatione prevented the increase in
CAT activity caused by galactose 5.0mM and 10.0mM in the erythrocytes of 30-
day-old rats, furthermore, trolox did not prevent this alteration. By the other
hand, the antioxidants prevented the increase in the CAT activity caused by
galactose (5.0mM and 10.0mM) in the erythrocytes of 60-day-old rats. With
regard to the activity of SOD, ascorbic acid and gluthatione prevented the
decrease in SOD activity in the erythrocytes of 60-day-old rats, but ascorbic
acid not prevented this alteration in SOD activity caused by galactose.

Taken together, our findings indicate that free radicals are probably
involved in the pro-oxidant effects of galactose. This conclusion is reinforced by
the observations showing that trolox, ascorbic acid and gluthatione prevented
the galactose-induced lipid and protein oxidative damage and the alteration of
antioxidant defenses. The present data strongly suggest that an imbalance in
the redox homeostasis occurs in this disease.In addition, our findings reinforce
data that lend support to a novel adjuvant therapeutic strategy, based on

antioxidant, to limit oxidative damage caused by galactose in Galactosemia.
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LegendstoFigures

Fig. 1.In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1 mM - 10.0
mM) on thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS) (A) and total
sulfhydryl content (B) in plasma of rats. Results are expressed as mean = SD
for 7 independent experiments (animals 30 and 60 days) performed in
duplicate. ***P<0.001, compared to control group (Duncan’s multiple range

tests).

Fig. 2.In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1 mM - 10.0
mM) on the activities of CAT (A), GSH-Px (B) and SOD (C) in the erythrocytes
of rats. Results are expressed as mean + SD for 7 independent experiments
(animals) performed in duplicate. **P<0.01 and *P<0.05, compared to control

group (Duncan’s multiple range tests).

Fig. 3.In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1 mM - 10.0
mM) on butyrylcholinesterase (BuChE) activity in plasma of rats. Results are
expressed as mean + SD for 7 independent experiments (animals) performed in

duplicate.

Fig. 4.In vitro effects of trolox, ascorbic acid and glutathione on TBA-RS in the
plasma of 60-day-old rats (A), on total sulfhydryl content in the plasma of 30-
day-old rats (B), on CAT activity in the erythrocytes of 30-day-old rats (C) and
60-day-old rats (D) and on SOD activity in the erythrocytes of 60-day-old rats
(E). Results are expressed as mean = SD for 7 independent experiments
(animals) performed in duplicate. **P<0.001, compared to control group
(Duncan’s multiple range tests).Tro:trolox; Vit C: ascorbicacid; GSH:

gluthathione; ###: prevention partial.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Na galactosemia, os individuos afetados apresentam um falha e/ou
deficiéncia no metabolismo da galactose, ndo podendo efetivamente converter
galactose em glicose, apresentando acumulo deste carboidrato e seus
metabdlitos, como galactitol, galactonato e Gal-1-P (HOLTON et al., 2001;
BOSCH, 2006). O acumulo de Gal-1-P € decorrente da deficiéncia de GALT e
GALE, enquanto o acumulo de galactitol e galactonato € decorrente da
deficiéncia da GALK (LAl et al.,, 2009). Esses metabdlitos acumulam-se em
varios tecidos, e em liquidos biolégicos (HOLTON et al., 2001; BOSCH, 2006;
SILVA, 2008).

Individuos portadores de galactosemia classica, normalmente no seu
nascimento se apresentam assintomaticos, na qual as manifestacbes da
doenca aparecem com o passar do tempo com sintomas crescentes apos a
exposicdo a uma dieta & base de leite. Na auséncia de intervencdo, estes
sintomas, os quais incluem vomitos, diarreia, catarata, hepatomegalia e sepse
por E.coli, podem levar & morte neonatal. Os sintomas desta doenca podem
variar de leve a muito grave, incluindo disfuncdes crbnicas, tais como retardo
mental e, no sexo feminino, insuficiéncia ovariana (BOSCH, 2006; FRIDOVICH-
KEIL, 2008).

Considerando-se que a patofisiologia da deficiéncia humana de GALT na
galactosemia ndo € bem compreendido, mas ja se sabe que a doenca causa
dificuldades de cogni¢do e comprometimento da memdria, se faz necessério a
correlacdo da evolucdo desta patologia com a atividade das colinesterases,
entre elas a butirilcolinesterase (BUChE) que assim como a acetilcolinesterase
pode estar envolvida na patofisiologia da doenca, pois a BUChE esta envolvida
na regulacdoda proliferagdo e diferenciagdo neuronal (MARINOU et al., 2005;
MACK E ROBITZKI, 2002). Estudos demonstraram que 0 estresse oxidativo
esta envolvido na fisiopatologia de varios EIM; nesse estudo foi investigado os
efeitos in vitro da galactose e a influéncia dos antioxidantes trolox (a-tocoferol),
acido ascoérbico e glutationa sobre alguns parametros de estresse oxidativo em
eritrocitos e plasma de ratos de 30 e 60 dias de idade.

Os resultados obtidos foram os seguintes:
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A galactose na concentracéo de 3,0mM
o Aumentou TBA-RS promovendo o aumento da peroxidacéo lipidica em

plasma de ratos de 60 dias.

A galactose na concentracédo de 5,0mM

o Aumentou TBA-RS em plasma de ratos de 60 dias.

o Aumentou a atividade da CAT em eritrocitos de ratos de 30 dias

o Aumentou a atividade da CAT em eritrocitos de ratos de 60 dias.

o A galactose na concentragdo de 10,0mM

o Aumentou TBA-RS em plasma de ratos de 60 dias.

o Aumentou a oxidacao de sulfidrilas em plasma de ratos de 30 dias

o Aumentou a atividade da CAT em eritrocitos de ratos de 30 dias

o Aumentou a atividade da CAT em eritrécitos de ratos de 60 dias

o Diminui a atividade da SOD em eritrécitos de ratos de 60 dias

o Prevencdo com trolox, acido ascérbico e glutationa sobre os efeitos

causados pela galactose nas concentracfes de 3,0mM, 5,0mM e 10mM

o O acido ascorbico e glutationa foram capazes de impedir o aumento do

TBA- RS em plasma de ratos de 60 dias de idade, porém otrolox n&o

conseguiu impedir o aumento causado pela galactose 3,0mM, 5,0mM e

10,0mM.

o Sobre o conteldo total de sulfidrilas, o trolox impediu a reducéo causada

pela galactose na concentracéo de 10,0mM no plasma de ratos de 30 dias de
idade,porém o &cido ascoérbico conseguiu previnir parcialmente esta

reducéo.

o O é&cido ascoérbico e a glutationa preveniram o aumento na atividade da

CAT causada por galactose na concentracdo de 5,0mM e 10,0mM em

eritrocitos  de ratos de 30 dias de idade, porém o trolox ndo previniu.
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o Por outro lado os antioxidantes conseguiram prevenir 0 aumento na
atividade da CAT causada por galactose nas concentracbes de 5,0mM e
10,0mM em eritrocitos de ratos de 60 dias de idade.

e Oacido ascorbico e a glutationa preveriram a diminuicdo da atividade da

SOD, mas o &cido ascorbico ndo preveniu a alteracdo causada pela

galactose.

Os estudos demonstraramresultados que indicam que os radicais livres
estdo provavelmente envolvidos nos efeitos pro-oxidantes da galactose. Esta
conclusdo é reforcada pelas observacdes mostrando que otrolox, o acido
ascorbico e a glutationa impediram o dano lipidico e proteico oxidativo induzido
pela galactose e a alteracdo das defesas antioxidantes. Os dados obtidos
sugerem fortemente que um desequilibrio na homeostase redox ocorre nesta
doenca. Além disso, os resultados reforcam dados que d&o suporte a uma
nova estratégia terapéutica adjuvante, com basena administracdo de
antioxidantes, para limitar o dano oxidativo causado pela Galactosemia.

As analises para glutationa peroxidase (GSH-Px) foram realizadas,
porém nao foram relatadas.
Em relacdo a butirilcolinesterase ndo foi alterada sua atividade pelas

diferentes concentra¢des de galactose nos ratos de 30 e 60 dias de idade.
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