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RESUMO

A Citrulinemia Tipo | € um erro inato do metabolismo do Ciclo da Ureia, caracterizada
pela deficiéncia na atividade da enzima arginino-succinato-sintetase, levando a
deplecao dos niveis séricos de arginina e ao acumulo de citrulina e amonia no sangue
e tecidos corporeos. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da administracao
in vitro da citrulina e da amoénia e a influéncia do antioxidante resveratrol sobre
pardmetros de estresse oxidativo como substéancias reativas ao acido tiobarbittrico
(TBA-RS), conteudo total de sulfidrilas e a atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) em
cortex cerebral, cerebelo e hipocampo de ratos machos Wistar de 30 e 60 dias. Para
os estudos in vitro, os ratos foram sacrificados por decapitagéo e a citrulina e a amonia
foram adicionadas aos ensaios a fim de se obter as seguintes concentracdes finais de
citrulina (0,1, 2,5 e 5,0 mM) e de amébnia (0,01, 0,1 e 1,0 mM), e para investigar a
prevencao do estresse oxidativo, foram utilizadas concentragdes de 0,01, 0,1 e 0,5
mM de resveratrol. Os resultados mostraram que nenhuma das concentragdes de
citrulina alterou o conteudo total de sulfidrilas em cérebro de ratos de 30 e 60 dias,
enquanto a amoénia 0,1 e 1,0 mM reduziu o conteudo total de sulfidrilas no cortex
cerebral de ratos de 30 e 60 dias. A citrulina 2,5 e 5,0 mM aumentou TBA-RS em
cerebelo de ratos de 30 dias e em cortex cerebral e cerebelo de ratos de 60 dias,
porém a amdnia em nenhuma das concentracdes alterou TBA-RS no cérebro de ratos
de 30 e 60 dias. Os resultados mostraram também que a citrulina 5,0 mM aumentou
a atividade da SOD e reduziu a atividade da GSH-Px em hipocampo de ratos de 30
dias, mas néo alterou CAT, enquanto no cerebelo, aumentou GSH-Px, mas néao
alterou SOD e CAT. No cortex cerebral, citrulina 2,5 e 5,0 mM reduziram a atividade
da GSH-Px. Em ratos de 60 dias, citrulina 2,5 e 5,0 mM aumentaram SOD em
cerebelo, enquanto no cortex cerebral, aumentaram GSH-Px. Além disso, citrulina 5,0
mM reduziu CAT e aumentou SOD no cortex cerebral de ratos de 60 dias. A respeito
da amonia, os resultados mostraram que nenhuma das concentragcfes utilizadas
alterou a atividade da CAT, SOD e GSH-Px no hipocampo e cértex cerebral de ratos
com 30 dias, enquanto no cerebelo, a concentracéo 1,0 mM aumentou SOD e reduziu
GSH-Px. Amo6nia 1,0 mM também aumentou SOD em hipocampo e cerebelo de ratos

de 60 dias, mas em nenhuma das concentracdes utilizadas alterou a atividade das



enzimas antioxidantes no cortex cerebral de ratos de 60 dias. O resveratrol € um
polifenol presente em muitas espécies vegetais, como nas uvas da espécie Vitis
vinifera. Sua atividade antioxidante advém de sua capacidade de competicdo com a
coenzima Q pelo sitio de formacéo de radicais livres, de neutralizar espécies reativas
de oxigénio e em sua capacidade de inibir a peroxidacéo lipidica. O resveratrol foi
capaz de prevenir muitas das alteracfes causadas pela citrulina e pela amonia nos
parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos, uma vez que preveniu muitas
das alteragdes na atividade das enzimas antioxidantes, na lipoperoxidagdo e no
conteudo total de sulfidrilas. Por meio desse estudo, evidenciamos que a citrulina e a
amoénia levam a um quadro de estresse oxidativo e que 0 resveratrol possui

capacidade antioxidante frente a essas substancias.

Palavras Chave: Citrulinemia tipo |; Estresse oxidativo; Dano oxidativo; Antioxidantes;

Resveratrol.



ABSTRACT

Citrullinemia Type | is an inborn error of the Urea Cycle metabolism, characterized by
deficiency in the activity of the arginine-succinate-synthetase enzyme, leading to
depletion of serum arginine levels and accumulation of citrulline and ammonia in blood
and body tissues. The objective of this study was to investigate the effects of the in
vitro administration of citrulline and ammonia and the influence of the antioxidant
resveratrol on oxidative stress parameters, such as thiobarbituric acid reactive
substances (TBA-RS), total sulfhydryl content and the activity of antioxidant enzymes
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in
the cerebral cortex, cerebellum and hippocampus of 30- and 60-day-old male Wistar
rats. For in vitro studies, the animals were sacrificed by decapitation and citrulline and
ammonia were added to the assays to obtain the final concentrations of citrulline (0.1,
2.5 and 5.0 mM) and ammonia (0.01, 0.1 and 1.0 mM), and to investigate the effects
of resveratrol (0.01, 0.1 and 0.5 mM) on oxidative stress parameters altered by
citrulline and ammonia. The results showed that none of the concentrations of citrulline
altered the total sulfhydryl content in 30- and 60-day-old rats cerebrum, while ammonia
0.1 and 1.0 mM reduced the total sulfhydryl content in the cerebral cortex of 30- and
60-day-old rats. Citrulline 2.5 and 5.0 mM increased TBA-RS in the cerebellum of 30-
day-old rats and in the cerebral cortex and cerebellum of 60-day-old rats, but ammonia
at none of the concentrations altered TBA-RS in the cerebrum of 30- and 60-day-old
rats. The results also showed that citrulline 5.0 mM increased SOD activity and
reduced GSH-Px activity in the hippocampus of 30-day-old rats, but did not alter CAT,
whereas in the cerebellum it increased GSH-Px, but did not alter SOD and CAT. In the
cerebral cortex, citrulline 2.5 and 5.0 mM reduced GSH-Px activity. In 60-day-old rats,
citrulline 2.5 and 5.0 mM increased SOD in the cerebellum, while in the cerebral cortex,
increased GSH-Px. In addition, citrulline 5.0 mM reduced CAT and increased SOD in
the cerebral cortex of 60-day-old rats. With regard to ammonia, results showed that
none of the concentrations used altered the activities of CAT, SOD and GSH-Px in the
hippocampus and cerebral cortex of 30-day-old rats, while in the cerebellum, 1.0 mM
concentration increased SOD and reduced GSH-Px. Ammonia 1.0 mM also increased
SOD in the hippocampus and cerebellum of 60-day-old rats, but none of the

concentrations used altered the activities of antioxidant enzymes in the cerebral cortex



of 60-day-old rats. Resveratrol is a polyphenol present in many plant species, as in
grapes of the species Vitis vinifera. Its antioxidant activity results from its ability to
compete with coenzyme Q for the free radical formation site, to neutralize reactive
oxygen species and its ability to inhibit lipid peroxidation. Resveratrol was able to
prevent many of the changes caused by citrulline and ammonia in the oxidative stress
parameters analised in the rats cerebrum, since prevented many of the alterations on
the antioxidant enzyme activities, lipoperoxidation and total sulfhydryl content. Through
this study, we have shown that citrulline and ammonia lead to oxidative stress and that

resveratrol has an antioxidant capacity against these substances.

Keywords: Citrullinemia type I; Oxidative stress; Oxidative damage; Antioxidants;
Resveratrol.
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1 INTRODUCAO

A Citrulinemia Tipo | (CTLN1) é uma doenca de origem autossémica recessiva,
classificada como um erro inato do metabolismo, que resulta na deficiéncia da
atividade da enzima arginino-succinato-sintetase (ASS), responsavel pela
condensacdo da citrulina e aspartato em arginino-succinato (ARAUJO, 2004; EL
HUSNY; FERNANDES-CALDATO, 2006; KOSE et al., 2017). Essa alteracdo na
atividade da ASS leva a deplecdo dos niveis séricos de arginina e ao acumulo de
citrulina e amoénia no sangue e tecidos corporeos (HERRERA SANCHEZ et al., 2017,
PRESTES et al., 2006; RAIMANN et al., 1994). Recém-nascidos acometidos pela
forma aguda apresentam hiperamonemia, letargia, vomitos, falta de apetite e sinais
de aumento de pressao intracraniana, podendo progredir para aumento do tonus
muscular, convuls@es, coma e perda dos niveis de consciéncia, e consequentemente,
morte (HERRERA SANCHEZ et al., 2017; KOSE et al., 2017; RUDER et al., 2014).

Embora a fisiopatologia da CTLN1 ainda n&o seja bem esclarecida, acredita-se
que ela esteja relacionada ao acumulo de amdnia no organismo, principalmente nas
células cerebrais (PRESTES et al., 2006). A relacéo entre toxicidade da amoénia e a
liberacdo de radicais livres ainda ndo esta bem consolidada, mas alguns artigos ja
abordam esse tema. Em um estudo realizado por Kosenko e colaboradores (1997),
verificou-se que a administracdo aguda de amdnia em ratos adultos levou a reducao
na atividade de enzimas antioxidantes e em aumento na formacdo de radical
superéxido no cérebro. Corroborando com o estudo dos mecanismos envolvidos na
patogénese da citrulinemia, trabalhos indicam que esta também causa anormalidades
metabdlicas cerebrais, as quais incluem distarbios no metabolismo cerebral
energético, metabolismo de aminoacidos e no estado redox mitocondrial (CLANCY;
CHUNG, 1991).

A producdo de radicais livres € um processo fisiolégico e constante que
desempenha um importante papel metabdlico, mas quando em desequilibrio, seja
pelo aumento na formacdo de radicais livres ou pela redugcdo da atividade dos
sistemas antioxidantes, é prejudicial ao organismo e leva a um quadro de estresse
oxidativo (BARBOSA et al.,, 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; ENGERS;
BEHLING; FRIZZO, 2011).



O estresse oxidativo provoca danos como peroxidacdo lipidica, danos
oxidativos ao DNA e a proteinas, fazendo com que essas moléculas percam sua
funcdo biologica (BARBOSA et al., 2010; SILVA; FERRARI, 2011). Este 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 Il e doencas neurodegenerativas, entre
outras (BARBOSA et al., 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Além disso, o0 estresse oxidativo € comumente observado em alguns erros
inatos do metabolismo intermediario, participando de sua fisiopatologia (COLOME;
SIERRA; VILASECA, 2000; WAJNER et al., 2001). Embora a causa do estresse
oxidativo nestas doencas ndo esteja completamente compreendida, pode ocorrer
devido ao acumulo de metabdlitos toxicos que levam a producao excessiva de radicais
livres ou a deplecdo celular de defesas antioxidantes (ARTUCH et al., 2004; VAN
BACKEL et al., 2000).

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo antioxidantes considerados
interruptores de radicais livres, com papel importante na prevencdo da peroxidagéo
lipidica, por meio do sequestro e neutralizacao de radicais livres, da decomposicao de
peréxidos e quelacdo de metais (ACHKAR et al., 2013; ANGELO; JORGE, 2007,
DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Um exemplo de antioxidante de origem
fendlica é o resveratrol (ANGELO; JORGE, 2007). O resveratrol (3,54
trinidroxiestilbeno) é um polifenol presente em muitas espécies vegetais,
principalmente na pele e nas sementes de uvas da espécie Vitis vinifera (BARROS et
al., 2017; GEDIK et al., 2008; SOLEAS; DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997; SU; HUNG;
CHEN, 2006). Sua atividade antioxidante advém de sua capacidade de competicdo
com a coenzima Q pelo sitio de formacédo de radicais livres, de neutralizar espécies
reativas de oxigénio formadas nas mitocondrias e em sua capacidade de inibir a
peroxidacao lipidica resultante dos produtos da reacdo de Fenton (BARROS et al.,
2017).

De acordo com Su e colaboradores (2006), estudos tém reportado uma grande
variedade de atividades farmacoldgicas e terapéuticas para o resveratrol. Além da
capacidade antioxidante, o resveratrol demonstrou atividade antiplaquetéria,
estrogénica, vasodilatadora, antiinflamatoria e anticancerigena (GEDIK et al., 2008;
SU; HUNG; CHEN, 2006).
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Considerando que a citrulinemia é um erro inato do metabolismo causado por
deficiéncia de uma enzima do Ciclo da Ureia, e que essa doenca causa disturbios
neurologicos, que estudos sugerem que a citrulina e a ambnia em excesso
apresentam alguma associacdo com o estresse oxidativo e que o resveratrol possui
potencial atividade antioxidante, esse estudo tem como objetivos verificar os efeitos
in vitro da citrulina e da aménia e a influéncia do antioxidante resveratrol sobre alguns

parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos de 30 e 60 dias de idade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos in vitro da citrulina e da amoénia e a influéncia do antioxidante
resveratrol sobre parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos de 30 e 60

dias de idade.

2.2 Objetivos Especificos

1) Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de citrulina (0,1, 2,5 e 5,0 mM)
e de amdnia (0,01, 0,1 e 1,0 mM) sobre a formacao de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBA-RS) e conteldo total de sulfidrilas em hipocampo, cértex cerebral
e cerebelo de ratos de 30 e 60 dias de idade;

2) Avaliar o efeito in vitro de diferentes concentrac¢des de citrulina (0,1, 2,5 e 5,0 mM)
e de amodnia (0,01, 0,1 e 1,0 mM) sobre a atividade das enzimas antioxidantes
(catalase, glutationa peroxidase e superoxido dismutase) em hipocampo, cortex
cerebral e cerebelo de ratos de 30 e 60 dias de idade;

3) Investigar a influéncia do antioxidante resveratrol (0,01, 0,1 e 0,5 mM) sobre os
efeitos in vitro da citrulina e da aménia sobre os niveis de TBA-RS, conteudo total de
sulfidrilas e atividade das enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase e
superoéxido dismutase) em hipocampo, cértex cerebral e cerebelo de ratos de 30 e 60

dias de idade.
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3 REVISAO

3.1 Erros Inatos do Metabolismo

De acordo com Scriver e colaboradores (2001), o termo Erros Inatos do
Metabolismo (EIM) foi descrito pela primeira vez na literatura em 1908, quando o
inglés Archibald Garrod publicou seu livro, no qual descrevia algumas doencas
metabdlicas e seus principais aspectos genéticos (EL HUSNY; FERNANDES-
CALDATO, 2006). Os EIM séao doencas caracterizadas por alteracdes genéticas, de
origem autossbmica recessiva, associadas geralmente a defeitos enzimaticos
capazes de inibir, bloquear ou alterar rotas metabdlicas (ARAUJO, 2004; EL HUSNY;
FERNANDES-CALDATO, 2006). Esse blogueio enzimético pode levar a producéo de
substancias toxicas ou reduzir a disponibilidade de produtos essenciais para o bom
funcionamento do organismo (AMANCIO; SCALCO; COELHO, 2007; DE OLIVEIRA
et al., 2001).

Foram identificados até agora apenas cerca de 500 EIM, os quais sao doencas
genéticas consideradas raras, mas quando computadas juntas, a incidéncia € de uma
pessoa a cada 1 mil nascidos vivos (AMANCIO; SCALCO; COELHO, 2007; WAJNER
et al., 2001). Essas alteracfes genéticas podem ser classificadas em dois grandes
grupos: 1) o grupo das moléculas pequenas, que abrangem as aminoacidopatias,
acidemias organicas, intolerancia a agucares, entre outras; e 2) o grupo das moléculas
grandes, no qual se encontram as doencas lisossémicas de depdsito, peroxissomais,
etc. (DIAMENT, 1974; WAJNER et al., 2001).

Os EIM mais comumente descritos sdo as aminoacidopatias, sendo também
um dos primeiros tipos de EIM descritos por Garrod em seus artigos (DIAMENT,
1974). Como exemplo de aminoacidopatia, pode-se citar os disturbios do metabolismo
do Ciclo da Ureia (DCU) (NADAI et al., 2006).

3.2 Ciclo da Ureia
O Ciclo da Ureia é a unica rota metabdlica capaz de excretar o excesso de

nitrogénio do organismo. Essa rota é de extrema importancia, uma vez que ela

converte o nitrogénio obtido pela ingestdo de proteinas da dieta e produtos da



degradacdo das proteinas enddgenas em ureia, um composto hidrossoluvel e

facilmente secretado pelo organismo (MIAN; LEE, 2002).

A conversdo de nitrogénio em ureia acontece no figado, e para que o ciclo

ocorra na sua totalidade, séo necessarias 4 enzimas (Figura 1), as quais sao: ornitina-

transcarbamoilase (OTC), arginino-succinato-sintetase (ASS), arginino-succinase
(ASL) e arginase (ROCHA et al., 2009).

Figura 1 - Ciclo da Ureia
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Fonte: Adaptado de NELSON; COX, 2013.
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O déficit na atividade ou expressao de qualquer uma dessas enzimas leva a
quadros clinicos chamados de Disturbios do Metabolismo do Ciclo da Ureia (DCU)
(MIAN; LEE, 2002; PARMEGGIANI; VARGAS, 2018; SCAGLIA et al., 2004).
Individuos acometidos por esses distarbios apresentam como caracteristicas
classicas os seguintes sintomas: hiperamonemia (devido a interrupcéo do Ciclo da
Ureia), encefalopatia e alcalose respiratoria (ROCHA et al., 2009).

Dentre os disturbios do metabolismo do Ciclo da Ureia, encontra-se a
Citrulinemia Tipo |, a segunda doenca mais comum do grupo, resultado da deficiéncia
na atividade enzimatica da ASS (CABRAL et al., 2002).

3.3 Citrulinemia Tipo |

A Citrulinemia Tipo | (CTLN1, MIM 215700) é um EIM ocasionado pela
deficiéncia na atividade da enzima arginino-succinato-sintetase (ASS; EC 6.3.4.5),
atuante na segunda reacdo do Ciclo da Ureia e responsavel pela condensacao de
citrulina e aspartato em arginino-succinato (HERRERA SANCHEZ et al., 2017; KOSE
et al., 2017). E causada por mutacdes no gene da ASS no cromossomo 9q34.1, e
essas mutacdes sdo encontradas em todos os tecidos e células que expressam ASS
(CABRAL et al., 2002; DIEZ-FERNANDEZ et al., 2016).

Descrita pela primeira vez em 1962, a CTLN1 leva a deplecdo dos niveis
séricos de arginina e ao acumulo de citrulina e am6nia no sangue e nos tecidos
corporeos (HERRERA SANCHEZ et al., 2017; PRESTES et al., 2006; RAIMANN et
al., 1994). Por se tratar de uma doenca de origem autossémica recessiva, possui uma
incidéncia estimada de um individuo afetado a cada 57 mil nascidos vivos (RUDER et
al., 2014).

A CTLN1 se apresenta com um espectro clinico variado, sendo uma forma
aguda que acomete recém-nascidos (forma classica), uma forma tardia (forma néo
classica) e uma terceira forma, na qual mulheres apresentam os sintomas durante a
gravidez ou no periodo pés-parto (KOSE et al., 2017; QUINONEZ; THOENE, 2004).

Recém-nascidos acometidos pela forma aguda parecem normais ao
nascimento, mas aproximadamente 1 a 3 dias apés, apresentam hiperamonemia,
letargia, vomitos, falta de apetite, e sinais de aumento de pressao intracraniana,

podendo progredir para aumento do tbnus muscular, convulsées, coma e perda dos
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niveis de consciéncia, e consequentemente, morte (HERRERA SANCHEZ et al.,
2017; KOSE et al., 2017; RUDER et al, 2014). Criancas diagnosticadas
precocemente e tratadas de forma apropriada podem sobreviver por um tempo
indeterminado, mas geralmente irdo apresentar sequelas neuroldgicas importantes
(QUINONEZ; THOENE, 2004).

O diagnostico da CTLN1 pode ser feito por meio da dosagem dos niveis séricos
de amonia (presentes em torno de 2000 a 3000 pmol/L, sendo que valores normais
sao de 40-100 pmol/L) e citrulina (presentes em torno de 1000 pumol/L, sendo que
valores normais sdo <50 pumol/L), auséncia de ASS e aumento de lisina, glutamina e
alanina (QUINONEZ; THOENE, 2004).

Com relagdo ao tratamento, a citrulinemia exige uma vigilancia a longo prazo
com um importante manejo nutricional e farmacoldgico. O tratamento consiste em
eliminar farmacologicamente o excesso de aménia, com medicamentos como
benzoato de sodio e fenilacetato, suplementacdo com L-arginina, restricdo proteica, e
em casos mais graves, hemodidlise e transplante hepéatico (HERRERA SANCHEZ et
al., 2017; MAESTRI; CLISSOLD; BRUSILOW, 1995).

Uma vez diagnosticada a doenca, as chances de sobrevivéncia em pacientes
acometidos pela forma neonatal sdo pequenas, ja aos 5 anos de idade os pacientes
possuem uma chance de 87,5% de sobrevivéncia e aos 10 anos de idade, as taxas
sdo reduzidas para 72%. Entretanto, muitos deles apresentam alteracfes
psicomotoras, déficits neuroldgicos e atraso no crescimento (CABRAL et al., 2002).
Os desfechos a longo prazo de paciente com a CTLN1 sédo desconhecidos, uma vez
gue ndo sao encontrados muitos relatos na literatura de pacientes portadores da
doenca que sobreviveram até a vida adulta (BRUNETTI-PIERRI et al., 2012).

Embora a fisiopatologia da CTLN1 ainda ndo seja bem esclarecida, acredita-se
gue ela esteja relacionada ao acumulo de aménia no organismo, principalmente em
células cerebrais (PRESTES et al., 2006). Estudos indicam que a amodnia € convertida
em glutamina nos astrocitos, processo esse que altera o metabolismo e a perfuséao
celular, através da criagdo de um gradiente osmoético que desvia agua para dentro das
células cerebrais, levando a quadros de encefalopatia, edema, aumento da presséo
intracraniana e consequentemente, morte celular (CABRAL et al., 2002; RUDER et
al., 2014).
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Bosoi e colaboradores (2009) listam também como efeitos da hiperamonemia
no cérebro: alteragcbes no metabolismo energético, na sinalizagcdo do calcio, nos
sistemas neurotransmissores, no pH, no potencial elétrico das membranas celulares,
na ativacao dos neutrdfilos, na sintese neuronal, na expresséao proteica e de mRNA,
e na liberacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas de
Nitrogénio (ERN), levando a quadros inflamatérios e de estresse oxidativo.

Embora a toxicidade da amonia e sua relagdo com a liberacao de radicais livres
ainda ndo esteja bem consolidada, alguns artigos ja abordam esse tema. Em 2008,
Gobrg e colaboradores demonstraram que a amobnia induziu a
oxidacdo de RNA em cultura de astrocitos de rato, em fatias de cérebro de rato e em
cérebro de rato in vivo e concluiram que a oxidacao do RNA pode afetar a expressao
génica e a sintese local de proteinas, promovendo assim uma ligacdo entre a

hiperamonemia e a producédo de ERO e ERN.

3.4 Radicais Livres

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas e instaveis, que contém
elétrons ndo pareados em sua ultima camada eletrdnica, o que os tornam capazes de
reagir com outras moléculas, como proteinas, carboidratos, lipideos e DNA,
modificando suas estruturas moleculares ao se comportarem como receptores
(oxidantes) ou doadores (redutores) de elétrons (ANDRADE JUNIOR et al., 2005;
BARBOSA et al., 2010; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A geracdo de radicais livres € um processo fisioldgico e de extrema importancia
para o correto funcionamento do organismo (BARBOSA et al., 2010). Um exemplo de
situacdo na qual se faz importante a geracdo de radicais livres é no processo de
defesa contra infec¢des, quando os neutréfilos sdo estimulados a produzir radicais
livres com o intuito de destruir um microrganismo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Outras situac¢des nas quais a producéao de radicais livres se torna benéfica séo:
no processo fagocitario, na regulacdo do crescimento celular, na sinalizacao
intercelular, na geracdo de energia (ATP), na fertilizacdo dos Ovulos e na ativacao
genética (BARBOSA et al., 2010; ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011; RAHMAN,

2007). Desta forma, em niveis baixos ou moderados, as espécies reativas de oxigénio
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e de nitrogénio exercem efeitos benéficos sobre as respostas celulares e a funcéo
imunologica.

Entretanto, quando em concentragdes elevadas, os radicais livres encontram-
se associados diretamente com o aparecimento de inimeras doengas, como cancer
e uma variedade de alteracfes degenerativas. Saeidnia e Abdollahi (2013) atribuem
esse papel devido a capacidade dos radicais livres em iniciar processos de apoptose
e necrose celular.

Em um estudo de 2014, Blake e Trounce relataram que um periodo de
hiperglicemia prolongada levava a alteracéo de vias metabdlicas e a superproducao
de radicais livres pela mitocdndria, processo esse que pode estar relacionado ao
desencadeamento de complicagcdes do Diabetes Mellitus.

Agarwal e colaboradores (2012), por sua vez, relacionaram a superproducao
de radicais livres pela mitocondria com a alteracdo na geracdo de ATP, o qual é
essencial para o desenvolvimento dos éocitos e embrides, e com o desencadeamento
de uma série de doencas reprodutivas, como Sindrome do Ovério Policistico,
endometriose e infertilidade.

Entre as principais espécies de radicais livres, encontram-se as Espécies
Reativas de Oxigénio e as Espécies Reativas de Nitrogénio, nos quais os elétrons
desemparelhados estéo ligados aos atomos de oxigénio e nitrogénio, respectivamente
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

3.4.1 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

As ERO sao encontradas em todos os organismos vivos. Em condicdes
normais, na cadeia de transporte de elétrons, o Oz sofre reducdo tetravalente, ou seja,
recebe 4 elétrons, formando duas moléculas de H20 (FERREIRA; MATSUBARA,

1997). Ao decorrer desse processo, tem-se a formacdo de ERO, sendo as principais

o radical superoéxido (O27), o radical hidroperoxila (HOz2"), o peréxido de hidrogénio

(H202), o radical hidroxila (OH") e o oxigénio singlet (*O2) (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997), conforme Figura 2.
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Figura 2 — Formacéo de ERO

02 + e —* Oz (Radical Superoéxido)
02" + H20 * HO2' + OH- (Radical Hidroperoxila)
HO2 +e-+ H* > H202 (Peroxido de Hidrogénio)

H202 + e — OH- + OH- (Radical Hidroxila)

Fonte: Adaptado de Koury e colaboradores (2003).

3.4.1.1 Radical Superoxido (0O2™)

O Oz é formado a partir da primeira reducédo do O2 com um elétron e produzido

basicamente nas mitocOndrias, microssomas e peroxissomas e ocorre em quase
todas as células aerdbicas (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; FERREIRA;

MATSUBARA, 1997). Possui uma meia vida longa, e apesar de possuir pouca

reatividade em meios aquosos, suas reacdes podem desencadear a formacéo de OH

e HO2', e quando em meio acido, H202 (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

3.4.1.2 Radical Hidroperoxila (HO2)

O HOz2 é resultado da protonagéo do Oz com um proton do ion hidrogénio em

meio aquoso (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Trata-se de uma ERO mais reativa que o superéxido, devido a sua alta
capacidade de penetrar nas membranas lipidicas, gerando danos como
lipoperoxidacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

3.4.1.3 Peroéxido de Hidrogénio (H202)

O H20:2 é gerado pela protonacéo do Oz em meio acido (ANDRADE JUNIOR

et al., 2005). Embora néo seja considerado um radical livre, € altamente toxico para

as células. Essa toxicidade se deve a sua meia vida longa, ao fato de ndo possuir
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elétrons desemparelhados na dltima camada e a sua capacidade de atravessar
membranas lipidicas, reagindo também com a membrana eritrocitaria e proteinas

ligadas ao ferro, produzindo entdo danos as moléculas através da geragdo de novas
ERO, como o0 OH' (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

3.4.1.4 Radical Hidroxila (OH")

O OH:' é a ERO mais reativa de todas, grande parte devido a sua meia vida

curta e maior instabilidade eletrbnica, caracteristicas essas que lhe conferem maior
rapidez e capacidade de retirar elétrons de outras moléculas, como &cidos organicos,
fosfolipideos, acido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA) e
aminoéacidos (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A geracdo do OH' pode acontecer principalmente por duas vias de reacao

quimica. A primeira reacdo é denominada Reacéo de Fenton, observada pela primeira
vez em 1894, e baseia-se na reag¢ao do H202 com o sal de Ferro, conforme pode ser
analisado na Figura 3 (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; FERREIRA; MATSUBARA,
1997).

Figura 3 — Formacéo de OH- pela Reacédo de Fenton

Fe*?2 + H202 — Fe** +OH + OH-

Fonte: Adaptado de ANDRADE JUNIOR et al. (2005).

Outra via com papel importante na formacédo do OH' é a reacdo de Haber-

Weiss, na qual ocorre a interagdo do H202 com o Oz, conforme descrito na Figura 4

(ANDRADE JUNIOR et al., 2005).
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Figura 4 - Formacédo de OH' pela Reacgéao de Haber-Weiss

Oz + H202 — O2 + H20 + OH-

Fonte: Adaptado de ANDRADE JUNIOR et al. (2005).

3.4.1.5 Oxigénio Singlet (102)

O 'Oz é uma ERO que ndo possui elétrons desemparelhados em sua Ultima
camada e consiste na forma excitada do oxigénio molecular (02) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). O 'O2 possui importancia fundamental nos processos quimicos
e bioldgicos, grande parte devido a sua alta reatividade e envolvimento na geracdo de
processos fisiolégicos e patologicos (DI MASCIO et al., 2016).

Estudos tém demonstrado que essa ERO pode ser gerada por sistemas
biolégicos, como em reacbes catalisadas por peroxidases, lactoperoxidases e
mieloperoxidases, reacdo do H202 com hipoclorito ou peroxinitrito, pela reacado de
o0zo6nio com biomoléculas ou através da fagocitose (DI MASCIO et al., 2016; RONSEIN
et al., 2006).

HA evidéncias de que o 'O2 é responsavel pela oxidacdo de lipideos,
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos e carboidratos, ocasionando doengas como
cataratas e porfirias (DI MASCIO et al., 2016; RONSEIN et al., 2006).

3.4.2 Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN)

Dentre os principais radicais livres derivados da geracdo de ERN encontram-
se 0 Oxido nitrico (NO-), 6xido nitroso (N20s3), acido nitroso (HNO3), nitritos (NO2) e
peroxinitritos (ONOO") (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O NO- é constituido por sete elétrons de nitrogénio e oito elétrons de oxigénio,

possuindo um elétron desemparelhado na sua Ultima camada (DUSSE; VIEIRA,
CARVALHO, 2003). E produzido pelo organismo por meio da acdo da enzima 6xido
nitrico sintase e também pela estimulacdo dos fagodcitos humanos (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).
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A formacdo ou metabolizacdo de uma ERN pode desencadear a geracdo de
outras ERN. O nitrato, por sua vez, pode se transformar em NOz2", que ao entrar em
contato com os 4cidos gastricos, leva a formacdo do HNOz2, radical livre esse que
promove a retirada dos grupos amino das bases do DNA (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

Para que o NO- seja capaz de atacar diretamente o DNA, é necessario que 0

mesmo reaja com o Oz, formando ONOO-, uma ERN produtora de agentes capazes

de introduzir grupamentos amino em aminoacidos aromaticos (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

3.5 Estresse Oxidativo

O quadro de estresse oxidativo instala-se quando existe um desequilibrio no
processo de geracdo dos radicais livres, seja pelo aumento na formacdo desses
compostos ou pela reducdo da atividade dos sistemas antioxidantes (BARBOSA et
al., 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011).
O estresse oxidativo provoca alteragcbes em diversas biomoléculas, as quais podem
perder suas funcdes bioldgicas ao sofrer danos como peroxidacéo lipidica, danos
oxidativos ao DNA e a proteinas (BARBOSA et al., 2010; SILVA; FERRARI, 2011).

Caso o processo descompensatorio entre a geracao de radicais livres e sua
eliminacdo aconteca por um periodo prolongado, podem ser desencadeadas varias
patologias, entre elas: aterosclerose, artrite, choque hemorragico, distlrbios
cardiovasculares, diabetes mellitus, obesidade, cancer e transtornos
neurodegenerativos (BARBOSA et al., 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

3.6 Mecanismo de Danos as Moléculas

3.6.1 Peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidagéo

As membranas plasmaticas sdo as estruturas celulares mais susceptiveis aos
efeitos deletérios dos radicais livres, uma vez que a peroxidacao lipidica altera sua
estrutura, reduzindo a seletividade no transporte ibnico e a sinalizagdo

transmembrana, prejudicando sua permeabilidade e consequentemente, o transporte
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celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SILVA; FERRARI, 2011). Essas alteracdes
podem resultar em morte celular, uma vez que ha a liberacéo de enzimas hidroliticas
dos lisossomas e formacdo de produtos citotoxicos, como o malondialdeido
(ANDRADE JUNIOR et al., 2005; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O processo de peroxidacéo lipidica envolve trés etapas: iniciacdo, propagacao

e terminacao, as quais estédo descritas na Figura 5.

Figura 5 — Reacdes de Lipoperoxidagéo, onde L representa o lipideo.

LH +0OH (uLO) ——> L'+ H,O (ou LOH) Iniciacéo

L + 0, ———> LOO° Propagacéo
EH + T00*: ———> L'+ LOOH Propagacéo
100+ L = L.OOL Terminacéo
LOO  + LOO’ ———> LOOL + O, Terminacao

Fonte: FERREIRA et al. (1997).

Na etapa de iniciacdo, o radical hidroxila (OH:) ou radical alcoxila (LO)
sequestra o hidrogénio do acido graxo polinsaturado (LH), levando a formacao do
radical lipidico (L-). Na primeira reacao de propagacdao, o radical L' reage com o Oz,
gerando um radical peroxila (LOO), que por sua vez sequestra novo hidrogénio do
LH, e na segunda reacdo de propagacao, forma mais um radical L. O processo de
peroxidacdo lipidica se encerra quando os radicais L- e LOO' se propagam até a
autodestruicdo (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os ions ferro também participam do processo de lipoperoxidacdo por meio do
desencadeamento de reacdes de iniciacdo. Esses ions atuam como catalisadores da
conversdo de LOOH em radicais altamente reativos como LO-, OH: e LOO:, dando
inicio a uma nova cadeia de reacfes, que recebe o nome de ramificacao (Figura 6)
(BARBOSA et al., 2010; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Figura 6 — Reacéo de ramificacao

LOOH + Fe™ —rapida—> LO" + OH" + Fe™
LOOH + Fe™ —lenta——>LOO" + H* + Fe*"

Fonte: FERREIRA et al. (1997).
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3.6.2 Danos as proteinas

As proteinas sdo essenciais para o correto funcionamento do organismo e
desempenham inumeras fungbes biolégicas como regeneracdo dos tecidos,
catalisacdo de reacfOes enzimaticas, hormonais e imunolégicas. S&do compostas por
cadeias de aminoacidos ligados entre si por ligacdes peptidicas (NELSON; COX,
2014).

O processo oxidativo induzido pelas ERO gera mudancas fisicas nas proteinas,
aumentando sua fragmentacdo, agregacdo e suscetibilidade a degradacdo por
proteossomos (proteases multicataliticas) (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; SILVA;
FERRARI, 2011). Além disso, as ERO inibem a atividade enzimatica responsavel por
editar e corrigir o RNA transportador, levando a sintese andmala de proteinas
(NELSON; COX, 2014; SILVA; FERRARI, 2011).

Segundo Andrade Junior et al. (2005), proteinas como albumina e colageno,
sao fragmentadas em prolina (pelo radical OH:) e em aminoacidos como histidina e
arginina, que se associam com metais de transicdo. A agregacao proteica acontece
principalmente pela atividade oxidativa do radical OH:, capaz de formar ligacGes
cruzadas entre as proteinas e a degradacéo ocorre devido a formacgéo de proteinas
andmalas favorecendo sua remocéo pelos proteossomos (ANDRADE JUNIOR et al.,
2005).

3.6.3 Danos ao DNA

O DNA é composto de uma sequéncia de nucleotideos e bases nitrogenadas,
presente em cromossomos e plasmideos, e é responsavel por armazenar todas as
informacBes genéticas e hereditarias de um ser vivo, além de produzir e codificar
corretamente todas as proteinas presentes no organismo (LEWIN et al.,, 2011;
MARTINEZ et al., 2006).

Os danos oxidativos ao DNA sdo ocasionados principalmente pela acdo do
radical OH-, por meio de uma série de reacdes que consistem na formacao de ligagcbes
cruzadas de DNA e suas proteinas, oxidacdo da desoxirribose e quebra das dupla
hélices (NELSON; COX, 2014; SILVA; FERRARI, 2011). Uma das estruturas celulares

mais susceptiveis aos danos oxidativos ao nivel de DNA é a mitocondria, por se tratar
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de uma das fontes mais importantes de producédo de ERO no organismo (ANDRADE
JUNIOR et al., 2005). A les&o mitocondrial consiste em alteracées de bases e quebras
moleculares, onde as bases nitrogenadas mais acometidas pelo estresse oxidativo
s&o a timina e citosina (ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

A acdo dos radicais livres sobre o DNA, principalmente do radical OH:, leva a
alteracdes na expressao génica do mesmo, propiciando o desenvolvimento de
inUmeros  processos  patolégicos cronicos, como cancer e doencas
neurodegenerativas (MARTINEZ et al., 2006; SILVA; FERRARI, 2011).

3.7 Sistemas de Defesas Antioxidantes

Os sistemas antioxidantes s&o sistemas criados pelo organismo para inibir e/ou
reduzir os efeitos toxicos do excesso de radicais livres as células (BARBOSA et al.,
2010; KOURY; DONANGELO, 2003). Para que essa protecdo ocorra por completo,
diferentes mecanismos de acdo podem ser usados, dentre eles: sistemas de
prevencgao, os quais impedem a formagé&o de radicais livres; sistemas varredores, que
impedem a acao dos radicais livres; e/ou por meio de sistemas de reparo, 0s quais
S840 responsaveis por acelerar o reparo e a reconstituicdo das células e estruturas
biolégicas danificadas (BARBOSA et al., 2010; KOURY; DONANGELO, 2003).

Os sistemas antioxidantes podem ser divididos em dois grupos: o sistema
enzimatico e nado-enzimatico, sendo o Ultimo sistema composto por indmeras
substancias antioxidantes que podem ser de origem enddégena ou adquiridas pela
dieta, como vitaminas, polifendis e minerais (Tabela 1) (BARBOSA et al., 2008, 2010;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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Tabela 1. A¢Ges e mecanismos das principais substancias antioxidantes.

Antioxidantes

Acao

Referéncias

Néo enzimaticos (de origem dietética)

Vitamina A (Betacaroteno)

Protecdo contra oxidagdo de
lipideos e DNA.

Rodrigo etal.,, 2007.

Vitamina C (Acido Ascérbico)

Inibicdo das ERO (Agente redutor),
regeneracgdo de alfa-tocoferol.

Rodrigo et al., 2007.

Vitamina E (Alfa-tocoferol)

Protecéo contra a peroxidagédo dos
acidos graxos insaturados da
membrana celular.

Rodrigo etal.,, 2007.

Cu, Zn, Mn, Se

Cofatores das enzimas
antioxidantes SOD-Cu/Zn, SOD-Mn e
GSH-Px.

Vincentefal, 2007.

Outros carotenoides (licopeno)

Protecdo contra a oxidacéo de
lipideos, LDL, proteinas e DNA.

Visioli et al, 2003.

Fitoquimicos (Resweratrol, catequinas,
quercetinas, acidos fendlicos e outros)

Prote¢do contra a oxidagéo de
lipideos e DNA.

Fito etal, 2007.

Enzimaticos

Superoxido Dism utase (SOD)

SOD-Cu/Zn (citoplasma), SOD-Mn
(mitocéndria). Catalisa a conwverséo
do radical O, em H.0..

Vincent et al, 2007.

Catalase (CAT)

Catalisa a conversédo de H,O,em O,
e H.0.

Vincentefal, 2007.

Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

Catalisa a redugéo de H,0, em H,0.

Vincentefal, 2007.

Fonte: Adaptado de BARBOSA et al. (2010).

3.7.1 Sistema Enzimético

O Sistema Enzimatico é um grupo de defesa antioxidante composto por trés
importantes enzimas presentes no citosol e mitocondrias das células: Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GSH-Px) (ANDRADE
JUNIOR et al., 2005; BARBOSA et al., 2010).

3.7.1.1 Superéxido Dismutase (SOD)
36



A SOD corresponde a um grupo de enzimas presente nos sistemas eucariontes
com diferentes composicdes estruturais, como SOD-Cobre-Zinco (SOD-Cu-Zn) e
SOD-Manganés (SOD-Mn) (ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

A forma SOD-Cobre-Zinco esta presente principalmente no citosol, e como o
préprio nome sugere, possui Cobre e Zinco em seu centro redox (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A segunda forma de SOD
esta presente nas mitocondrias celulares e tem como centro redox 0 Manganés
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A SOD-
Manganés tem sua atividade exacerbada pelo processo de dano oxidativo
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O sistema de defesa composto pela SOD possui um importante papel
antioxidante, responsavel por catalisar a dismutacdo do radical Oz em H202 e O2

(Figura 7), prevenindo assim o acumulo desse radical livre e exercendo acao protetora
contra lesdes ao DNA (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; ENGERS; BEHLING;
FRIZZO, 2011).

Figura 7 — Reacdo de Dismutacao do radical Oz em H202 e O..

SOD
Oz + 02— H202+ O2

Fonte: Adaptado de ANDRADE JUNIOR et al. (2005).

3.7.1.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma enzima composta por um grupo prostético heme que pode ser
encontrada em mitocdndrias e matrizes peroxissomais (ENGERS; BEHLING;
FRIZZO, 2011).

Desempenha sua fungéo antioxidante por meio da catalise da decomposicao
de H202em H20 e O2 (Figura 8), atuando em conjunto e dividindo essa fungéo com a
GSH-Px (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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Figura 8 — Reacéo de decomposi¢édo do H202 em H20 e O2 pela agéo da CAT.

catalase

2H202 —» O2+ 2H20

Fonte: Adaptado de BARREIROS et al. (2006).

Quando em baixas concentracdes de H202, este é preferencialmente eliminado
do organismo pela acdo da GSH-Px, mas quando em altos niveis de H202, este
composto é eliminado predominantemente pela atividade antioxidante da CAT
(ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

As atividades antioxidantes da CAT e da GSH-Px na decomposi¢cdo do H20:2
em H20 sdo de extrema importancia, uma vez que esse composto na presenca de
cobre e ferro leva a geracao de radical OH: através das reacfes de Fenton e Haber-
Weiss, ERO altamente reativa e instavel, contra a qual ndo existe sistema antioxidante
enzimatico especializado (BARBOSA et al., 2010).

3.7.1.3 Glutationa Peroxidase (GSH-Px) e Glutationa (GSH)

O terceiro sistema antioxidante enzimatico é formado pela GSH em conjunto
com as enzimas GSH-Px e glutationa redutase (GR) (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006). A GSH-Px estéa presente no citoplasma e nas mitocéndrias celulares em duas
formas, a forma dependente e independente de selénio (BARBOSA et al., 2010).

Assim como a CAT, esse sistema atua catalisando a dismutacdo do H202 em
H20. Esse processo consiste na reducéo do H202 pela GSH na presenca de GSH-Px,
formando uma ponte dissulfeto e um composto chamado glutationa oxidada (GSSG)
(Figura 9) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
Posteriormente, a GSSG é reduzida sob acdo da enzima GR, utilizando elétrons
provenientes da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), que é formada
na via das pentoses fosfato sob acdo da enzima glicose-6-fostato-desidrogenase
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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Figura 9 — Catalise da dismutacdo do H202 em H20 e O2 por meio da GSH-Px.
GSH-Px
2GSH + H202 » GSSG + 2H20

GR
GSSG + NADPH + H* »2GSH + NADP*

Fonte: Adaptado de BARREIROS et al. (2006).

3.7.2 Sistema Nao-Enzimético

O segundo sistema de defesa antioxidante € denominado sistema néo-
enzimatico, no qual se incluem o acido ascérbico, alfa tocoferol, compostos fenélicos
e flavonoides, retinol e carotenoides, que também podem ser chamados de
antioxidantes exdégenos, uma vez que grande parte deles é adquirido por meio da
ingestao alimentar (BARBOSA et al., 2010; ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011).

3.7.2.1 Acido Ascorbico (Vitamina C)

O &cido ascérbico é considerado um potencial antioxidante devido a sua
atividade redutora, caracteristica essa que o torna capaz de reduzir metais em
transicdo (como Fe3®* e Cu?*) e de se oxidar pelas ERO e ERN presentes no meio
aguoso, formando um composto pouco reativo e inofensivo ao organismo (BARBOSA
et al., 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

De encontro a seu potencial antioxidante, essa caracteristica redutora de
metais em transicdo pode transformar o acido ascérbico em uma substancia com
propriedades pro-oxidantes, uma vez que esses metais favorecem a formacéo do
radical OH-, através das reacfes de Fenton e Haber-Weiss (BARBOSA et al., 2010;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Ainda assim suas propriedades antioxidantes
superam as pro-oxidantes, uma vez que o ferro encontra-se preferencialmente
armazenado ou conjugado a proteinas de transporte (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).
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O acido ascorbico age principalmente na inibicdo da peroxidacao lipidica e
reduz o dano ao DNA, o que auxilia no entendimento de sua capacidade de prevenir
doencas cardiovasculares (BARBOSA et al., 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006). Além disso, possui papel importante na regeneracao do radical alfa-tocoferil,
o qual é formado quando o alfa-tocoferol transfere elétrons para o radical LOO,,
formado na peroxidacao lipidica (BARBOSA et al., 2010).

3.7.2.2 Alfa tocoferol (Vitamina E)

O alfa tocoferol, componente com maior atividade biolégica do grupo da
vitamina E, € um importante antioxidante lipossolUvel, responsavel por proteger as
membranas lipidicas, uma vez que reage com o Oz e outros radicais livres, impedindo
sua oxidacéao e peroxidacao (LIMA; DIMENSTEIN; RIBEIRO, 2014; MELO et al., 2017;
SILVA et al., 2017). Sua atividade antioxidante é atribuida principalmente a sua
capacidade de reagir com o radical LOO:, interrompendo assim a reacdo em cadeia
de peroxidacdo lipidica (CERQUEIRA; DE MEDEIROS; AUGUSTO, 2007;
VANNUCCHI et al., 1998). O alfa tocoferol sequestra os radicais LOO- nas etapas de
propagacéo e terminacao, levando a formacéo do radical tocoferila (alfa-TH), o qual é
relativamente menos toxico as membranas celulares (CERQUEIRA; DE MEDEIROS;
AUGUSTO, 2007).

De acordo com Silva e colaboradores (2017), esse antioxidante é de extrema
importancia no desenvolvimento fetal e no periodo de lactacdo, uma vez que protege
o recém-nascido de doengcas como anemia hemolitica, disfuncBes neurolégicas e
displasia broncopulmonar.

O alfa tocoferol também vem sendo associado a diminuicdo dos casos de
aterosclerose, uma vez que estudos in vitro demonstraram que essa vitamina é capaz
de prevenir a peroxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as quais
promovem o transporte dos acidos graxos e do colesterol do figado para os tecidos
periféricos (CERQUEIRA; DE MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

3.7.2.3 Retinol (Vitamina A) e Carotenoides
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O retinol € uma vitamina lipossoluvel atuante na sintese de acido ribonucleico
(RNA), na fisiologia do sistema visual, no metabolismo intermediario, no sistema
imunoldgico e na integridade das células epiteliais (GOMES; SAUNDERS; ACCIOLY,
2005; GURGEL et al., 2016).

A vitamina A juntamente com os carotenoides de atividade bioldgica do
transretirol vem sendo bastante estudada quanto a sua acéo antioxidante. Dentre os
carotenoides, aproximadamente 20 sao precursores da vitamina A, sendo 0s mais
importantes o alfacaroteno, o0 betacaroteno e o0 betacriptoxantina (GOMES;
SAUNDERS; ACCIOLY, 2005). Esse conjunto de redutores biolégicos age
desativando o 'Oz e no sequestro dos radicais LOO', reduzindo os danos oxidativos
ao DNA e aos lipideos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

3.7.2.4 Compostos fendlicos e flavonoides

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo antioxidantes considerados
interruptores de radicais livres, com papel importante na prevencédo da peroxidacao
lipidica, por meio do sequestro e neutralizacao de radicais livres, da decomposicao de
peréxidos e quelacdo de metais (ACHKAR et al., 2013; ANGELO; JORGE, 2007,
DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Estdo presentes em extratos de plantas e
vegetais, sendo as principais fontes de compostos fendlicos o café, a cebola, mac3,
uva, entre outros (SILVA et al., 2010).

Os compostos fendlicos podem ser categorizados em dois grandes grupos: 0s
flavonoides e os ndo flavonoides (ANGELO; JORGE, 2007; DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004). O grupo dos flavonoides inclui as catequinas, as flavonas,
flavanonas, isoflavonas, os flavonois e antocianinas; enquanto o grupo dos nao-
flavonoides € composto pelos acidos fendélicos (ABE et al., 2007; ANGELO; JORGE,
2007).

Outro grupo importante de compostos fendlicos é o grupo dos estibenos, no
qual se encontra o resveratrol (ANGELO; JORGE, 2007).

3.7.2.4.1 Resveratrol
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O resveratrol (3,5,4" trihidroxiestilbeno) é um polifenol presente em muitas
espécies vegetais, principalmente na pele e nas sementes de uvas da espécie Vitis
vinifera (BARROS et al.,, 2017; GEDIK et al., 2008; SOLEAS; DIAMANDIS;
GOLDBERG, 1997; SU; HUNG; CHEN, 2006). E encontrado na natureza em duas
isoformas, cis e trans, sendo a forma trans com maior atividade biolégica (BARROS
et al., 2017; GEDIK et al., 2008). Sua atividade antioxidante advém de sua
capacidade de competicdo com a coenzima Q pelo sitio de formacéo de radicais livres,
de neutralizar ERO formadas nas mitocondrias e em sua capacidade de inibir a
peroxidacao lipidica resultante dos produtos da reacdo de Fenton (BARROS et al.,
2017).

De acordo com Su e colaboradores (2006), estudos tém reportado uma grande
variedade de atividades farmacoldgicas e terapéuticas para o resveratrol. Além da
capacidade antioxidante, o resveratrol demonstrou atividade antiplaquetaria,
estrogénica, vasodilatadora, antiinflamatoria e anticancerigena (GEDIK et al., 2008;
SU; HUNG; CHEN, 2006).

Em 2007, Mokni e colaboradores estudaram o efeito do resveratrol sobre a
atividade das enzimas antioxidantes no cérebro de ratos saudaveis. O experimento foi
realizado por meio da administracao intraperitoneal de resveratrol, o qual se mostrou
capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e de reduzir os niveis cerebrais de
malonaldeido, principal produto da lipoperoxidacdo. Além disso, o resveratrol foi capaz
de aumentar a atividade antioxidante da superoxido dismutase (SOD) e da catalase
(CAT). Por meio desses resultados, os autores concluiram que o resveratrol exerce
acao antioxidante cerebral e possui propriedades neuroprotetivas ao regular inUmeras
enzimas antioxidantes (MOKNI et al., 2007).
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar de 30 e 60 dias de idade provenientes da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.
Antes do processo de experimentagdo, os animais foram acomodados e aclimatados
por 7 dias, para adaptagdo em um novo ambiente. Os animais foram mantidos em
salas com ciclo de 12h claro/escuro com temperatura mantida entre 20-22 °C com
livre acesso a comida (racao) e agua. Os animais foram mantidos em niimero maximo
de quatro por gaiola contendo maravalha. A frequéncia de troca de caixas foi realizada
a cada 2 dias. Os cuidados com os animais seguiram o disposto na Lei n°11.794, de
8 de outubro de 2008, e nas demais normas aplicaveis a utilizacdo de animais em
ensino e/ou pesquisa, especialmente as Resolu¢cdes Normativas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA (BRASIL, 2008;
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA).

As condi¢cdes de ambiente, iluminacdo, acomodacdo e nutricdo seguiram as
recomendacdes exigidas pelo "Guide For The Care and Use of Laboratory Animals,
2011".

4.2 Protocolos Experimentais

4.2.1 Preparacdo do tecido

Os animais foram sacrificados por decapitacdo, sem anestesia, e as estruturas
cerebrais (hipocampo, cortex cerebral e cerebelo) foram dissecadas e
homogeneizadas em tampdo adequado de acordo com a técnica utilizada. O
homogeneizado foi centrifugado a x 3.000 g, a 4°C por 15 minutos para remocéo de
residuos celulares e o sobrenadante foi estocado em aliquotas e armazenado a -80°C
para posterior determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e
GSH-Px), conteudo total de sulfidrilas e dano a lipideos por meio da dosagem de

substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS).



4.2.2 Experimentos in vitro com Citrulina e Amoénia

Foram utilizados hipocampo, cortex cerebral e cerebelo de ratos, obtidos
conforme descrito no item 4.2.1. A citrulina e a amonia foram adicionadas aos tecidos
a fim de se obter as diferentes concentracdes finais de citrulina (0,1, 2,5 e 5,0 mM) e
de amoénia (0,01, 0,1 e 1,0 mM), de acordo com o protocolo experimental de Prestes
e colaboradores (2006) (Figura 10). O ensaio controle foi realizado sem a adi¢éo da
citrulina e da amoénia. As concentragdes de L-citrulina utilizadas no presente estudo
abrangeram valores semelhantes aos observados em pacientes citrulinémicos
(BRUSILOW; HORWICH, 2001).

Figura 10 - Divisao dos ensaios para realizacao dos experimentos in vitro com Citrulina

e Amonia.
Ensaio 2A
Citrulina 0,1 mM
Ensaio 1 Ensaio 2 _J Ensaio 2B
Controle Citrulina Citrulina 2,5 mM
Ensaio 2C
Citrulina 5,0 mM
Ensaio 3A
Amonia 0,01 mM
Ensaio 3 Ensaio 3B
_< - .
Aménia Aménia 0,1 mM
Ensaio 3C
Amodnia 1,0 mM

Fonte: O autor.

4.2.3 Experimentos in vitro com Resveratrol

Para os experimentos in vitro, os ensaios foram divididos em trés grupos: ensaio
4 (controle + resveratrol 0,01, 0,1, e 0,5 mM), ensaio 5 (amodnia + resveratrol 0,01, 0,1,
e 0,5 mM) e ensaio 6 (citrulina + resveratrol 0,01, 0,1, e 0,5 mM) (Figura 11). Apés a
adicdo dos compostos descritos acima, os tubos de ensaio foram incubados por 1

hora a temperatura de 37 °C. Os experimentos in vitro foram realizados com a
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utilizacado de hipocampo, cértex cerebral e cerebelo de ratos. As concentracdes de

resveratrol seguiram o protocolo descrito por Dos Santos e colaboradores (2006).

Figura 11 - Divisdao dos ensaios para realizacdo dos experimentos in vitro de

prevencdo com Resveratrol.

Ensaio 4A
Resveratrol 0.01 mM
Ensaio 4 Ensaio 4B
e Resveratrol 0,1 mM
Controle
Ensaio 4C R
Resveratrol 0,5 mM Ensaio 5A
— Amdnia + Resveratrol 0,01 mM
E i05 Ensaio 5B
_ Ensaio - Amédnia + Resveratrol 0,1 mM
Aménia + Resveratrol
Ensaio 5C
— Amdnia + Resveratrol 0,5 mM
Ensaio BA —
Citrulina + Resveratrol 0,01 mM
Ensaio 6 Citrulina + Ensaio 6B
Resveratrol = Citrulina + Resveratrol 0,1 mM
Ensaio 6C
Citrulina + Resveratrol 0,5 mM

Fonte: O autor.
4.3 Estudos bioquimicos
4.3.1 Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi ensaiada pelo método de Aebi (1984), usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. O método utilizado baseia-se no
desaparecimento de H202 & 240 nm num meio de reacdo contendo 20 mM de Hz20z2,
0,1% de Triton X-100, 10 mM de tampé&o de fosfato de potassio, pH 7,0. Uma unidade

de CAT é definida como 1 ymol de H202 consumido por minuto e a atividade especifica
é calculada como unidades de CAT/mg de proteina.

4.3.2 Superéxido Dismutase (SOD)
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A atividade da SOD foi determinada pelo método de auto-oxidacao do pirogalol,
como descrito por Marklund (1985), um processo altamente dependente de
superoxido (O27), que é um substrato para a SOD. Primeiramente, 15 ul de cada
amostra foi adicionado a 215 pl de uma mistura contendo 50 uM de tampé&o Tris, 1 uM
de EDTA, pH 8,2, e 30 uM de Catalase. Subsequentemente, foram adicionados 20 uL
de pirogalol e a absorbancia foi registrada imediatamente a cada 30 segundos durante
3 minutos a 420 nm usando um espectrofotdbmetro Shimadzu UV-visivel. A inibi¢cdo da
auto-oxidacdo do pirogalol ocorre na presenca de SOD, cuja atividade pode ser
indiretamente testada espectrofotometricamente. Uma unidade de SOD é definida
como a quantidade de SOD necessaria para inibir 50% da auto-oxidagéo de pirogalol

e a atividade especifica é relatada como unidades de SOD/mg de proteina.

4.3.3 Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade de GSH-Px foi mensurada pelo método de Wendel (1981),
utilizando tert-butil-hidroperéxido como substrato. A decomposi¢cdo do NADPH foi
monitorada em espectrofotbmetro a 340 nm por 4 minutos usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. O meio continha 2 mM de GSH, 0,15 U/mL
de GSH redutase, 0,4 mM de azida, 0,5 mM de tert-butil-hidroperéxido e 0,1 mM de
NADPH. Uma unidade de GSH-Px é definida como 1 ymol de NADPH consumido por
minuto e a atividade especifica € apresentada como unidades de GSH-Px/mg de

proteina.

4.3.4 Dosagem de Proteinas

A determinacdo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry e
colaboradores (1951), utilizando-se albumina sérica bovina como padrao, o qual se
baseia na complexacao do cobre em meio alcalino, gerando um derivado de cor azul,
gue € mensurado espectrofotometricamente em 650 nm. O meio continha NaOH 0,10
M, Na2COs 2%, CuSO4 1%, Tartarato de Na* e K* 2%. Resumidamente, 10 yL de
homogeneizado foi adicionado a 1 mL do meio e 190 uL de agua destilada. A reagao
foi iniciada pela adigao de 100 uL de Reagente de Folin 1 N e incubada durante 20

minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os resultados foram expressos em
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nmol TNB/mg de proteina. Apds o procedimento, os fatores de calibracdo parcial

foram calculados.

4.3.5 Conteudo Total de Sulfidrilas

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método descrito
por Aksenov e Markersbery (2001), o qual se baseia na reducdo do A&cido
ditionitrobenzdico (DTNB) por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que é
mensurado espectrofotometricamente em 412 nm. Primeiramente, 50 uL de
homogeneizado foi adicionado a 1 mL de tampé&o PBS pH 7,4 contendo EDTA 1 mM.
A reacéo foi iniciada pela adi¢cdo de 30 yL de DTNB 10 mM e incubada durante 30
minutos a temperatura ambiente em local escuro. Os resultados foram expressos em

nmol TNB/mg de proteina.

4.3.6 Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

TBA-RS foi determinada de acordo com o método descrito por Ohkawa et al.
(1979). A metodologia para analise do TBA-RS mensura o malondialdeido (MDA), um
produto da lipoperoxidacdo, causado principalmente por radicais OH. Para os
experimentos in vitro, as estruturas cerebrais foram misturadas com &cido
tricloroacético a 10% e 0,67% de acido tiobarbitarico e aquecidas num banho de 4gua
fervente durante 25 min. TBA-RS foi determinada pela absorbancia a 535 nm. Uma
curva de calibracéo foi obtida utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como o precursor
de MDA e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo tratamento que o dos
sobrenadantes. Os resultados foram expressos em nmol de MDA/mg de proteina.

4.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de
Duncan, quando o teste F foi significativo. Todas as andlises foram realizadas com o
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) com computador
compativel. Valores de p<0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram

expressos como meédia =+ DP para sete experimentos independentes (animais)
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realizados em duplicata. ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05, em comparacédo com o grupo

de controle (Duncan’s multiple range test).
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5 INTERDISCIPLINARIDADE

A Citrulinemia Tipo | € uma doenca autossémica recessiva que acomete cerca
de 1 individuo a cada 57 mil nascidos vivos (RUDER et al., 2014). Embora considerada
rara, traz consequéncias muito graves aos individuos acometidos, uma vez que 0s
principais sintomas séo hiperamonemia, edema cerebral, atonia muscular, espasmos,
convulsdes, coma e possivel progressdo para obito (HERRERA SANCHEZ et al.,
2017; KOSE et al., 2017). Trata-se de um erro inato do metabolismo com poucas
opcOes terapéuticas farmacolégicas e que exige demanda alta de recursos
hospitalares. Existem poucas informacdes sobre sua fisiopatologia, o que dificulta seu
diagndstico precoce e intervencdo imediata (PRESTES et al., 2006).

Caracteriza-se por ser uma doenga de tratamento em ambito hospitalar, e o
estudo do dano oxidativo causado pela citrulina em excesso possuir papel potencial
esclarecedor na fisiopatologia da doenca, e uma vez essa condicdo sendo melhor
esclarecida, ha a possibilidade de tratamento mais efetivo, resultando na reducado de
custos, seja pela reducao no tempo de internacdo, na reducéo da geracédo de residuos
hospitalares e laboratoriais, e de forma geral, otimizando os gastos hospitalares e
ambientais.

Além das vantagens de se estudar o papel oxidativo da citrulina, estudar o papel
antioxidante do resveratrol pode trazer uma série de beneficios. Primeiramente, o
beneficio seria a disponibilidade de uma nova forma de tratamento terapéutico para a
Citrulinemia Tipo I. Por se tratar de um polifenol de origem natural, derivado da pele e
sementes da Vitis vinifera, seu uso com funcgéo terapéutica e antioxidante em grande
escala, desencadearia em aumento na economia agricola e farmacéutica (BARROS
et al., 2017; GEDIK et al., 2008; SOLEAS; DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997).

Dessa forma, o estudo do dano oxidativo da Citrulina e do papel protetor
antioxidante do Resveratrol traz beneficios em nivel de conhecimento cientifico,
podendo gerar possiveis ganhos na economia agricola e de industrias farmacéuticas,
e por final, ainda reduzir despesas hospitalares, como diminuicdo no tempo de
internacgéo, reducdo da producdo de lixo hospitalar, entre outros, produzindo assim

uma interface entre a salde e o meio ambiente.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
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ABSTRACT

We evaluated the in vitro effects of citrulline (0.1, 2.5 and 5.0 mM), ammonia (0.01, 0.1
and 1.0 mM) and the influence of resveratrol (0.01, 0.1 and 0.5 mM) on thiobarbituric
acid reactive substances (TBA-RS), total sulfhydryl content, and on the antioxidant
enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GSH-Px) in the cerebral cortex, cerebellum and hippocampus of 30- and 60-day-old
male Wistar rats. Results showed that 2.5 and 5.0 mM citrulline increased TBA-RS in
the cerebellum of 30-day-old rats and in the cerebral cortex and cerebellum of 60-day-
old rats. Citrulline (5.0 mM) increased SOD and reduced GSH-Px activities in the
hippocampus of 30-day-old rats, whereas in the cerebellum it increased GSH-Px. In
the cerebral cortex, 2.5 and 5.0 mM citrulline reduced GSH-Px activity. In 60-day-old
rats, 2.5 and 5.0 mM citrulline increased SOD in the cerebellum, while in the cerebral
cortex, citrulline increased GSH-Px. In addition, 5.0 mM citrulline reduced CAT and
increased SOD in the cerebral cortex of 60-day-old rats. Ammonia (0.1 and 1.0 mM)
reduced the sulfhydryl content in the cerebral cortex of 30- and 60-day-old rats, while
1.0 mM ammonia increased SOD and reduced GSH-Px in the cerebellum of 30-day-
old rats and increased SOD in the hippocampus and cerebellum of 60-day-old rats.
Importantly, resveratrol was able to prevent the majority of these alterations, caused
by citrulline and ammonia, in oxidative stress parameters in the rat cerebrum. Thus,
citrulline and ammonia induce oxidative stress in the brain of Wistar rats; however,

resveratrol was able to exert antioxidant effects against these substances.

Keywords: Citrullinemia Type I; Oxidative stress; Antioxidants; Resveratrol.
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1 INTRODUTION

Citrullinemia Type | (CTLN1) is an autosomal recessive disease, classified as
an inborn error of metabolism, which results in deficiency of the activity of the
argininosuccinate synthetase enzyme (ASS), which is responsible for the second
reaction of the Urea Cycle [1-3]. This change in ASS activity leads to depletion of
serum arginine levels and to the accumulation of citrulline and ammonia in blood and
body tissues [4-6]. Newborns affected by the acute form of CTLN1 present
hyperammonemia, lethargy, vomiting, lack of appetite and signs of increased
intracranial pressure, progressing to increased muscle tone, convulsion, coma and
loss of consciousness levels, and consequently death [3,4,7]. Although the
pathophysiology of CTLN1 is not well understood, it is believed to be related to the
accumulation of ammonia in the body, especially in brain cells [5].

Although the relationship between ammonia toxicity and the release of free
radicals is not well established, Kosenko et al. (1997) found that the acute
administration of ammonia to adult rats led to alterations in the activity of antioxidant
enzymes and to an increase in superoxide radical formation in the brain [8].
Furthermore, studies indicate that citrullinemia also causes cerebral metabolic
abnormalities, which include disturbances in energetic brain metabolism, amino acid
metabolism and in the mitochondrial redox state [9].

Phenolic compounds or polyphenols are antioxidants that are considered to be
free radical breakers, with an important role in the prevention of lipid peroxidation,
through the sequestration and neutralization of free radicals, decomposition of
peroxides and metal chelation [10-12]. An example of a phenolic antioxidant is
resveratrol [10]. Resveratrol (3,5,4" trihydroxystilbene) is a polyphenol present in
numerous plant species, especially on the skin and in the seeds of grapes of the
species Vitis vinifera [13—16]. Its antioxidant activity arises from its ability to compete
with coenzyme Q for the free radical formation site, neutralizing reactive oxygen
species formed in the mitochondria, and its ability to inhibit the lipid peroxidation
resulting from the products of the Fenton reaction [13]. According to Su et al. (2006),
a wide variety of pharmacological and therapeutic activities have been reported for
resveratrol [16]. In addition to its antioxidant capacity, resveratrol demonstrates
antiplatelet, estrogenic, vasodilator, anti-inflammatory and anticancer activities [14,16].
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Considering that citrullinemia is caused by the deficiency of an enzyme of the
Urea Cycle, leading to the accumulation of citrulline and ammonia in tissues, causing
neurological disorders and oxidative stress, this study aimed to verify the in vitro effects
of citrulline and ammonia and the potential antioxidant activity of resveratrol on some

parameters of oxidative stress in the brains of 30- and 60-day-old Wistar rats.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals and Reagents

Thirty- and 60-day-old male Wistar rats from the Federal University of Santa
Catarina (UFSC), Florian6polis, Santa Catarina, Brazil, were used in the experiments.
Before the experiments, animals were accommodated and acclimatized for 7 days to
adapt to their new environment. Animals were kept in rooms with a 12h light/dark cycle
with the temperature maintained between 20-22°C and free access to food and water.
The animals were kept in cages with a maximum number of four per cage; box
exchange was performed every 2 days. Animal care was carried out in accordance
with Law N°. 11794 (October 8, 2008), and other regulations applicable to the use of
animals in teaching and/or research, especially the Normative Resolutions of the
National Council for the Control of Animal Experimentation — CONCEA [17,18].

Room lighting, accommodation and nutrition used followed the
recommendations of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [19].
The experimental protocol was approved by the Ethics Committee for Animal Research
of the University of Joinville Region, Joinville, Brazil, under the protocol number
010/2016 — PRPPG/CEP. All chemicals were purchased from Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA.

2.2 Experimental Protocols
2.2.1 Tissue preparation

Animals were sacrificed by decapitation, without anesthesia, and the brain
structures (hippocampus, cerebral cortex and cerebellum) were dissected and
homogenized in suitable buffer, according to the technique used. The homogenate was
centrifuged at x 3,000 g at 4°C for 15 min to remove cellular debris and the supernatant
was stored in aliquots at -80°C for determination of the activity of the antioxidant
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enzymes (CAT, SOD and GSH- Px), total sulfhydryl content and lipid damage through

dosage of thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS).

2.2.2 In vitro studies with citrulline and ammonia

The cerebral structures (cerebral cortex, cerebellum and hippocampus) were
pre-incubated for 1 h at 37°C in the presence of citrulline or ammonia. A control group
was performed without the addition of these compounds. Citrulline and ammonia were
added to the assays to obtain the following final concentrations: 0.1, 2.5 and 5.0 mM
and 0.01, 0.1 and 1.0 mM, respectively, according to the experimental protocol of
Prestes et al. (2006). The concentrations of L-citrulline used in the present study

included values similar to those observed in citrullinemic patients [20].

2.2.3 In vitro studies with Resveratrol

The assays were divided into three groups: Control+resveratrol, in which
resveratrol was added to the tissues homogenates (hippocampus, cerebral cortex and
cerebellum) in concentration of 0.01, 0.1 or 0.5 mM; Citrulline+resveratrol, in which
citrulline was added in concentrations of 0.1, 2.5 or 5.0 mM along with resveratrol 0.01,
0.1 or 0.5 mM; and Ammoniatresveratrol, in which ammonia was added in
concentrations of 0.01, 0.1 or 1.0 mM and resveratrol 0.01, 0.1 or 0.5 mM.

After addition of the compounds described above, the reaction mixture was
incubated for 1 hour at 37°C. In vitro experiments were performed using the
hippocampus, cerebral cortex and cerebellum of rats. Concentrations of resveratrol

followed the protocol described by Dos Santos et al. [21].

2.3 Biochemical studies
2.3.1 Catalase Assay (CAT)

CAT activity was determined by the method of Aebi [22], using a UV-vis
Shimadzu spectrophotometer. The method used is based on the disappearance of
hydrogen peroxide (H202) at 240 nm in a reaction medium containing 20 mM H20z2,
0.1% Triton X-100, 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0. One CAT unit is
defined as 1 pmol of H202 consumed per minute and the specific activity is calculated

as CAT units/mg protein.
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2.3.2 Superoxide Dismutase Assay (SOD)

The activity of SOD was assayed by the method described by Marklund [23],
using a process highly dependent on superoxide (O2), which is a substrate for SOD.
Sample (15 pL) was added to 215 pL of a mixture containing 50 uM Tris buffer, 1 yM
EDTA, pH 8.2, and 30 yuM CAT. Subsequently, 20 uL of pyrogallol were added and
the absorbance was measured every 30 seconds for 3 minutes at 420 nm using a UV-
vis Shimadzu spectrophotometer. Inhibition of the auto-oxidation of pyrogallol occurs
in the presence of SOD, the activity of which can be tested indirectly
spectrophotometrically. One unit of SOD is defined as the amount of SOD required to
inhibit 50% of the auto-oxidation of pyrogallol and the specific activity is reported as

SOD units/mg protein.

2.3.3 Glutathione peroxidase assay (GSH-Px)

GSH-Px activity was measured by the method of Wendel [24] using tert-
butylhydroperoxide as substrate. The decomposition of NADPH was monitored in a
spectrophotometer at 340 nm for 4 minutes using a UV-vis Shimadzu
spectrophotometer. The medium contained 2.0 mM GSH, 0.15 U/mL GSH reductase,
0.4 mM azide, 0.5 mM tert-butylhydroperoxide and 0.1 mM NADPH. One GSH-Px unit
is defined as 1 ymol of NADPH consumed per minute and the specific activity is

reported as GSH-Px units/mg of protein.

2.3.4 Total Sulfhydryl Content

The total sulfhydryl content was determined, according to the method described
by Aksenov and Markersbery [25], which is based on the reduction of
dithionitrobenzoic acid (DTNB) by thiols, generating a yellow derivative (TNB) that is
measured spectrophotometrically at 412 nm. For the assay, 50 uL of homogenate were
added to 1 ml of PBS buffer pH 7.4 containing 1 mM EDTA. The reaction was started
by the addition of 30 yL of 10 mM DTNB and incubated for 30 minutes at room
temperature in the dark. A blank (DTNB absorbance) was also included in the assay.

The results were expressed as nmol TNB/mg protein.

2.3.5 Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)
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TBA-RS were determined according to the method described by Ohkawa et al.
[26]. The TBA-RS methodology measures malondialdehyde (MDA), a product of
lipoperoxidation, generated mainly by OH- radicals. For in vitro experiments, brain
structures were mixed with 10% trichloroacetic acid and 0.67% thiobarbituric acid and
heated in a boiling water bath for 25 min. TBA-RS were determined by the absorbance
at 535 nm. A calibration curve was obtained using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as the
precursor of MDA and each curve point was subjected to the same treatment as that
of the supernatants. The results are expressed in nmol of MDA/mg protein.

2.4 Statistical Analysis

The Kolmogorov-Smirnov normality test was performed to confirm a parametric
distribution; data were then analyzed by ANOVA, followed by Duncan's post-hoc test,
when the F-test was significant. All analyses were performed using the IBM Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows version 20.0 using a PC
compatible computer (IBM Corp. Armonk, NY, USA). Values of p<0.05 were
considered significant. Results are expressed as means + SD for seven independent
experiments (animals) performed in duplicate. ***p<0.001, **p<0.01 and *p<0.05,

compared to the Duncan's multiple range test.

3 RESULTS

3.1 In vitro effects of citrulline on TBA-RS, total sulfhydryl content and on the
activities of antioxidant enzymes in the cerebrum of rats

We initially verified the in vitro effects of different concentrations of citrulline (0.1,
2.5 and 5.0 mM) on TBA-RS, total sulfhydryl content and on the activities of antioxidant
enzymes in the cerebral cortex, hippocampus and cerebellum of 30- and 60-day-old
rats. Table 1 shows that citrulline at a concentration of 5.0 mM significantly enhanced
TBA-RS in the cerebellum [F(3,24)=6.520; p<0.01], but did not alter this parameter in
the cerebral cortex [F(3,24)=2.088; p>0.05] and hippocampus [F(3,20)=2.820; p>0.05]
of 30-day-old rats. Also, Table 1 shows that citrulline (2.5 and 5.0 mM) increased TBA-
RS in the cerebral cortex [F(3,24)=19.940; p<0.001] and cerebellum [F(3,24)=14.810;
p<0.001], but did not alter this biomarker in the hippocampus [F(3,24)=1.291; p>0.05]

of 60-day-old rats. Table 1 shows that citrulline did not alter total sulfhydryl content in
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the cerebral cortex [F(3,24)=0.954; p>0.05] and [F(3,24)=0.428; p>0.05], hippocampus
[F(3,24)=0.366; p>0.05] and [F(3,24)=1,676; p>0,05], and cerebellum [F(3,24)=0.778;
p>0.05] and [F(3,24)=0.185; p>0.05] of 30- and 60-day-old rats, respectively. With
regard to antioxidant enzymes (Table 2), in the hippocampus (30-day-old rats),
citrulline 5.0 mM increased SOD [F(3,24)=4.206; p<0.05] and decreased GSH-Px
[F(3,24)=6.575; p<0.01] activities, but didn’t alter CAT activity [F(3,24)=0.709; p>0.05].
On the other hand, citrulline, in none of the evaluated concentrations, altered the
activity of SOD [F(3,24)=0.774; p>0.05], CAT [F(3,24)= 0.909; p>0.05] and GSH-Px
[F(3,24)=0.481; p>0.05] in the hippocampus of 60-day-old rats (Table 2). In the
cerebellum, citrulline 5.0 mM increased GSH-Px activity [F(3,24)=6.853; p<0.01] in 30-
day-old rats and citrulline 2.5 and 5.0 mM increased SOD activity [F(3,20)=8.208;
p<0.01] in 60-day-old rats. Converselly, did not alter CAT [F(3,24)=0.197; p>0.05] and
SOD [F(3,24)=0.202; p>0.05] activities in 30-day-old rats, and CAT [F(3,20)=0.160;
p>0.05] and GSH-Px [F(3,24)=2.365; p>0.05] activities in 60-day-old rats. In the
cerebral cortex, citrulline 2.5 and 5.0 mM decreased GSH-Px activity [F(3,24)=4.859;
p<0.01], but did not alter CAT [F(3,24)=0.756; p>0.05] and SOD [F(3,24)=2.,284;
p>0.05] activities in 30-day-old rats. On the other hand, citrulline 5.0 mM decreased
CAT [F(3,24)=5.673; p<0.01] and increased SOD [F(3,24)=5.747; p<0.01]; and at
concentrations of 2.5 and 5.0 mM increased GSH-Px [F(3,24)=7.159; p<0.01] in the

cerebral cortex of 60-day-old rats.

3.2 In vitro effects of ammonia on TBA-RS, total sulfhydryl content and on the
activities of antioxidant enzymes in the cerebrum of rats

Subsequently, the in vitro effects of different concentrations of ammonia (0.01,
0.1 and 1.0 mM) on TBA-RS, total sulfhydryl content and on the activities of antioxidant
enzymes in the cerebral cortex, hippocampus and cerebellum of 30- and 60-day-old
rats were also analyzed. Table 3 shows that ammonia did not alter TBA-RS in the
cerebral cortex ([F(3,20)=0.150; p>0.05] and [F(3,20)=0.211; p>0.05], hippocampus
[F(3,20)=2.798; p>0.05] and [F(3,20)=2.118; p>0.05], or cerebellum [F(3,20)=0.495;
p>0.05] and [F(3,20)=0.974; p>0.05] in 30- and 60-day-old rats, respectively. However,
0.1 and 1.0 mM ammonia [F(3,20)=17.721; p<0.001] and 1.0 mM ammonia
[F(3,20)=4.643; p<0.05] reduced total sulfhydryl content (Table 3) in the cerebral cortex
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of 30- and 60-day-old rats, respectively, but did not alter this parameter in the
hippocampus [F(3,20)=2.398; p>0.05] and F(3,20)=0.332; p>0.05] or cerebellum
[F(3,20)=1.158; p>0.05] and F(3,20)=0.319; p>0.05] of 30- and 60-day-old rats,
respectively. With regard to antioxidant enzymes (Table 4), ammonia did not alter CAT
activity [F(3,20)=0.266; p>0.05] and [F(3,20)=1.921; p>0.05] in the cerebral cortex,
[F(3,20)=1.343; p>0.05] and [F(3,20)=1.790; p>0.05] in the hippocampus or
[F(3,20)=0.904; p>0.05] and [F(3,20)=1.762; p>0.05] in the cerebellum of 30- and 60-
day-old rats, respectively. Ammonia (1.0 mM) increased SOD activity [F(3,20)=73.907;
p<0.001] in the cerebellum, but did not alter this enzyme’s activity in the cerebral cortex
[F(3,20)=0.547; p>0.05] or hippocampus [F(3,20)=1.604; p>0.05] of 30-day-old rats. In
contrast, 1.0 mM ammonia increased SOD activity in the cerebellum [F(3,20)=8.045;
p<0.01] and hippocampus [F(3,20)=5.669; p<0.01], but did not alter its activity in the
cerebral cortex [F(3,20)=1.238; p>0.05] of 60-day-old rats. Ammonia (1.0 mM)
decreased GSH-Px activity in the cerebellum [F(3,20)=7.954; p<0.01], but did not alter
GSH-Px activity in the cerebral cortex [F(3,20)=0.716; p>0.05] or hippocampus
[F(3,20)=0.443; p>0.05] of 30-day-old rats, or in the cerebral cortex [F(3,20)=2.563;
p>0.05], hippocampus [F(3,20)=1.095; p>0.05] or cerebellum [F(3,20)=0.051; p>0.05]
of 60-day-old rats.

3.3 Influence of resveratrol on the effects elicited by citrulline and ammonia in
the cerebrum of rats

Finally, this study evaluated whether the alterations, caused by citrulline and
ammonia (in vitro), in TBA-RS, total sulthydryl content and in the activities of
antioxidant enzymes in the cerebrum of rats were mediated by the generation of free
radicals. To this end, we examined the effect of the antioxidant, resveratrol (0.01, 0.1
and 0.5 mM), on the alterations in these parameters that were induced by citrulline and
ammonia. As can be seen in Fig. 1A, in 30-day-old rats, 0.1 and 0.5 mM resveratrol
reduced TBA-RS and 0.01, 0.1 and 0.5 mM resveratrol prevented the increase in TBA-
RS levels caused by 5.0 mM citrulline in the cerebellum [F(7,40)=58.128; p<0.001] of
rats. In addition, resveratrol partially prevented, and 0.5 mM resveratrol totally
prevented, the increase in SOD activity caused by 5.0 mM citrulline (Fig. 1B)
[F(7,40)=8.855; p<0.001] in the hippocampus. With regard to GSH-Px activity, 0.1 and

0.5 mM resveratrol prevented the reduction caused by 2.5 and 5.0 mM citrulline in the
59



cerebral cortex (Fig. 1C) [F(11,60)= 6.610; p<0.001], the reduction caused by 5.0 mM
citrulline in the hippocampus (Fig. 1D) [F(7,40)=10,158; p<0,001] and resveratrol (0.01,
0.1 and 0.5 mM) prevented the increase caused by 5.0 mM citrulline in the cerebellum
(Fig. 1E) [F(7,40)=3.349; p<0.01] of rats. In 60-day-old rats, resveratrol, at all
concentrations used, reduced TBA-RS and prevented the increase in TBA-RS levels
caused by 2.5 and 5.0 mM citrulline in the cerebral cortex (Fig. 1F) [F(11,60)=41.211;
p<0.001] and cerebellum (Fig. 1G) [F(11,60)=40.386; p<0.001]. For SOD activity, 0.1
and 0.5 mM resveratrol prevented the increase caused by 2.5 and 5.0 mM citrulline in
the cerebellum (Fig. 1H) [F(11,60)=18.248; p<0.001] and 0.01 mM resveratrol partially
prevented and 0.1 and 5.0 mM resveratrol totally prevented the increase in SOD
activity caused by 5.0 mM citrulline in the rat cerebral cortex (Fig. 11) [F(7,40)=6.199;
p<0.001]. Furthermore, 0.1 and 0.5 mM resveratrol prevented the increase caused by
2.5 and 5.0 mM citrulline in GSH-Px activity (Fig. 1J) [F(11,48)=6.589; p<0.001] and
the reduction in CAT activity (Fig. 1K) [F(7,40)=6.768; p<0.001] caused by 5.0 mM
citrulline. With regard to ammonia, 0.1 and 0.5 mM prevented the reduction caused by
0.1 and 1.0 mM ammonia in total sulfhydryl content in the cerebral cortex (Fig. 2A)
[F(11,60)=17.098; p<0.001] and the increase caused by 1.0 mM ammonia in the
activity of SOD in the cerebellum (Fig. 2B) [F(7,40)=6.322; p<0.001]. In addition,
resveratrol (0.01, 0.1 and 0.5 mM) prevented the decrease in GSH-Px activity caused
by 1.0 mM ammonia in the cerebellum (Fig. 2C) [F(7,40)=14.011; p<0.001] of 30-day-
old rats. With regard to 60-day-old rats, resveratrol (0.01, 0.1 and 0.5 mM) prevented
the decrease caused by 1.0 mM ammonia in total sulfhydryl content in the cerebral
cortex (Fig. 2D) [F(7,40)=9.216; p<0.001], 0.1 and 0.5 mM resveratrol prevented the
increase induced by 1.0 mM ammonia in SOD activity in the cerebellum (Fig. 2E)
[F(7,40)=13.163; p<0.001]. Additionally, 0.01 mM resveratrol partially prevented, while
0.1 and 0.5 mM resveratrol totally prevented, the increase in SOD activity in the
hippocampus of 60-day-old rats (Fig. 2F) [F(7,40)=11.686; p<0.001].

4 DISCUSSION

Considering that the pathophysiology of CTLN1 is not very well established,
the objective of the present study was to investigate the in vitro effects of citrulline and

ammonia, as well as the influence of the antioxidant, resveratrol, on oxidative stress
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biomarkers in the cerebrum of 30- and 60 day-old rats. To our knowledge, these
parameters have not been investigated, thus far, in the cerebrum in this disorder and
there is a lack of studies in this area. According to the literature, the pathophysiology
of CTLNL1 is believed to be related, in part, to the accumulation of ammonia and
citrulline, especially in brain cells, and to the release of free radicals and depletion of
antioxidant defenses [5,8].

The citrulline and ammonia concentrations tested in this study were 0.1, 2.5, 5.0
mM and 0.01, 0.1 and 1.0 mM, respectively, according to the experimental protocol of
Prestes et al. [5]. The range of citrulline concentrations used covers values similar to
those observed in citrullinemic patients [20]. Initially, we investigated the in vitro effects
of different concentrations of citrulline (0.1, 2.5 and 5.0 mM) and ammonia (0.01, 0.1
and 1.0 mM) on different parameters of oxidative stress, such as TBA-RS, total
sulfhydryl content, as well the activities of antioxidant enzymes (CAT, SOD and GSH-
Px) in the cerebral cortex, cerebellum and hippocampus of 30- and 60-day-old rats.
With regard to citrulline, results showed that none of the concentrations altered the
total sulfhydryl content in the cerebrum of 30- and 60-day-old rats.

In contrast, ammonia (0.1 and 1.0mM, and 1.0 mM) significantly reduced total
sulfhydryl content in the cerebral cortex of 30- and 60-day-old rats, respectively. In
addition, 5.0 mM citrulline significantly enhanced TBA-RS in the cerebellum of 30-day-
old rats, and 2.5 and 5.0 mM citrulline increased TBA-RS in the cerebral cortex and
cerebellum of 60-day-old rats. However, our results showed that none of the
concentrations of ammonia used altered TBA-RS in the cerebrum of rats. TBA-RS are
an important parameter of lipoperoxidation and are indicative of damage to membrane
lipids. Since lipoperoxidation can induce changes in the membrane’s lipid structure,
reducing its selectivity for ionic transport and signaling, and impairing its permeability
and cellular transport, these alterations in excess can result in cell death due to the
release of hydrolytic enzymes and the formation of cytotoxic products, such as
malondialdehyde [27-29]. Total sulthydryl content, on the other hand, is a very
important indicator of damage to protein. Alterations in protein structures lead to an
increase of its fragmentation, aggregation, and susceptibility to degradation by
proteasomes [28,29]. These data suggest that both 30- and 60-day-old rats are more

susceptible to lipoperoxidation caused by citrulline, in vitro, while ammonia is more
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likely to cause damage to proteins in rats of both ages. Thus, damage to lipid
membranes and to proteins occurs in this disorder.

Our findings also indicate that citrulline (at 5.0 mM), in the hippocampus,
enhanced SOD and decreased GSH-Px activities in 30-day-old rats, but did not alter
CAT activity; while in the cerebellum, 5.0 mM citrulline increased the activity of GSH-
Px, but did not alter CAT and SOD activities. With regard to the cerebral cortex, 2.5
mM and 5.0 mM citrulline decreased GSH-Px activity, but did not alter the activities of
CAT and SOD. In the hippocampus of 60-day-old rats, citrulline did not alter any of the
enzymes’ activities at any of the concentrations used. On the other hand, in the
cerebellum, citrulline (2.5 and 5.0 mM) increased the activity of SOD, but did not alter
the activities of CAT and GSH-Px. In the cerebral cortex, citrulline (2.5 and 5.0 mM)
elevated the activity of GSH-PXx, but did not alter the activities of CAT and SOD, while
at the concentration of 5.0 mM, it decreased the activity of CAT and enhanced the
activity of SOD.

With regard to ammonia, results showed that none of the concentrations used
altered the activities of the antioxidant enzymes (CAT, SOD and GSH-Px) in the
hippocampus or cerebral cortex of 30-day-old rats. However, in the cerebellum,
ammonia at a concentration of 1.0 mM, enhanced the activity of the SOD enzyme and
decreased GSH-Px activity, but did not alter CAT activity. In addition, 1.0 mM ammonia
increased the activity of the SOD enzyme in the hippocampus and the cerebellum of
60-day-old rats, but did not alter the activities of CAT and GSH-Px. Our results also
showed that none of the concentrations of ammonia studied altered the enzymes’
activities in the cerebral cortex of 60-day-old rats.

Consistent with our data, Kosenko et al. (1997) demonstrated that in vivo
exposure of the adult rat brain to acute ammonia intoxication increased superoxide
radical levels, which may partly explain the increase in SOD activity [8]. According to
Travacio and Llesuy (1996), increased activity of antioxidant enzymes may occur in
response to oxidative stress, in order to reduce the damage caused by free radicals
[30]. As such, it may be assumed that citrulline and ammonia alter antioxidant defenses
in some cerebral structures, in vitro, since they increased SOD activity, decreased CAT
activity and increased/decreased GSH-Px activity under certain conditions. Data from
this study also suggest that the alterations in the enzymes’ activities are due to an

increase in superoxide anion levels and, consequently hydrogen peroxide production.
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These reactive oxygen species may cross lipid membranes, reacting with iron-bound

proteins, and damage molecules via the generation of new oxygen reactive species,
such as the hydroxyl radical (OH) [27,29,31].

Studies carried out by Barbosa et al. (2010) [32] have shown that, when
oxidative stress is installed (either due to an increase in the formation of free radicals
or due to alterations in the activities of antioxidant systems), several biomolecules may
lose their functions due to lipoperoxidation, oxidative damage or DNA and protein
damage [31-33]. As such, we have demonstrated that citrulline and ammonia induce
oxidative stress, generating lipoperoxidation, damage to protein and alterations in the
activities of antioxidant defenses. Our study also suggests that, in 30 day-old rats, the
cerebellum is more susceptible to the in vitro oxidative stress caused by citrulline and
ammonia, when compared to the other structures studied, and that the cerebral cortex
of 60-day-old rats is more susceptible to the oxidative stress caused by citrulline in
vitro. In addition, 60-day-old rats were more susceptible to oxidative damage,
suggesting that susceptibility of tissue to damage increases with advancing age.

To prevent the negative effects of oxidative stress on lipoperoxidation, protein
and DNA damage, the use of antioxidants may be necessary in some disease
conditions. This study also evaluated whether the alterations in TBA-RS, total
sulfhydryl content and antioxidant enzyme activities, caused by citrulline and ammonia
(in vitro), in the cerebrum of rats were mediated by the generation of free radicals. For
this, we examined the influence of the antioxidant, resveratrol (0.01, 0.1 and 0.5 mM),
on the effects of citrulline and ammonia on these parameters. Resveratrol (3,5,4 -
trinydroxystilbene) is a component of the polyphenols present in many plant species,
such as grapes and red wine. This compound was originally identified as the active
ingredient of an Oriental herb (Kojo-ka) that was used for the treatment of a wide variety
of diseases, including dermatitis, gonorrhea, fever, hyperlipidemia, arteriosclerosis and
inflammation [34]. Several studies have demonstrated the antioxidant effects of
resveratrol [35]; these properties result from the molecule’s chemical structure, which
imparts the ability to transfer hydrogen atoms or electrons to free radicals, inhibiting
peroxidation and protecting lipids, protein and cellular DNA from possible oxidative
damage [36]. In addition, resveratrol’s antioxidant activity derives from its ability to
compete with coenzyme Q for the free radical formation site, neutralizing the reactive

oxygen species formed in the mitochondria, and its inhibition of the lipoperoxidation
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resulting from the products of the Fenton reaction [13—16]. This amphipathic molecule
is capable of scavenging lipid hydroperoxyl free radicals, as well as hydroxyl and
superoxide anion radicals [37].

According to Cavallaro et al. (2003), increasing the concentration of resveratrol
may increase its antioxidant properties. In addition, inhibition of superoxide anion
generation was demonstrated at low and high concentrations of resveratrol [38].
Accordingly, Meherzia Mokni et al. (2007) reported that resveratrol exhibited
decreased brain lipoperoxidation, while simultaneously upregulating SOD and CAT
[39]. With regard to the influence of resveratrol on the effects elicited by citrulline and
ammonia, our analyses showed that this antioxidant alters the parameters analyzed in
almost all concentrations used (0.01, 0.1 and 0.5 mM). Resveratrol was able to
decrease (at 0.1 and 0.5 mM) and to prevent the increase (at 0.01, 0.1 and 0.5 mM) in
TBA-RS caused by 5.0 mM citrulline in the cerebellum of 30-day-old rats. In the
cerebral cortex and cerebellum of 60-day-old rats, resveratrol (at all concentrations
used) was able to decrease and to prevent the increase in TBA-RS caused by 2.5 and
5.0 mM citrulline. Studies carried out by Lucie Frémont et al. (1998) [40] have shown
that resveratrol inhibits the oxidation of phospholipid liposomes at various
concentrations. With regard to ammonia toxicity, resveratrol (0.1 and 0.5 mM)
prevented the reduction in the total sulfydryl content caused by 0.1 and 1.0 mM
ammonia in the cerebral cortex of 30-day-old rats. Furthermore, in 60-day-old rats, all
concentrations of resveratrol were able to prevent the reduction of total sulfydryl
content caused by 1.0 mM ammonia in the cerebral cortex.

With regard to the activities of the antioxidant enzymes, in 30-day-old rats,
resveratrol (0.1 mM and 0.5 mM) partially and totally prevented, respectively, the
increase in SOD activity in the hippocampus that was caused by 5.0 mM citrulline. In
60-day-old rats, resveratrol (0.1 and 0.5 mM) also prevented the increase in SOD
activity induced by citrulline (2.5 and 5.0 mM) in the cerebellum, and at concentrations
of 0.01, 0.1 and 0.5 mM, was able to partially and totally prevent this alteration in the
cerebral cortex (caused by 5.0 mM citrulline). Resveratrol (0.1 and 0.5 mM) also
prevented the increase in SOD activity, caused by 1.0 mM ammonia, in the cerebellum
of 30- and 60-day-old rats, while resveratrol (0.1 and 0.5 mM) prevented the decrease
in GSH-Px activity, caused by citrulline (2.5 and 5.0 mM), in the cerebral cortex and
hippocampus of 30-day-old rats. This antioxidant, at all concentrations, was also able
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to prevent the increase and reduction in GSH-Px activity caused by 5.0 mM citrulline
and 1.0 mM ammonia in the cerebellum of 30-day-old rats. In 60-day-old rats, 0.1 and
0.5 mM resveratrol prevented the increase in GSH-Px activity and the decrease in CAT
activity caused by 5.0 mM citrulline in the cerebral cortex, respectively. Furthermore,
resveratrol partially prevented (0.01 mM resveratrol) and totally prevented (0.1 and 0.5
mM) the increase in SOD activity in the hippocampus of 60-day-old rats, caused by 1.0
mM ammonia.

In summary, our findings show that citruline and ammonia, at high
concentrations, alter antioxidant defenses in 30- and 60-day-old rats, where citrulline
induces lipoperoxidation and ammonia causes oxidative damage to proteins. In
addition, we demonstrated that the alterations in these parameters of oxidative stress
are probably caused by the increase in the production of free radicals, such as
superoxide anion and hydrogen peroxide, since resveratrol, an important antioxidant,
prevented most of the effects caused by citrulline and ammonia in the cerebrum of rats.
These data suggest that, in addition to the traditional therapeutic approaches used in
CTLN1 treatment, supplementation with antioxidants, such as resveratrol, a polyphenol
compound, could be used as a therapeutic adjuvant to reduce the oxidative damage

caused by the toxic substances that accumulate in CTLN1.
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Table 1 - In vitro effects of citrulline on TBA-RS and Total Sulfhydryl Content in
the cerebrum of 30- and 60-day-old-rats

TBA-RS Citrulline concentration
(nmol TBA-RS/ Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5 mM 5.0 mM
min.mg protein) Cerebellum 1.94+ 0.45 198+ 0.43 219+ 0.41 3.01+ 0.72**
30 days Cerebral Cortex 2.25+0.30 2.50+0.31 2.59 +0.45 2.86 + 0.66
Hippocampus 2.22+0.43 2.05+0.38 2.35+0.38 2.77 £ 0.58
TBA-RS Citrulline concentration
(nmol TBA-RS/ Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5mM 5.0 mM
min.mg protein) Cerebellum 2.07 £0.39 1.79 +0.36 2.95+ 045 | 3.11 + 0.57***
60 days Cerebral Cortex 2.09 +0.26 1.88 +£0.16 2.60 + 0.31%** | 2.76 + 0.24***
Hippocampus 2.71+0.23 2.76 +0.17 2.61+0.31 2.84+0.15
Total Sulfhydryl Content Citrulline concentration
(nmol TNB/mg protein) Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5mM 5.0 mM
30 days Cerebellum 56.05 + 6.71 59.42+7.12 54.36 £7.72 53.99 + 8.07
Cerebral Cortex 60.48 + 4.35 60.34 + 3.97 60.76 + 4.87 57.09 + 5.64
Hippocampus 46.04 + 5.26 44.89 + 4.76 43.30 + 7.56 4342 £4.79
Total Sulfhydryl Content Citrulline concentration
(nmol TNB/mg protein) Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5mM 5.0 mM
60 days Cerebellum 54.99 +5.14 54.06 + 8.12 53.20 + 5.50 52.47 +7.43
Cerebral Cortex 53.15+7.98 57.30 + 6.79 53.89 £ 7.02 55.00 + 7.50
Hippocampus 55.82 £ 7.54 56.67 £ 5.78 57.59 + 2.30 50.94 +7.17

Data are mean + S.D. for seven independent experiments (animals) performed in

duplicate. *p<0.05, **p<0.01 and *** p<0.001, compared to control group (Duncan’s

multiple range test).

69



Table 2 - In vitro effects of citrulline on the activities of antioxidant enzymes in

the cerebrum of 30- and 60-day-old-rats

CAT Activity Citrulline concentration
(units/mg protein) [ Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5 mM 5.0 mM
30 days Cerebellum 542 +£0.74 551 +0.79 5.32+£0.93 516+ 1.12
Cerebral Cortex 3.79 £0.43 3.79 £0.65 3.56 +£0.33 3.49 +£0.33
Hippocampus 4.04 + 0.57 3.98+£0.84 3.70 £ 0.56 3.66 + 0.35
CAT Activity Citrulline concentration
(units/mg protein) [ Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5 mM 5.0 mM
60 days Cerebellum 4.2+0.54 4.09 +0.57 4.22 +0.57 4.32 £ 0.58
Cerebral Cortex 4.26 +0.79 3.79+0.28 4.02 +0.37 3.16 £ 0.50**
Hippocampus 5.09 £ 0.82 4.96 + 0.63 5.70 £0.92 554 +141
SOD Activity Citrulline concentration
(units/mg protein) [ Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5 mM 5.0 mM
30 days Cerebellum 5.46 +1.01 5.30+0.74 5.47 £ 0.91 5.14 + 0.96
Cerebral Cortex 5.54 + 0.45 5.54 + 0.52 6.03 £ 0.25 5.91 + 0.50
Hippocampus 6.87 £ 1.18 7.00 £1.45 7.27+1.23 9.19 + 1.67*
SOD Activity Citrulline concentration
(units/mg protein) [ Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5 mM 5.0 mM
60 days Cerebellum 4.85+0.76 5.15+0.57 6.82 £ 0.73** 6.87 + 1.39**
Cerebral Cortex 3.99+£0.70 4.19+0.77 4.43 + 0.64 5.46 £ 0.77**
Hippocampus 5.02 £ 0.50 4.79 + 0.55 4.61+0.76 4.49 + 0.89
GSH-Px Activity Citrulline concentration
(units/mg protein) [ Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5mM 5.0 mM
30 days Cerebellum 14.29+1.14 15.30+ 1.34 15.76 + 1.42 17.91+ 2.11**
Cerebral Cortex 16.44 + 0.46 16.32 +1.11 15.20 + 0.90** 14.94 + 1.04**
Hippocampus 15.69 + 1.30 15.43 + 2.03 13.90 + 1.07 12.34 + 1.80**
GSH-Px Activity Citrulline concentration
(units/mg protein) [ Brain Structure 0.0 mM 0.1 mM 2.5mM 5.0 mM
60 days Cerebellum 16.86 + 1.77 15.80 + 2.48 14.33+2.21 14.50 + 1.60
Cerebral Cortex 15.60 + 0.79 15.61+1.13 18.86 + 2.65** 19.27 + 2.60**
Hippocampus 22.03 + 2.37 20.30 + 2.62 21.51 + 3.36 20.87 £ 2.79

Data are mean + S.D. for seven independent experiments (animals) performed in
duplicate. *p<0.05, **p<0.01 and *** p<0.001, compared to control group (Duncan’s

multiple range test).
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Table 3 - In vitro effects of ammonia on TBA-RS and Total Sulfhydryl Content in
the cerebrum of 30- and 60-day-old-rats

TBA-RS Ammonia concentration
(nmol TBA-RS/min.mg protein) | Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
30 days Cerebellum 2.39 + 0,30 2.04+0.41 2.17 + 0.44 2.78 + 0.66
Cerebral Cortex 2.47 + 0.63 2.50 + 0.30 2.56 + 0.48 2.66 + 0.61
Hippocampus 2.62 +0.39 2.35 +0.57 2.47 +0.55 2.66 + 0.44
TBA-RS Ammonia concentration
(nmol TBA-RS/min.mg protein) | Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
60 days Cerebellum 1.93 +0.20 2.05+0.33 1.80 £ 0.16 1.88 + 0.30
Cerebral Cortex 2.24 +0.23 2.38 + 0.50 2.25+0.19 2.35+0.50
Hippocampus 2.70 £ 0.23 2.70+0.24 2.66 + 0.20 2.95+0.22
Total Sulfhydryl Content Ammonia concentration
(nmol TNB/mg protein) Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
30 days Cerebellum 48.28 + 6.78 45.74 + 4.33 42.58 + 5.98 44.70 + 3.99
Cerebral Cortex 41.45+5.11 37.76 £ 3.93 31.88 + 3.02*** 25.38 + 4.04***
Hippocampus 53.69 * 2.26 50.85 + 3.02 50.34 + 5.76 47.08 +5.11
Total Sulfhydryl Content Ammonia concentration
(nmol TNB/mg protein) Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
60 days Cerebellum 39.21 +5.19 39.18 + 6.79 41.19+5.16 38.03 +5.45
Cerebral Cortex | 50.95 + 4.06 49.52 + 4.03 47.28 + 6.07 39.96 + 7.34*
Hippocampus 44.12 + 4.08 44.56 +5.36 42.14 + 6.56 42.52 + 3.64

Data are mean + S.D. for seven independent experiments (animals) performed in
duplicate. *p<0.05, *p<0.01 and *** p<0.001, compared to control group (Duncan’s

multiple range test).
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Table 4 - In vitro effects of ammonia on the activities of antioxidant enzymes in

the cerebrum of 30- and 60-day-old-rats

CAT Activity Ammonia concentration
(units/mg protein) | Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
30 days Cerebellum 4.30 + 0.36 4.19+0.48 3.98 +0.49 4.42 + 0.56
Cerebral Cortex 3.96 + 0.38 4.05 + 0.29 3.93+0.22 4.05+0.22
Hippocampus 4.22 +0.37 4.46 + 0.47 4.51 +0.59 4,79+ 0.52
CAT Activity Ammonia concentration
(units/mg protein) | Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
60 days Cerebellum 3.41+0.59 3.95 + 0.60 3.45+0.45 3.92 +0.50
Cerebral Cortex 3.93+0.42 3.67 +0.29 3.47+0.35 3.32+0.70
Hippocampus 3.47+0.75 3.35+0.24 4.02 + 0.56 3.80 + 0.56
SOD Activity Ammonia concentration
(units/mg protein) | Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
30 days Cerebellum 5.04 + 0.41 5.43 + 0.50 5.50 + 0.30 8.05 + 0.33%*
Cerebral Cortex 5.46 + 0.62 5.12 + 0.56 5.56 + 0.64 5.30+0.73
Hippocampus 5.16 + 0.64 4.89 +0.24 4.53 + 0.56 5.05 + 0.59
SOD Activity Ammonia concentration
(units/mg protein) | Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
60 days Cerebellum 6.05 + 0.27 6.28 + 0.47 6.50 + 0.73 7.60 + 0.76%*
Cerebral Cortex 6.62 + 0.76 6.70 + 0.82 571+1.31 6.68 + 1.22
Hippocampus 5.65 + 0.25 5.90 + 0.25 6.25 + 0.62 6.88 + 0.83**
GSH-Px Activity Ammonia concentration
(units/mg protein) | Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
30 days Cerebellum 14.93 + 2.09 14.18 + 1.15 13.34 + 1.10 10.86 + 1.60**
Cerebral Cortex 17.22 +2.03 18.00 + 2.32 16.48 + 1.89 16.14 + 3.13
Hippocampus 16.06 + 1.58 16.30 + 1.58 15.37 + 1.07 15.67 + 1.73
GSH-Px Activity Ammonia concentration
(units/mg protein) | Brain Structure 0.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM
60 days Cerebellum 18.55 + 1.50 18.52 + 1.03 18.70 + 2.10 18.83 + 1.52
Cerebral Cortex 15.57 + 1.02 16.60 + 0.88 15.15 + 1.29 16.38 + 0.94
Hippocampus 21.10 +2.33 20.82 +2.28 20.07 +2.31 18.92 + 2.21

Data are mean + S.D. for seven independent experiments performed in duplicate.
*p<0.05, **p<0.01 and *** p<0.001, compared to control group (Duncan’s multiple

range test).
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Fig. 1. Influence of resveratrol on TBA-RS, total sulfhydryl content and on the

activities of antioxidant enzymes in the cerebrum of rats elicited by citrulline (in

vitro)
47 (A) Cerebellum
30 days
-E % ek
2
© 3
e
Q.
-
e .S
< E 2 T
o »
[l * 4
<
o
|—
g"
=
-
0-
1 1 1 1 1 1 1 1
Control Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline Citrulline Citrulline
50mM 0.01mM 0.1 mM 0.5mM 5.0mM + 5.0mM + 50mM +
Resveratrol Resveratrol Resveratrol
0.01mM 0.1mM 0.5mM
12+ i
®) Hippocampus 30 days
10‘ *kKk
—_
=
8 &
S T
S 6
734
=
(2]
=
c 4
=
=
2_
0_
1 1 1 1 1 1 1 1
Control Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline Citrulline Citrulline
5.0mM 0.01mM 0.1mM 0.5mM 50 mM + 5.0 mM + 50mM +
Resveratrol Resveratrol Resveratrol
0.01mM 0.1mM 0.5mM

73



Cerebral cortex

30 days

20

(u1syoad Buwysyun)

30 days

Hippocampus

1
atrol Resver

I
e
N

- -
(u1a304d Bwysyun)

ratrol

2+
== £
SEo
Eo>w
=29 po
CS%
°
o+ o
c <=
MMmm
SEo
o a5
CSk
°
o+
MMWM
=G =
SEo.
£0 59
CS%O
g
®=
=5
o
>
mm
°
S
=
©

Resver
0.01mM 0.1mMm

50mM

Control Citrulline

74



25+
©® Cerebellum 30 days
20- * kK
o
=
[
-
x © 15- T
o g
XL
2 &
& 10+
c
=)
~
54
0-
1 1 1 1 Il 1 1 1
Control Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline Citrulline Citrulline
5.0 mM 0.01mM 0.1mM 0.5mM 50mM + 5.0 mM + 50mM +
Resveratrol Resveratrol Resveratrol
0.01mM 0.1mM 0.5mM
4 (P Cerebral cortex
<
S 60 days
-
23_ Fkk
g, hkk
% §
< £ 2
R
) ﬁ Hkk S
1]
= 19
£
0-
1 1 1 1 1 1 i L 1 ! 1 !
Control  Citrulline Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline
2.5 mM 5.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 05mM 25mM+ 25mM+ 25mM+ 50mM+ 50mM+ 50mM+
Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol
0.01 mM 0.1 mMm 0.5 mM 0.01 mM 0.1 mMm 0.5 mM
SN (C)) Cerebellum
7=
‘S 60 days
‘6‘ *kk
‘9-.3_ K kK
% §
P-3 2 Tk
" R%) ok
[l * 4
<
1]
=19
£
0-

Control  Citrulline Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline  Citrulline  Citrulline Citrulline  Citrulline  Citrulline
2.5 mM 5.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 0.5 mM 256mM+ 25mM+ 25mM+ 50mM+ 50mM+ 50mM+
Resveratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol
0.01 mM 0.1 mM 0.5 mM 0.01 mM 0.1 mM 0.5 mM

75




12+

(H) Cerebellum
10- 60 days
£ #
- ek
2 8_ *kk dkk
(=}
-
g6
a g
2
T 47
S
24
0-
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Control ~ Citrulline Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline
25mM  50mM  0.01mM 0.1 mM 0.5mM 25mM+ 25mM+ 25mM+ 50mM+ 50mM+ 50mM+
Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol
0.01mM  0.1mM 0.5mM  0.01mM  0.1mM 0.5 mM
8-
0) Cerebral cortex
60 days
% kK
— 6
£
(]
-~
°
Q o4 B
734
=
2
c
=)
2
0-
1 1 1 1 1 1 1 (|
Control Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline Citrulline Citrulline
50mM 0.01 mM 0.1 mM 0.5mM 50mM + 50mM + 50mM +
Resveratrol Resveratrol Resveratrol
0.01 mM 0.1 mM 0.5mM
257 () Cerebral cortex
60 days
20' ek * kK
P
£ *k K
(]
-
x O 15 -
r o
I
3 E
2 10+
c
&
5_
0._ I
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Control

Citrulline  Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline  Citrulline
2.5mm 5.0 mM 0.01 mM 0.1 mM 05mM 25mM+ 25mM+ 25mM+ 50mM+ 50mM+ 50mM+
Resv eratrol Resv eratrol Resv eratrol Resveratrol Resv eratrol Resv eratrol
0.01 mM 0.1 mM 0.5 mM 0.01 mM 0.1 mM 0.5 mM

76




CAT
(units/img protein)

(K)

Cerebral cortex

60 days
* ok k
1 1 1 1 1 1 1 1
Control Citrulline Resveratrol Resveratrol Resveratrol Citrulline Citrulline Citrulline
50mM 0.01 mM 0.1 mM 0.5mM 5.0mM + 5.0 mM + 5.0 mM +
Resveratrol Resveratrol Resveratrol
0.01 mM 0.1 mM 0.5mM

77




Fig. 2. Influence of resveratrol on TBA-RS, total sulfhydryl content and on the

activities of antioxidant enzymes in the cerebrum of rats elicited by ammonia (in

vitro)
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Legends to figures

Table 1. In vitro effects of citrulline on TBA-RS and total sulfhydryl content in the
cerebrums of 30- and 60-day-old-rats. Data are means = S.D. of seven independent
experiments (animals) performed in duplicate. **p<0.01 and *** p<0.001, compared to

control group (Duncan’s multiple range test).

Table 2. In vitro effects of citrulline on the activities of antioxidant enzymes in the
cerebrums of 30- and 60-day-old-rats. Data are means + S.D. for seven independent
experiments (animals) performed in duplicate. *p<0.05 and **p<0.01, compared to

control group (Duncan’s multiple range test).

Table 3. In vitro effects of ammonia on TBA-RS and total sulfhydryl content in the
cerebrums of 30- and 60-day-old-rats. Data are means + S.D. for seven independent
experiments (animals) performed in duplicate. *p<0.05 and *** p<0.001, compared to

control group (Duncan’s multiple range test).

Table 4. In vitro effects of ammonia on the activities of antioxidant enzymes in the
cerebrums of 30- and 60-day-old-rats. Data are means + S.D. for seven independent
experiments (animals) performed in duplicate. **p<0.01 and *** p<0.001, compared to

control group (Duncan’s multiple range test).
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Fig. 1. In vitro effects of resveratrol (0.01-0.5 mM) on citrulline-elicited alterations in;
thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS) in the cerebellum of 30-day-old rats
(A), SOD activity in the hippocampus of 30-day-old rats (B), GSH-Px activity in the
cerebral cortex of 30-day-old rats (C), GSH-Px activity in the hippocampus of 30-day-
old rats (D), GSH-Px activity in the cerebellum of 30-day-old rats (E), thiobarbituric acid
reactive substances (TBA-RS) in the cerebral cortex of 60-day-old rats (F),
thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS) in the cerebellum of 60-day-old rats
(G), SOD activity in the hippocampus of 60-day-old rats (H), SOD activity in the
cerebral cortex of 60-day-old rats (I), GSH-Px activity in the cerebral cortex of 60-day-
old rats (J), CAT activity in the cerebral cortex of 60-day-old rats (K). Results are
expressed as means = SD for 7 independent experiments (animals) performed in
duplicate. ***p<0.001, compared to control group (Duncan's multiple range test). #

partially prevented.

Fig. 2. In vitro effects of resveratrol (0.01-0.5 mM) on ammonia-elicited alterations in;
total sulfhydryl content in the cerebral cortex of 30-day-old rats (A), SOD activity in the
cerebellum of 30-day-old rats (B), GSH-Px activity in the cerebellum of 30-day-old rats
(O), total sulfhydryl content in the cerebral cortex of 60-day-old rats (D), SOD activity
in the cerebellum of 60 day-old rats (E), SOD activity in the cerebral cortex of 60 day-
old rats (F). Results are expressed as means = SD for 7 independent experiments
(animals) performed in duplicate. ***p<0.001, compared to control group (Duncan's

multiple range test). # partially prevented.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que a administracdo in vitro de citrulina e amodnia
levou a um quadro de estresse oxidativo, uma vez que aumentou os niveis de TBA-
RS, reduziu o conteudo total de sulfidrilas e alterou a atividade da SOD, CAT e GSH-
Px em cérebro de ratos de 30 e 60 dias de idade.

Com isso foi possivel evidenciar que a administragdo in vitro da citrulina e
amonia promoveu lipoperoxidagdo, danos as proteinas e altera¢des nas atividades
das enzimas antioxidantes, contribuindo assim para elucidar o papel do estresse
oxidativo na fisiopatogénese da Citrulinemia Tipo I.

Ao estudar o papel antioxidante do Resveratrol sobre o dano oxidativo causado
pela Citrulinemia Tipo |, evidenciou-se a capacidade do mesmo na prevencao do
aumento dos niveis de TBA-RS, na prevencdo da reducdo do conteudo total de
sulfidrilas e em varias das atividades das enzimas antioxidantes, como SOD e GSH-
PX, promovidas pela citrulina e amonia in vitro.

Em concluséo, nossos dados indicam que a patogénese da Citrulinemia Tipo |
estd associada a um quadro de estresse oxidativo, relacionado ao aumento de
radicais livres, e que o Resveratrol em todas as concentracdes utilizadas em nosso
estudo (0,01, 0,1 e 0,5 mM) apresentou atividade antioxidante frente a intoxicacao in
vitro pela citrulina e amoénia. Esses resultados poderdao contribuir para uma melhor
elucidacdo da ainda ndao bem esclarecida fisiopatogénese da CTLN1 e para
elaboracdo de novas praticas terapéuticas para o manejo dessa doenca. No entanto,
Sdo0 necessarios mais estudos para avaliar outros mecanismos sobre a
fisiopatogénese da doencga, e para avaliar se o efeito antioxidante do Resveratrol
frente a CTLN1 se reproduz in vivo.
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