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RESUMO

Na presente investigacdo, foram avaliados os efeitos in vitro da galactose sobre as
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS), proteinas carboniladas,
conteudo total de sulfidrilas, sobre a atividade das enzimas antioxidantes catalase
(CAT), superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) e sobre a
atividade da acetilcolinesterase em hipocampo, cértex cerebral e cerebelo de ratos.
Além disso, testou-se a influéncia dos antioxidantes trolox, acido ascoérbico e
glutationa sobre os efeitos causados pela galactose nos parametros avaliados.
Foram utilizados ratos machos Wistar de 30 dias de idade, ndo tratados; a galactose
foi adicionada ao ensaio a fim de se obter concentracdes finais de 0,1, 3,0, 5,0 e
10,0mM; o grupo controle foi realizado sem a adicéo de galactose. Para a prevencao
com trolox (alfa-tocoferol), acido ascérbico e glutationa, as estruturas cerebrais dos
ratos foram divididas em 8 grupos: grupo 1 (controle-salina), grupo 2 (galactose),
grupo 3 (controle-trolox 1,0mM), grupo 4 (controle-acido ascorbico 1,0mM), grupo 5
(controle-glutationa 1,0mM), grupo 6 (galactose + trolox 1,0mM), grupo 7 (galactose
+ acido ascorbico 1,0mM) e grupo 8 (galactose + glutationa 1,0mM). Os resultados
mostraram que a galactose na concentracdo de 3,0mM aumentou os niveis de TBA-
RS em hipocampo, cortex cerebral e cerebelo de ratos. A galactose na concentracao
de 5,0mM aumentou TBA-RS em hipocampo, cértex cerebral e cerebelo, aumentou
o contetdo de proteinas carboniladas em cortex cerebral, aumentou a atividade da
CAT em hipocampo e aumentou a atividade da SOD e da GSH-Px em cerebelo de
ratos. A galactose na concentracdo de 10,0mM aumentou os niveis de TBA-RS no
hipocampo, coértex cerebral e cerebelo, aumentou proteinas carboniladas e a
atividade da CAT no cortex cerebral, aumentou a atividade da CAT e diminuiu a
atividade da SOD no hipocampo e aumentou a atividade da SOD e da GSH-Px no
cerebelo de ratos. Com relagdo a acetilcolinesterase, a galactose na concentragcéo
de 10,0mM reduziu a sua atividade no coértex cerebral de ratos. Os dados sugerem
gue a galactose altera as defesas antioxidantes, provoca danos a proteinas e induz
peroxidacdo lipidica no hipocampo, coértex cerebral e cerebelo de ratos. Os
antioxidantes e glutationa preveniram as alteracbes causadas pela galactose no
hipocampo, cortex cerebral e cerebelo de ratos. Os dados indicam que a indugéo do
estresse oxidativo € provavelmente mediada pela geracdo de radicais livres, uma

vez que os antioxidantes impediram os efeitos causados pela galactose no cortex,



cerebelo e hipocampo de ratos. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam
que o uso de antioxidantes deve ser considerado como uma estratégia terapéutica
adjuvante para melhorar os danos causados pela galactose em pacientes com

galactosemia.

PALAVRAS CHAVES: Galactosemia classica, estresse oxidativo, colinesterases,

estruturas cerebrais, ratos.



ABSTRACT

In the present study, the in vitro effects of galactose were evaluated on the
thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS), protein carbonyl content, total
sulfhydryl content and on the activities of antioxidant enzymes catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) and on the
activity of acetylcholinesterase in hippocampus, cerebral cortex and cerebellum of
Wistar rats of 30 days old. In addition, we tested the influence of trolox antioxidant,
ascorbic acid and glutathione on the effects caused by galactose on the evaluated
parameters. Untreated thirty day-old male Wistar rats were used. Galactose was
added to the assay at final concentrations: 0.1, 3.0, 5.0 and 10.0mM. The control
group was performed without the addition of galactose. For prevention with trolox
(alpha-tocopherol), ascorbic acid and glutathione, rats were divided into 8 groups:
group 1 (control saline), group 2 (galactose), group 3 (control + 1.0mM trolox), group
4 (control + ascorbic acid 1.0mM), group 5 (control + 1.0mM glutathione), group 6
(galactose + 1.0mM trolox), Group 7 (galactose +1.0mM ascorbic acid) and group 8
(galactose + 1.0mM glutathione). Results showed that galactose at a concentration of
3.0mM enhanced TBA-RS levels in the hippocampus, cerebral cortex, and
cerebellum of rats. The concentration of galactose in 5.0mM TBARS increased in the
hippocampus, cerebral cortex and cerebellum, increased carbonylated proteins in
cerebral cortex, increased CAT activity in hippocampus and decreased the activity of
SOD and GSH-Px in rat cerebellar. The galactose at a concentration of 10.0mM
increased TBARS levels in the hippocampus, cerebral cortex and cerebellum,
increased protein carbonyls and CAT activity in the cerebral cortex, increased CAT
activity and decreased SOD activity in hippocampus and increased the activity of
SOD and GSH-Px in the rat cerebellum. With respect to acetylcholinesterase,
galactose at a concentration of 10.0mM reduced its activity in the cerebral cortex of
rats. Data suggest that galactose alters antioxidant defenses, causes damage to
proteins and induces lipid peroxidation in the hippocampus, cerebral cortex and
cerebellum of rats, however, in the presence of antioxidants and glutathione, most of
these alterations caused by galactose in oxidative stress were prevented. Data
indicate that oxidative stress induction is probably mediated by free radicals, since
glutathione and antioxidants prevented the effects caused by galactose in the cortex,

cerebellum and hippocampus of rats. The results obtained in this study indicate that



the use of antioxidants should be considered as an adjunctive strategy to improve the
damage caused by galactose in patients with galactosemia

Keywords: classic galactosemia, oxidative stress, cholinesterase, brain structures,
rats.



LISTA DE FIGURAS REFERENCIAL TEORICO

Figura 1 - Metabolismo da galactOSe ...........euuuuieneiniiiii e 20
Figura 2 - Reag&0 de autO-OXIOAGEO. ......cuuiiiieeeieeeeee et e e aeans 26
Figura 3 - Reag8o de diSMULAGCAD..........cuuieieii it 26
Figura 4 — Reagao de Haber-WeiSS. ...ttt 26
Figura 5 — Reacao em cadeia da lipoperoXidaGao. ...........ccuuveeeriiiiiiiiieiiiiininiiieeeeeeen, 30

Figura 6 - Reacdo de decomposicdao do perdéxido de hidrogénio pela enzima
(0= | =1 F= 1T 20PN 32

Figura 7 - Reagéo catalisada pela enzima glutationa peroxidase...............ccccvvvveeeee. 33

Figura 8 — Reacdo de formacdo da glutationa peroxidase pela acdo da enzima
QlIULALIONA TEAULASE. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e 33

Figura 9 - Reacéo de dismutacdo do radical SUPEroXido.............ccovvvrerniiererncinneennnn. 34



LISTA DE FIGURAS DO ARTIGO GALACTOSEMIA

Figura 1 - In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1mM - 10.0mM)
on thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS) (A), total sulfhydryl content (B)
and protein carbonyl content (C) in the cerebral cortex, cerebellum and hippocampus
Of B0-AaY-0ld FaLS. ... ot 64

Figura 2 - In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1mM - 10.0mM)
on the activities of CAT (A), GSH-Px (B) and SOD (C) in the cerebral cortex,

cerebellum and hippocampus of 30-day-old ratS..............ccooviiiiiiiiiiiiee. 65

Figura 3 - In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1mM - 10.0mM)
on Acethylcholinesterase (AChE) activity in the cerebral cortex, cerebellum and

hippocampus of 30-day-old rats............ccoiiiiii 66

Figura 4 - In vitro effects of trolox, ascorbic acid and glutathione on TBA-RS in the
cerebral cortex (A), cerebellum (B) and hippocampus (C) of 30-day-old rats, on
protein carbonyl content in the cerebral cortex of 30-day-old rats (D), on CAT activity
in the cerebral cortex (E) and hippocampus (F) of 30-day-old rats, on SOD activity in
the cerebellum (G), on GSH-Px activity in the hippocampus (H) and cerebellum (1)
and on AChE activity in the cerebral cortex (J) of 30-day-old



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACh — Acetilcolina

AChE — Acetilcolinesterase

BuChE — Butirilcolinesterase

CAT - Catalase

DTNB - Acido Ditionitrobenzoico

EIM - Erro Inato do Metabolismo

GALK - Galactoquinase

GALE - UDP-galactose-4-epimerase

GALT - Galactose-1-fosfato-uridiltransferase
Gal-1-P — Galactose-1-fosfato

Gli-1-P — Glicose-1-fosfato

GSH - Glutationa

GSH-Px - Glutationa Peroxidase

GSSG - Glutationa Oxidada

L°- Radical Lipidico

LOO - Radical Peroxila

LOOH - Hidroperoxidos

NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
NO - Oxido Nitrico

NO, — Diéxido de Nitrogénio

O, - Oxigénio



O," Radical Superéxido

OH’ - Radical Hidroxil

ONOO' - Anion Peroxinitrito

ONOOH — Acido Peroxinitroso

H.O, - Perdxido de Hidrogénio

RNS - Espécies Reativas de Nitrogénio

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

SNC - Sistema Nervoso Central

SOD - Superoxido Dismutase

TBA-RS - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico

8-0x0G - 8-di-hidro-8-oxo-guanosina



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS REFERENCIAL TEORICO

LISTA DE FIGURAS DO ARTIGO GALACTOSEMIA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

(R RI0] 510070 TR 14
2 OBJETIVOS. ... et et e e e e e e e e e e e e e e et e e aae 17
2.1 ODJELIVO ETAL ... i 17
2.2 ObjetiVOS €SPECITICOS. ....cevviiieiiiiiiee it e e e e e e e e e e e e e 17
B REVISAD. ...ttt ettt 18
3.1 Erros inatos do metaboliSMO..........uueiiiieii e e 18
I €T = Tox (0 1ST= 0 1 = VPP 19
3.3 RAICAIS [IVIES... ..ttt ettt e e e e et e e e e e e e e e e e e e s s e s aennes 23
3.4 ESIreSSE OXIAALIVO. ...uuiiii e e eeiee ettt e e e e e e e e e e e e e et e et e e e e e e e eeeaeeeaeeeas 28
3.41 Mecanismos de dano celular por estresse oXidatiVo............ccccceeeeeeviiiiiiciciinnnnns 29
3.4.1.1 ACIHOS NUCIBICOS. .......veveeeeeeeeete e ettt ettt eee et et eaene e 29
It A o[ L= o S PUOUPORORTRR 29
It R B 0 (= [ = 1 30
3.5 Sistema de defesa antioXidante.........ccoeeeeeiiieeieiie e e 31
3.5.1 ENZIMAS antiOXIAANTIES. ... ..uuuuiiiiie e eee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 32
3.5.2 ANtioXIdANtES EXOGENOS. ......covuuiiiiiiiiiiieeee e e e e ee et ee e e et e eeeeeaeeaeeeeeeeeeesaaraaana 35

3.0 ACELICOIINESIEIASE. . ... e e 38



4 MATERIAIS E METODOS. ..ottt ettt ettt 41

7 Y 11 = PRSPPI 41
4.2 Protocolo eXperimental...........cooiiiiiiiiiiiiiciie e e 41
o R Y (W o [o I T o J SRR 41
4.2.2 Prevencao com trolox, acido ascorbico e glutationa............ccccceeeeeiiiiiieneeeennns 41
4.3 EStUAOS DIOQUIMICOS. ....eiiieiiiiiiiiiee ettt e a e 42
4.3.1 PreparaCao dOS tECIAOS. ........uuuuriiiiiiiie e e e e e eee e et s e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeannne 42
4.3.2 TBA-RS . ...t e e e e e e e e e e n e eaeeeans 42
G TG B OF- 1= 1 =] T PP UPUPRRRN 42
4.3.4 GUEALIONA PEIOXIAASE. ... ..uuiiitiiiiiiie ittt ettt e et ee e e e e e e e e 43
4.3.5 SUPErOXidO ISMULASE. ... ..uuiiiiieeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e s 43
4.3.6 CarbOnIlas........ccoiiiiiii e a e e e e e 43
4.3.7 Conteldo total de sulfidrilas.............coooiiiiiiiiiiiie e 43
4.3.8 Ensaio da atividade da acetilcolinesterase...........ccccccceeeeiiiiiiiiiiiiiccci 44
4.3.9 D0OSagem e PrOtEINAS. .......ccceiiieiiieieeee e e e e eas 44
4.4 ANALISE ESTALISTICA. ... eeiiiiiee e a e 44
5 RESULTADOS E DISCUSSOES...... oot 45
5.1 Artigo: Galactose alters markers of oxidative stress and achetylcholinesterase
activity in the cerebrum of rats: protective role of antioxidants............................. 45
6 CONSIDERAQC)ES FINALS . e e aaas 71

REFERENCIAS. ... ettt et e e e e e e e e e et e e, 73



1 INTRODUCAO

Erros inatos do metabolismo (EIM) séo alteragcbes genéticas (Young &
Woodside, 2001) (Chanprasert & Scaglia, 2015) caracterizadas por disturbios
metabdlicos causados por auséncia completa ou parcial de uma atividade
enzimatica que resulta ndo s6 em aumento no nivel do substrato especifico, mas
também em alteracbes na concentracdo de varios constituintes metabdlicos, e,
possivelmente, na ativacao de vias alternativas (Scolamiero et al. 2015), resultando
no acumulo de substancias toxicas que podem interferir nas fun¢cdes normais dos
o0rgdos e que podem causar insuficiéncia de sintetizar compostos essenciais
(Chanprasert & Scaglia, 2015).

EIM podem estar presentes em qualquer idade - da vida fetal a velhice - e os
sintomas variam entre os grupos bem como dentro dos grupos. Nem todos os EIM
sao facilmente diagnosticados, e ndo existe tratamento para muitos deles, embora
muitos possam ser tratados alterando a dieta do paciente (Sahoo, Franzson,
Jonsson, & Thiele, 2012).

A galactosemia classica (tipo 1) é uma doenca genética rara causada pela
deficiéncia na atividade da enzima galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT) (EC
2.7.7.12), a qual esta envolvida no metabolismo da galactose (Chiappori, Merelli,
Milanesi, & Marabotti, 2013) (Viggiano et al., 2015). Essa enzima catalisa a
conversdo reversivel da UDP-glicose e galactose-1-fosfato (Gal-1-P) a UDP-
galactose e (glicose-1-fosfato (Zou, 2007). Em pacientes galactosémicos, a
insuficiéncia da GALT nao permite que estas reagdes prossigam, e, por conseguinte
0s substratos acumulam-se no interior das células (Chiappori et al. 2013) causando
intoxicacdo devido ao acumulo de galactose e de seus metabdlitos (Mayatepek,
Hoffmann, & Meissner, 2010).

O diagnostico é feito pela deteccéo de galactose e Gal-1-P no sangue ou de
galactose na urina e, é estabelecida por meio da avaliagcdo das enzimas em células
do sangue periférico (Tsakiris, Michelakakis, & Schulpis, 2005). A forma mais comum
e clinicamente grave da doenca € a galactosemia classica (tipo 1), que afeta cerca de
1/30.000 a 60.000 nascidos vivos (Zou, 2007) com uma prevaléncia de 1 em 47.000
na populacao branca (Viggiano et al. 2015).
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Estudos mostram que os EIM estdo associados ao estresse oxidativo o qual
ocorre devido a um desequilibrio entre a producédo de radicais livres e as defesas
antioxidantes. Uma vez que estes radicais livres sdo altamente reativos, 0 excesso
de espécies reativas do oxigénio (ROS) pode prejudicar a integridade de diversas
biomoléculas, incluindo importantes classes de macromoléculas tais como acidos
nucleicos, proteinas e lipideos (Phaniendra, Jestadi, & Periyasamy, 2014). Defeitos
nos processos de reparacdo dos danos oxidativos acumulados pode contribuir para
o desenvolvimento de doenca e no processo de envelhecimento (Halliwell, 2013).
Para proteger os sistemas biolégicos da toxicidade dos radicais livres, varios
mecanismos de defesa antioxidante mantem a producdo de ROS em cheque,
incluindo vias enzimaticas e ndo enzimaticas (Wu, Kosten, & Zhang, 2013).

A galactosemia classica causa danos neurolégicos e a acetilcolinesterase
(AChE) desempenha um papel importante na manutengdo da integridade e
permeabilidade da membrana durante a transmissao e conduc¢éo sinaptica (Marinou,
Tsakiris, Tsopanakis, Schulpis, & Behrakis, 2005). A AChE nas terminacoes
nervosas € alvo molecular de muitas substancias. Quando a enzima € bloqueada por
essas substancias ndo ocorre hidrolise da acetilcolina (ACh). Assim, a acdo da ACh
é reforcada e ocasiona efeitos toxicos envolvendo o sistema simpatico e
parassimpatico e o sistema nervoso central. Estudos recentes relataram que a
galactosemia in vitro resultou em uma inibicdo da atividade da AChE, tanto na
enzima pura como em homogeneizados de cérebro (Marinou et al. 2005).

Considerando que a disfuncdo neurolégica caracteristica da
hipergalactosemia é pouco conhecida, que a doenca causa dificuldades cognitivas e
problemas de memdéria em humanos, que a atividade da acetilcolinesterase é
essencial para a cognicdo, que os EIM estdo associados ao estresse oxidativo, este
trabalho teve por objetivo investigar os efeitos in vitro da galactose sobre parametros
de estresse oxidativo, como: substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS),
proteinas carboniladas, contetdo total de sulfidrilas e sobre a atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e superoéxido
dismutase (SOD). Em adicao investigou-se os efeitos in vitro da galactose sobre a
atividade da acetilcolinesterase nas estruturas utlizadas nas analises.

Posteriormente investigou-se a influéncia dos antioxidantes trolox (alfa-tocoferol),
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acido ascoérbico e glutationa sobre os efeitos causados pela galactose nos
parametros estudados.

16



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos in vitro da galactose e a influéncia dos antioxidantes trolox
(a-tocoferol), &cido ascérbico e glutationa sobre parametros de estresse oxidativo e

sobre a atividade da acetilcolinesterase em cérebro de ratos de 30 dias de idade.

2.2 Objetivos especificos

1) Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracbes de galactose (0,1mM,
3,0mM, 5,0mM e 10,0mM) sobre os niveis de TBA-RS, proteinas carboniladas e
conteudo total de sulfidrilas em hipocampo, cortex cerebral e cerebelo de ratos de 30
dias de idade;

2) Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracbes de galactose (0,1mM,
3,0mM, 5,0mM e 10,0mM) sobre a atividade das enzimas antioxidantes (catalase,
glutationa peroxidase e superéxido dismutase) em hipocampo, cértex cerebral e
cerebelo de ratos de 30 dias de idade;

3) Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracbes de galactose (0,1mM,
3,0mM, 50mM e 10,0mM) sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase em
hipocampo, cortex cerebral e cerebelo de ratos de 30 dias de idade;

4) Investigar a influéncia dos antioxidantes trolox (a-tocoferol), acido ascérbico e
glutationa sobre os efeitos in vitro da galactose sobre o TBA-RS, proteinas
carboniladas, conteudo total de sulfidrilas, atividade das enzimas antioxidantes
(catalase, glutationa peroxidase e superdxido dismutase) e atividade da

acetilcolinesterase em hipocampo, cértex cerebral e cerebelo de ratos.

17



3 REVISAO

3.1 Erros inatos do metabolismo

O termo "erros inatos do metabolismo" (EIM), que também €& chamado de
doencas metabdlicas congénitas ou doencas metabdlicas hereditarias foi descrito
pela primeira vez por um médico britdnico Archibald Garrod (1857-1936) para
descrever a deficiéncia hereditaria ou alteracdo em reacdes enzimaticas no inicio do
século 20. Estas resultam em acumulo de substrato e provocam moderados a
graves sintomas clinicos, principalmente com sintomas neuroldgicos e psiquiatricos,
gue muitas vezes levam a morte ou a uma vida de invalidez (Low, 1996).

EIM é um grupo de doencas genéticas, caracterizado por um processamento
anormal de reac¢des bioguimicas, resultando no acumulo de substancias téxicas que
podem interferir com as fun¢des normais dos 6rgaos, e insuficiéncia de sintetizar
compostos essenciais. EIM sdo individualmente raros, mas coletivamente
numerosos. As apresentacdes clinicas cobrem um espectro amplo e podem envolver
praticamente qualquer sistema de 6rgaos (Chanprasert & Scaglia, 2015).

Muitos EIM causam graves consequéncias clinicas para o recém-nascido
afetado, e um diagnéstico precoce permite o tratamento pré sintomatico de doentes
para prevenir sequelas permanentes graves e, em alguns casos a morte. A maioria
dos disturbios metabdlicos € causada por auséncia completa ou parcial de uma
atividade enzimética que resulta ndo s6 em aumento no nivel do substrato
especifico, mas também em alteracdes na concentracdo de varios constituintes
metabdlicos, e, possivelmente, na ativacdo de vias metabdlicas alternativas
(Scolamiero et al. 2015).

EIM nédo sdo doengas raras quando observamos sua incidéncia cumulativa,
que é cerca de 1 em cada 5.000 nascidos vivos. No entanto, a prevaléncia de cada
doenca tem muitas variaveis, especialmente em relacdo a raca (Martins, 1999).

A idade de inicio € muito variavel, mas esta aflige principalmente a populagéo
pediatrica. Os avancos na gestdo, e 0 novo arsenal terapéutico resultaram em
melhoria da assisténcia ao paciente e aumento da sobrevida. Ao todo, os individuos
com EIM vivem mais tempo e muitos deles estdo no periodo de transi¢cdo da infancia

para a idade adulta. Além disso, os individuos com EIM podem apresentar as
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caracteristicas clinicas plenas somente na idade adulta jA& que o espectro de
apresentacao clinica em alguns desses transtornos pode ser especifica por idade
(Chanprasert & Scaglia, 2015).

Dessa forma, os EIM podem estar presentes em qualquer idade - da vida fetal
a velhice - e os sintomas variam entre os grupos bem como dentro dos grupos. Nem
todos os EIM sé&o facilmente diagnosticados, e n&o existe tratamento para muitos
deles, embora muitas doencas possam ser tratadas alterando a dieta do paciente.
Nos ultimos anos tem-se analisado os EIM sobre varios aspectos, incluindo os
programas de triagem de recém-nascidos, aumentando assim sua importancia e o
interesse geral na compreensdo das bases moleculares dos EIM (Sahoo et al.
2012).

A base molecular de alteracdes bioquimicas em doencas metabdlicas
hereditarias sdo mutacdes genéticas em loci enzimatico que afetam a ativacdo de
proteinas ou cofatores de enzimas, proteinas de transporte, sistemas de transporte
ou marcadores de reconhecimento (Martins, 1999).

Com a identificacdo de enzimas especificas e vias metabdlicas, doencas
metabdlicas podem ser diagnosticadas em muitos casos com testes bioquimicos do
sangue e com triagem metabdlica da urina, tal como o teste de cloreto férrico, teste
de Rothera, teste Cetavlon, teste de Cianeto nitroprussiato, etc. No entanto, a
caracterizacdo completa da condi¢cdo particular geralmente envolve estudos mais
especificos, tais como ensaios enzimaticos, analise de DNA e estudos de familia
(Low, 1996).

O diagnostico rapido € muito importante para impedir que 0s sintomas se
agravem. Assim, a triagem neonatal é fundamental para o diagnostico em fase preé-
clinica, prevenindo o dano neurolégico e em alguns casos a morte do paciente. De
acordo com a literatura cerca de 30% dos EIM cursam com anormalidades

neuroldgicas (Souza, Martins, D’Almeida, & Silva, 2007).

3.2 Galactosemia

A galactosemia classica (tipo I) € uma doenca genética rara causada pela
deficiéncia na atividade da enzima galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT) (EC

2.7.7.12), a qual esta envolvida no metabolismo de galactose (Chiappori et al. 2013)
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(Viggiano et al., 2015). Essa enzima catalisa a converséo reversivel de UDP-glicose
e galactose-1-fosfato (gal-1-P) a UDP-galactose e glicose-1-fosfato (gli-1-P) (Zou,
2007) (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo da galactose (Berry, 2012).

A galactosemia resulta da incapacidade de metabolizar a galactose e seus
derivados. A primeira causa desta deficiéncia identificada foi a mutacdo do gene que
codifica a enzima galactose-1-fosfato uridiltransferase (GALT, EC 2.7.7.12) na via de
Leloir. Esta forma de galactosemia é a mais comum e € conhecida como
galactosemia tipo |. Existem duas outras variantes da doenca, uma causada pela
deficiéncia da enzima galactoquinase (GALK 1; EC 2.7.1.6) que resulta em
galactosemia tipo Il, que € a forma mais branda da doenca e a outra causada por
mutacBes no gene que codifica a enzima UDP-galactose 4’epimerase, que resulta
na galactosemia tipo Il (Gale; EC 5.1.3.2) (McCorvie & Timson, 2011).

A forma mais comum e clinicamente grave da doenca € a galactosemia
classica (tipo 1), que afeta cerca de 1/30.000 a 60.000 nascidos vivos (Zou, 2007)
com uma prevaléncia de 1 em 47.000 na populagéo branca (Viggiano et al. 2015).

Na auséncia da galactosemia, a enzima GALT converte gal-1-P em gli-1-P,
gue pode subsequentemente entrar na via glicolitica. No entanto, em pacientes com
galactosemia nao tratados, a insuficiéncia da enzima GALT ndo permite que estas
reagOes prossigam, e, por conseguinte, gal-1-P acumula no interior das células.
Algumas hipéteses tém sido sugeridas sobre a possivel interferéncia da gal-1-P na

atividade de varias enzimas do metabolismo de carboidratos (Chiappori et al. 2013).
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De acordo com Berry (2012) existem trés formas basicas de deficiéncia de
GALT: a galactosemia classica; a galactosemia variante clinica; e a galactosemia
variante bioquimica. O gendétipo tipificado na classica € caracterizado por
Q188R/Q188R, na variante clinica por S135L/S135L e na variante bioquimica pelo
N314D/Q188R. Porém, a maioria dos laboratérios ndo faz distingdo entre pacientes
das variantes classica e clinica, e todas sdo agrupadas na galactosemia classica.

A enzima GALT esta localizado no cromossomo 9p13, disposto em 11 exons
gue medem cerca de 4,0 kb de sequéncia gendmica, e codifica um polipeptideo de
379 aminoacidos. A galactosemia classica exibe grande heterogeneidade de alelos
com 4.260 variacdes descritas (Coelho et al. 2015).

Dados da literatura mostram que tanto pacientes tratados como néo tratados
possuem acumulo anormal e/ou deplecdo de metabolitos especificos, e que estes
pacientes demonstram ainda anormalidades especificas de glicosilacdo, apesar da
restricdo dietética prolongada de galactose, oferecendo a possibilidade de que a
biossintese anormal de glicoproteinas e/ou glicolipideos pode contribuir ndo sé para
a fase aguda, mas também para algumas das complicacdes a longo prazo (Zou,
2007).

De acordo com Zou (2007), metabdlitos especificos como a galactose, gal-1-
P, galactitol e inositol apresentam niveis anormais nos hemolisados e/ou tecidos de
pacientes ndo tratados com galactosemia classica. Na doenca também ocorre a
formacao de galactonato, porém é excretado na urina e ndo se acumula nos tecidos.

Em 1995, Gitzelmann sugeriu que o aumento intracelular de gal-1-P poderia
inibir a atividade de enzimas importantes, como a glicose-6-fosfatase,
fosfoglicomutase, glicogénio fosforilase hepatica, UDP-glicose pirofosforilase e
glicose-6-fosfato desidrogenase, interferindo dessa forma no metabolismo. Estudos
realizados por Gitzelmann (1995) também mostraram que apos restricao dietética de
galactose, os pacientes com galactosemia classica apresentaram valores de gal-1-P
frequentemente fora do intervalo normal (>5mM em pacientes nao tratados, 0,1mM
em pacientes tratados, sendo esses valores indetectaveis em individuos normais)
(Gitzelmann, 1995).

Além disso, observa-se na literatura que concentracdes elevadas de gal-1-P
inibe o crescimento celular em levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual é

utilizada como organismo modelo para esta patologia (Chiappori et al. 2013).
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Com relacdo ao tratamento, Mason e Turner (1935) foram os primeiros a
relatar o sucesso do uso de uma dieta isenta de leite em uma crianga com
galactosemia. Na década de 1950, diferentes estratégias para alimentar criancas
com uma dieta sem galactose foram citados na literatura (Bosch, 2011). Por outro
lado, na auséncia de restricdo a galactose, como ap0s o consumo de lactose no
periodo neonatal, as criancas afetadas desenvolvem um processo de doenca
potencialmente letal com envolvimento de mdultiplos érgéos, porém desde o advento
da triagem neonatal (NBS) para galactosemia, raramente tem se encontrado recém-
nascidos em estégios criticos da doencga (Berry, 2012).

A subtracdo de galactose da dieta do paciente é o Unico tratamento
atualmente aplicavel, mas isto ndo é suficiente visto que a galactose € também
produzida endogenamente, por exemplo, a partir do turnover de glicolipideos e
glicoproteinas. No entanto, a galactose ndo parece ser o principal responsavel pela
evolucao clinica da galactosemia classica, pois pacientes galactosémicos acumulam
principalmente gal-1-P nas suas células. Este fenbmeno € considerado como a
principal causa dos sintomas crénicos de pacientes com galactosemia classica
(Chiappori et al. 2013).

Embora geralmente assintomatica no momento do nascimento, os pacientes
com galactosemia classica desenvolvem sintomas crescentes ap0s a exposicdo a
uma dieta a base de leite. Na auséncia de intervencao, estes sintomas, que incluem
vomitos, diarréia, catarata, hepatomegalia e sepse por E. coli, podem levar a morte
neonatal. Ao longo da vida a restricdo dietética de galactose, padrao atual de
tratamento, alivia ou previne esses sintomas agudos e potencialmente letais; no
entanto, muitos pacientes com galactosemia classica passam a desenvolver
complicacbes graves a longo prazo. Os problemas mais comuns incluem
deficiéncias cognitivas em 30-50% de todos os pacientes e insuficiéncia ovariana
primaria ou prematura em 85% dos pacientes do sexo feminino. Outras
complicagBes incluem a doenca ataxica neurologica, retardo de crescimento e
diminuicdo da densidade 6ssea (Zou, 2007).

O diagnéstico é feito pela deteccdo de galactose e gal-1-P no sangue ou
galactose na urina e, é estabelecida por meio da avaliagdo das enzimas em células

do sangue periférico (Tsakiris et al. 2005).
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Tipicamente, os sintomas clinicos ocorrem dentro dos primeiros dias de vida.
Recém-nascidos ndo tratados com deficiéncia de GALT s&o intoxicados por
galactose e seus metabdlitos, galactose-1-fosfato e galactitol. Na auséncia de
intervencdo, a funcdo hepatica é severamente perturbada e distarbios de
coagulacao e ictericia podem aparecer no inicio da vida. A formacgédo de catarata
parece ser devido a formagdo de galactitol. Em mulheres com galactosemia,
observa-se insuficiéncia ovariana em mais de 75% delas. Também pode ocorrer
hipogonadismo hipergonadotréfico, por exemplo, como amenorréia e, se suspeita de
dano ovariano pré-natal. Devido as suas restrices alimentares pacientes com
deficiéncia de GALT tem um maior risco de desenvolver osteoporose ao longo da
vida. Nas mulheres com hipogonadismo hipergonadotrofico este risco € ainda mais
acentuado (Mayatepek et al. 2010).

Os sintomas neurologicos na galactosemia podem incluir ataxia, tremor,
apraxia de fala e déficit cognitivo. Os padrfes sao inconsistentes, e alguns pacientes
podem ter sintomas discretos. Anormalidades na fala podem ser vistos na infancia,
mas normalmente persiste na idade adulta (Schadewaldt et al. 2010). Além disso,
estudos de neuroimagem confirmam pobre mielinizacdo, anormalidades na
substancia branca, atrofia cerebral e atrofia cerebelar em alguns pacientes, como
também anormalidades na captacdo de glicose em muitas regides cerebrais
(Waisbren et al. 2012).

3.3 Radicais Livres

Um radical livre pode ser definido como um atomo ou molécula que contém um
ou mais elétrons ndo emparelhados em Oérbita exterior e que seja capaz de
existéncia independente. O numero impar de elétrons de um radical livre o torna
instavel, de curta duracdo e altamente reativo. Devido a sua elevada reatividade,
eles podem capturar elétrons de outros compostos para atingir a estabilidade.
Assim, a molécula atacada perde seu elétron e se torna um radical livre, dando inicio
a uma cascata de reacdo em cadeia, ocasionando danos celulares (Phaniendra et
al. 2014).

O oxigénio é um elemento indispensavel para a vida. Quando as células

utilizam oxigénio para gerar energia, os radicais livres sdo formados como
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consequéncia da producao de ATP (adenosina trifosfato) pelas mitocondrias. Estes
subprodutos sdo geralmente espécies reativas de oxigénio (ROS), bem como
espécies reativas de nitrogénio (RNS) que resultam do processo redox celular. Estas
espécies desempenham um duplo papel sendo ambos compostos toxicos e
benéficos. O equilibrio entre seus dois efeitos antagbnicos € claramente um aspecto
importante da vida (Pham-Huy, He, & Pham-Huy, 2008).

Muitos tipos de ROS (incluindo o OH") sdo formados in vivo e causam danos as
biomoléculas (dano oxidativo). Tal dano ocorre constantemente in vivo, e as células
devem repara-los ou substituir as moléculas danificadas (lipideos, proteinas em
maior nimero e RNA em menor nimero). Defeitos nos processos de repara¢do dos
danos oxidativos acumulados podem contribuir para o desenvolvimento de doenca e
no processo de envelhecimento (Halliwell, 2013).

ROS possuem propriedades quimicas especiais. O radical hidroxila (OH") é
reativo com quase todas as biomoléculas, enquanto o superéxido (O,") e 6xido
nitrico (NO) sao radicais muito mais seletivos. N&o existe um antioxidante universal,
cada um reage de uma maneira diferente com diferentes ROS para gerar produtos
finais de reatividade distinta (Halliwell, 2013).

A formacdo de ROS e RNS pode ocorrer nas células por duas formas: as
reacdes enzimaticas e ndo enziméticas. As reagfes enzimaticas que geram radicais
livres incluem aquelas envolvidas na cadeia respiratéria, na fagocitose, na sintese
de prostaglandinas e no sistema do citocromo P450. Os radicais livres podem ser
produzidos também a partir de reacbes ndo enzimaticas que ocorrem entre o
oxigénio e compostos organicos, as quais se iniciam por radiagdes ionizantes. O
processo ndo enzimatico também pode ocorrer durante a fosforilacdo oxidativa
(respiracdo aerdbica) na mitocéndria (Pham-Huy et al. 2008).

A maioria das células in vivo em animais sdo expostas a baixas
concentragdes de O, no nivel de 1-10,0mmHg, embora haja exce¢des (incluindo
epiderme da pele, cornea do olho, e as células que revestem o trato respiratorio).
Quando ocorrer aumento do consumo de O; tem-se um aumento na producéo de
ROS. Dependendo da magnitude e do tempo de curso, aumento da producéo de
ROS pode causar aumento da proliferacdo celular, cessar a proliferacéo, ou levar a

senescéncia, a morte celular, ou adaptacdo. Mesmo nas células que se adaptam e
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proliferam, as suas propriedades sé@o susceptiveis de serem alteradas (por exemplo,
alteracdes na morfologia e funcdo mitocondrial) (Halliwell, 2014).

Em niveis baixos ou moderados, as ROS e RNS exercem efeitos benéficos
sobre as respostas celulares e funcédo imunologica. Em concentracfes elevadas,
eles geram o estresse oxidativo, um processo deletério que pode danificar todas as
estruturas celulares (Young & Woodside, 2001).

O excesso de ROS pode prejudicar a integridade das diversas biomoléculas,
incluindo lipideos, proteinas e DNA que conduzem ao aumento do estresse oxidativo
em véarias doencas humanas tais como o diabetes mellitus, doencas
neurodegenerativas, artrite reumatoide, catarata, doencas cardiovasculares,
doencas respiratérias, bem como no processo de envelhecimento (Phaniendra et al.
2014).

3.3.1 Propriedades dos Radicais Livres

Superoxido (02")

O radical superdxido € o mais importante das ROS formadas pelo processo
enzimatico, reacao de auto-oxidacdo e por reacdes ndo enzimaticas de transferéncia
de elétrons, na qual um elétron é transferido para a molécula de oxigénio. E
principalmente produzido dentro das mitocondrias e a sua reatividade com as
biomoléculas é baixa. As enzimas que podem produzir superéxido incluem a xantina
oxidase, lipoxigenase, ciclo-oxigenase e oxidases dependentes de NADPH. Pode
existir em duas formas, tais como O," ou radical hidroperoxil (HO;) em pH baixo. O
radical hidroperoxil € a forma mais importante e pode facilmente entrar na bicamada
fosfolipidica onde muda para forma carregada (O,"). Sob pH fisiolégico a forma mais
comum € o superoxido, o qual pode atuar como agente redutor e reduzir complexos
de ferro, tais como o citocromo-c e acido férrico-etileno diaminotetra acético
(Fe'EDTA), em que Fe* é reduzido a Fe*?. Ele pode também atuar como agente

oxidante e oxidar o acido ascorbico e o tocoferol (Phaniendra et al. 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Reacao de auto-oxidagdo (Phaniendra, Jestadi, Periyasamy, 2014).

Além disso, o radical superéxido pode reagir com outro radical superdxido em
uma reacdo de dismutacdo em que um radical € oxidado para oxigénio e o outro &

reduzido para peroxido de hidrogénio (H.0O,) (Figura 3).

Figura 3. Reacao de dismutagéo (Phaniendra, Jestadi, Periyasamy, 2014).
Radical Hidroxil (OH")

O OH' é a forma neutra do fon hidréxido e é um radical livre altamente reativo.
Pode reagir fortemente com moléculas organicas e inorganicas, incluindo DNA,
proteinas, lipideos e carboidratos e causar danos graves para as células como
nenhuma outra ROS pode fazer. Ele é formado na reacéo de Fenton, em que 0 H,0,
reage com os fons de metais (Fe*? ou Cu"), frequentemente ligados em complexo
com diferentes proteinas tais como a ferritina (uma proteina intracelular que
armazena ferro) e ceruloplasmina (proteina do plasma transportadora de cobre) ou
outras moléculas. Sobre condicdes de estresse, um excesso de O, libera ferro livre
da ferritina e este ferro livre participa na reacdo de Fenton para formar OH". Ele é
também formado pela reacdo entre o radical superoxido e o H,O, em uma reacgéo

denominada Haber-Weiss (Phaniendra et al. 2014) (Figura 4).

Figura 4. Reacao de Haber-Weiss (Phaniendra, Jestadi, Periyasamy, 2014).
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Peroxido de Hidrogénio (H,05)

O H,0, é formado in vivo numa reacao de dismutacdo catalisada pela enzima
superoéxido dismutase (SOD). Nao € um radical livre, mas pode causar dano a célula
em concentracao relativamente baixa (10uM), porém em niveis mais elevados pode
inibir a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Essa ERO pode facilmente
penetrar nas membranas bioldgicas. O H,O, ndo tem efeito direto no DNA, mas
pode danificar o DNA através da producdo de OH" na presenca de ions de metais de
transicdo. As principais enzimas antioxidantes que podem eliminar o H,O, incluem a

catalase, glutationa-peroxidase e as peroxirredoxinas (Phaniendra et al. 2014).

Radical Peroxil (ROO)

O ROO’ é derivado de oxigénio em sistemas vivos. A forma mais simples de
ROQ’ é o radical peridroxil (HOO®) que é formado pela protonacdo do superoéxido.
Cerca de 0,3% do total de O," no citosol de uma célula tipica estd na forma
protonada. Ele inicia a peroxidacdo de acidos graxos e também pode promover o

desenvolvimento de tumor (Phaniendra et al. 2014).

Peroxinitrito (ONOQ")

O ONOO' ¢ formado pela reacdo entre 0 O, e NO. E altamente toxico e pode
reagir diretamente com o CO, para formar outro peroxi carboxilato nitroso altamente
reativo (ONOOCO>") ou acido peroxinitroso (ONOOH). O ONOOH sofre uma ruptura
homolitica formando OH" e di6xido de nitrogénio (NO;) ou se rearranja para formar
nitrato (NO3). O OONQO’ pode oxidar lipideos, residuos de metionina e tirosina em
proteinas e o DNA para formar nitroguanina. Os residuos de nitrotirosina sao
considerados como marcador de danos celulares induzidos por peroxinitrito
(Phaniendra et al. 2014).
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3.4 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ocorre em consequéncia de um controle oxidacao-
reducdo (redox) anormal, quando ha o excesso de producdo de ROS e/ou
insuficiéncia dos mecanismos de defesa antioxidantes. No estado redox balanceado
com niveis de ROS adequadas, ROS sao necessarias e benéficas para a fungéo
fisiolégica normal. Elas podem proteger a célula contra infeccbes destruindo
patdgenos invasores em locais de inflamacao; desempenham papel fisiologico como
mensageiros secundarios na regulacdo do funcionamento de células cardiacas e
vasculares; e estdo envolvidas na regulacdo da concentracdo de calcio intracelular,
na fosforilacdo e/ou desfosforilagdo de proteinas e na ativagcdo de fatores de
transcricao (Wu et al. 2013).

Por outro lado, o excesso de ROS pode ter efeitos prejudiciais, pois tem como
alvos componentes celulares incluindo macromoléculas importantes, tais como DNA,
proteinas e lipideos. As ROS podem perturbar a manutencdo do estado normal de
adenina e de nucleotideos de piridina, o que pode afetar a viabilidade do DNA,
introduzir mutacBes e modificar a expressdo génica. Oxidacdo da proteina por ROS
pode levar a perda de grupos sulfidrilas e modificagcdes de aminoacidos que tornam
as proteinas nao funcionais (Stadtman & Levine, 2003). As ROS também podem
causar dano peroxidativo de lipideos resultando em danos para a membrana celular,
bem como para as organelas celulares (Wu et al. 2013).

Os principais componentes de membrana, fosfolipideos e acidos graxos
poliinsaturados, sdo altamente suscetiveis a agressao dos radicais livres e a auto-
oxidacdo, os quais geram radicais peroxidos dentro de membranas, resultando em
estruturas de membrana instaveis, alteracdo da fluidez e permeabilidade da
membrana e transducao de sinal prejudicada. Além disso, os hidroperoxidos podem
decompor-se a espécies toxicas, tais como o malondialdeido (MDA), o que também
conduzem a multiplas consequéncias patologicas na membrana celular (Wu et al.
2013).
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3.4.1 Mecanismos de Dano Celular por Estresse Oxidativo

Quando ha um desequilibrio entre a producéo de radicais livres e as defesas
antioxidantes, ocorre aumento nas concentracdes de radicais livres levando ao
estresse oxidativo. Uma vez que estes radicais livres sao altamente reativos, eles
podem danificar classes de moléculas bioldgicas incluindo &cidos nucleicos,
proteinas e lipideos (Phaniendra et al. 2014).

3.4.1.1 Acidos Nucleicos

As ROS/RNS podem danificar oxidativamente os &cidos nucleicos. O DNA
mitocondrial € mais vulneravel ao atague de ROS do que o DNA nuclear porque esta
localizado préximo do local gerador de ROS. O mais importante, o radical OH reage
diretamente com todos os componentes do DNA, tais como as bases purinicas e
pirimidinicas e o acUcar desoxirribose, causando certo numero de alternancias como
guebras em cadeia simples e dupla do DNA. O radical OH" abstrai atomos de
hidrogénio para produzir uma série de bases de purinas bem como de pirimidinas
modificadas, subprodutos e ligacdes cruzadas de proteinas no DNA (Phaniendra et
al. 2014).

As ROS também podem atacar diferentes RNAs produzidos no corpo. O RNA
€ mais propenso a danos oxidativos do que o DNA, devido a sua natureza de cadeia
simples, a falta de um mecanismo de reparo ativo para 0 RNA oxidado e devido
menor protecdo por proteinas do que o DNA. Além disso, esses RNAs
citoplasmaticos estdo localizados em estreita proximidade com as mitocondrias onde
as ROS sdo produzidas. 8-di-hidro-8-oxo-guanosina (8-oxoG) € o produto mais
estudado de dano ao RNA e o0s seus niveis sao elevados em varias condicdes
patolégicas, como a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, aterosclerose,
hemocromatose e miopatias (Phaniendra et al. 2014).

3.4.1.2 Lipideos

Os lipideos da membrana, particularmente os residuos de acidos graxos poli-

insaturados de fosfolipideos sdo mais susceptiveis a oxidag¢édo por radicais livres. A
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peroxidacdo lipidica resulta na perda de funcdo da membrana, por exemplo,
diminuicéo da fluidez e na inativacdo de enzimas ligadas & membrana e receptores.
A peroxidacédo dos lipideos é iniciada quando um radical livre ataca um atomo de
hidrogénio de grupos metileno (CH;) em um acido graxo (LH), resultando na
formacéo de um radical lipidico (L"). O radical lipidico pode reagir com moléculas de
oxigénio para formar um radical lipidico peroxila (LOO"). O radical peroxila resultante
(LOQ) ira sofrer um rearranjo através de uma reacao de ciclizacdo para formar os
endoperoxidos, que finalmente formam o malondialdeido (MDA) e 4-hidroxi-nonenal
(4-HNA), que sao produtos finais toxicos da peroxidacao lipidica que causam danos
ao DNA e proteinas. Estes radicais podem propagar ainda mais o0 processo de
peroxidacdo abstraindo atomos de hidrogénio a partir de outras moléculas lipidicas
(Phaniendra et al. 2014) (Figura 5).

LH + OH' (oul0") ——> L'+ H,0 (ou LOH) Iniciagdo

L + 0, ————= LoOo’ Propagacao
LH + LoOo" — > L"+ LOOH Propagacio
Loo® + L' ———= LOOL Terminagio
LOO" + LOO’ ———> LOOL + O, Terminagéo

Figura 5. Reacdo em cadeia da lipoperoxidacdo onde L representa o lipidio (Ferreira; Matsubara,
1997)

3.4.1.3 Proteinas

A oxidacao de proteinas pode ser induzida por espécies de radicais, tais
como O,-, OH’, ROQ’, alcoxila, hydroperoxil, bem como por espécies nao-radicais,
tais como H,0O,, Oz, HOCI, oxigénio singlet, OONO’". As ROS oxidam diferentes
aminoacidos presentes em proteinas, provocando a formacao de ligagOes cruzadas
de proteina-proteina, o que resulta na desnaturacéo e perda da funcéo de proteinas,
perda de atividade enzimatica, perda de funcdo dos receptores e de proteinas de
transporte (Phaniendra et al. 2014).

Os aminoacidos como metionina e cisteina sdo mais susceptiveis a oxidagcao
por ROS e sdo convertidos em dissulfuretos e sulféxido de metionina

respectivamente (Phaniendra et al. 2014).
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3.5 Sistemas de defesa antioxidante

Para proteger os sistemas biolégicos de toxicidade dos radicais livres,
mecanismos de defesa antioxidante mantém os niveis de ROS em equilibrio (Wu et
al. 2013). Os mecanismos antioxidantes podem ser enzimaticos (incluindo catalases,
superoxido e peroxidases) ou ndo enzimaticos (tal como a vitamina A, C ou E) e séo
essenciais para proteger as ceélulas contra danos induzidos por ROS, tanto no
estado de equilibrio quanto sobre o estresse oxidativo (Oakley, Abbott, Li, &
Engelhardt, 2009).

As enzimas antioxidantes primarias contra os radicais O;" incluem superéxido
dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; EC 1.11.1.6), e glutationa peroxidase
(GSH-Px; EC 1.11.1.9). Estas enzimas atuam em conjunto e alterada a atividade de
uma dessas enzimas, sem mudancas compensatérias na atividade de outra enzima
podem levar a peroxidacdo lipidica. Para impedir a peroxidagdo lipidica pelos
radicais O, e OH’, 0 O," é primeiramente convertido pela SOD em H,0,, o qual é
decomposto subsequentemente em agua e oxigénio pela CAT, prevenindo assim a
formacéo de radicais OH" (Wu et al. 2013).

Em adicdo a CAT, a GSH-Px é uma enzima antioxidante intracelular bem
conhecida que converte os peréxidos e OH" em formas nao téxicas, em conjunto
com a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) para formar a glutationa dissulfeto
(GSSG). GSSG é entdo convertida novamente em GSH pela glutationa redutase
(GR) (Wu et al. 2013).

Outras enzimas que ajudam na desintoxicacdo de ROS também constituem
uma defesa antioxidante importante. Por exemplo, glutationa-S-transferase catalisa
a conjugacdo da GSH para centros eletrofilicos em uma ampla variedade de
substratos, por meio de um grupo sulfidrila, o que diminui os niveis de peréxido.

Além disso, a maior contribuicdo para a capacidade total antioxidante vem de
moléculas antioxidantes no plasma. Os componentes antioxidantes ndo enzimaticos
consistem em moléculas que interagem com ROS e terminam a cadeia de reacdes
dos radicais livres. Existem varias moléculas antioxidantes no plasma, tais como
albumina, acido Urico e acido ascorbico, que correspondem a 85% do total da
capacidade antioxidante. Outros antioxidantes presentes no sangue incluem a

bilirrubina, a-tocoferol e B-caroteno (Wu et al. 2013).
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Considerando que os radicais de oxigénio e outras ROS desempenham papel
em muitas doengas humanas, causando dano oxidativo e que diminuir o dano
oxidativo ira retardar ou impedir o desenvolvimento da doenca, a suplementacao
com antioxidantes, em alimentos ou em comprimidos, tem sido indicada (Haliwell,
2013). Porém as defesas antioxidantes sintetizadas endogenamente sdao mais
importantes para os seres humanos do que aportes de vitaminas E, C, carotendides
ou flavonodides. Assim, os agentes que desafiam nossos sistemas de adaptacéo e
provocam elevacdes em defesas antioxidantes enddgenas e outros sistemas de
protecdo podem acabar por ser mais protetor contra danos nos tecidos devido ao
estresse oxidativo do que o consumo de grandes quantidades de vitaminas
(Halliwell, 2012).

3.5.1 Antioxidantes Endogenos

CATALASE

A catalase foi a primeira enzima antioxidante a ser caracterizada, e catalisa as

duas etapas da conversdo de H,O, em agua e oxigénio (Figura 6):

Figura 6. Reac¢do de decomposicao do perédxido de hidrogénio (Young, Woodside, 2001).

s

A catalase é constituida por quatro subunidades proteicas, cada uma
contendo um grupo heme e uma molécula de NADPH. A constante de velocidade
para as reacOes descritas acima é extremamente elevada (~107M/seg), 0 que
implica que é praticamente impossivel saturar a enzima in vivo. A catalase é
amplamente localizada em peroxissomos no interior das células, que também
contém a maior parte das enzimas capazes de gerar H,O,. A quantidade de catalase
no citoplasma e em outros compartimentos subcelulares permanece pouco clara,
porque os peroxissomos sao facilmente rompidos durante a manipulacao de células.
A maior atividade esta presente no figado e eritrocitos, mas a catalase é encontrada

em todos os tecidos (Young & Woodside, 2001).
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GLUTATIONA PEROXIDASE
Glutationa peroxidases catalisam a oxidacdo de glutationa a custa de um
hidroperoxido, que pode ser H,O, ou outra espécie, como um hidroperoxido de

lipideo (Figura 7):

Figura 7. Reacgé&o glutationa peroxidase (Young, Woodside, 2001).

Outros peroéxidos, incluindo, hidroperoxidos de lipideos também podem atuar
como substratos para estas enzimas, que podem, por conseguinte, desempenhar
um papel na reparacdo de danos resultantes da peroxidacdo lipidica. Glutationa
peroxidases requerem selénio no centro ativo, e deficiéncia pode ocorrer na
presenca de uma falta grave de selénio. Véarias enzimas glutationa peroxidases sao
codificadas por genes distintos.

A forma plasmatica da enzima glutationa peroxidase acredita-se ser
sintetizada principalmente no rim. Dentro das células, as concentracfes mais
elevadas sdo encontradas no figado, embora a glutationa peroxidase esteja
amplamente distribuida em quase todos os tecidos. A distribuicdo subcelular
predominante esta no citosol e mitocondria, sugerindo que a glutationa peroxidase é
o principal captador de H,O, nestes compartimentos subcelulares. A atividade da
enzima depende da disponibilidade de glutationa reduzida. A proporcdo de
glutationa reduzida/oxidada é geralmente mantida muito alta, como resultado da
atividade da enzima glutationa redutase (Figura 8):

Figura 8. Reacéo da enzima glutationa redutase (Young, Woodside, 2001).

O NADPH necesséario para a atividade desta enzima para reabastecer o
fornecimento de glutationa reduzida € fornecido pela via da pentose fosfato.
Qualquer via que utiliza NADPH (como a via da aldose-redutase) pode conduzir a

uma deficiéncia de glutationa reduzida e, portanto, prejudicar a acdo da glutationa
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peroxidase. A glutationa redutase tem uma distribuicdo nos tecidos semelhante a

glutationa-peroxidase (Young & Woodside, 2001).

SUPEROXIDO DISMUTASE

9).

A superdéxido dismutase catalisa a dismutacéo de superoxido em H,O, (Figura

Figura 9. Reacao de dismutac¢éo do radical superoxido (Young, Woodside, 2001).

O H,0O, deve ser removido pela catalase ou glutationa peroxidase, como

descrito acima. Existem trés formas de superdxido dismutase em tecidos de

mamiferos, cada um com um local subcelular especifico e distribuicdo diferente nos

tecidos.

(1) cobre zinco superoéxido dismutase (CuzZn-SOD): CuZnSOD encontra-se no
citoplasma e organelas de praticamente todas as células de mamiferos. Tem
uma massa molecular de aproximadamente 32 000 kDa e possui duas
subunidades protéicas, cada uma contendo um atomo de cobre e zinco
cataliticamente ativo.

(2) manganés superéxido dismutase (MnSOD): MnSOD é encontrada na
mitocondria de quase todas as células e tem uma massa molecular de 40 000
kDa. E constituida por quatro subunidades protéicas, cada uma
provavelmente contendo um Unico &tomo de manganés. A sequéncia de
aminoacidos da MnSOD é totalmente diferente da CuZnSOD e néo ¢€ inibida
por cianeto, permitindo que a atividade da MnSOD possa ser distinguida da
atividade de CuzZnSOD.

(3) superodxido dismutase extracelular (EC-SOD): EC-SOD foi descrita por
Marklund em 1982 e € um secretor de cobre e de zinco contendo SOD distinta
da CuzZnSOD descrita acima. EC-SOD ¢é sintetizada apenas por alguns tipos
de células, incluindo fibroblastos e células endoteliais, e € expressa na
superficie da célula, onde é ligada a sulfatos de heparano. EC-SOD ¢ a

principal SOD detectavel em fluidos extracelulares e € liberada para a
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circulacdo pela superficie do endotélio vascular por acdo da heparina. EC-
SOD pode desempenhar um papel na regulacdo do tdnus vascular, porque o
fator relaxante derivado do endotélio (6xido nitrico ou um composto
intimamente relacionado) € neutralizado no plasma pela superoxido (Young &
Woodside, 2001).

3.5.2 Antioxidantes exégenos

VITAMINA E

A vitamina E é uma vitamina lipossoluvel com elevado poder antioxidante. A
vitamina E € um composto quiral com oito estereoisémeros: q, B, y, & tocoferol e q,
B, v, & tocotrienol. O a-tocoferol € a forma mais bioativa em seres humanos. Por ser
soluvel em gordura, o a-tocoferol protege as células das membranas celulares de
danos por radicais livres. Sua funcédo antioxidante reside principalmente na protecéo
contra a peroxidacao lipidica (Pham-Huy et al. 2008).

A administragcédo de vitamina E tem sido proposta para a prevencédo de cancer
do célon, préstata e mama, algumas doencas cardiovasculares, isquemia, catarata,
artrite e certos disturbios neurolégicos. No entanto, um estudo recente revelou que
doses diarias de a-tocoferol de 400 Ul ou mais pode aumentar o risco de morte e
deve ser evitado. Em contraste, ndo ha um aumento do risco de morte com uma
dose de 200 Ul por dia ou menos, e pode mesmo haver algum beneficio. Embora
controversa, a suplementacéo de vitamina E a longo prazo em doses elevadas exige
cuidado até que uma evidéncia satisfatoria de seguranca esteja disponivel. As fontes
alimentares de vitamina E sdo os 6leos vegetais, 6leo de gérmen de trigo, graos
integrais, nozes, cereais, frutas, ovos, aves e carne (Pham-Huy et al. 2008).

Estudos indicam que em membranas celulares e lipoproteinas a funcéo
antioxidante da vitamina E é capturar radicais ROO’ para impedir a reacdo em
cadeia da peroxidacdo lipidica. A vitamina E n&o ir4 impedir a formacao inicial de
radicais em um ambiente rico em lipideos, mas ira minimizar a formacéo de radicais
secundarios. O a-tocoferol reage rapidamente com o ROO’ para formar um radical
relativamente estavel, o radical tocoferoxila. O a-tocoferol pode ser regenerado por

meio de reacdo na interface aquosa com o acido ascoérbico ou outro antioxidante que
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guebre a cadeia de fase aquosa, tais como a glutationa reduzida ou o urato (Young
& Woodside, 2001).

Dados na literatura mostram que as ROS contribuem significativamente para
a origem e progressao do cancer (Halliwell, 2012) e de doencas neurodegenerativas,
em especial a doenca de Alzheimer. Para a deméncia, a conclusédo néo é tao certa;
h& alguma evidéncia consistente com eficacia limitada de vitamina E em retardar a
progressdo da deméncia, mas €& muito inconclusivo. Dados indicam que a
suplementacao de vitamina E tem grande dificuldade em aumentar 0os seus niveis no
cérebro, porém pesquisas sugerem que talvez em maior concentracao a vitamina E

poderia ter uma maior eficacia (Halliwell, 2013).

VITAMINA C

A vitamina C, também conhecida como &cido ascorbico, é uma vitamina
soltivel em meio aquoso. E essencial para o colageno, a carnitina e a biossintese de
neurotransmissores. A vitamina C apresenta varios beneficios para a saude como
antioxidante, anti-aterogénica, anti-carcinogénica e imunomoduladora. O efeito
positivo da vitamina C reside na reducao da incidéncia de cancer do estbmago e na
prevencdo de cancer de pulmédo e colo-retal. Além disso, a vitamina C funciona
sinergicamente com a vitamina E para eliminar os radicais livres e também regenera
a forma reduzida da vitamina E. No entanto, a ingestdo de doses elevadas de
vitamina C (2.000mg ou mais/dia) tem sido objeto de debate por sua eventual acéo
pré-oxidante ou propriedade carcinogénica. Fontes naturais de vitamina C podem
ser encontradas nas frutas acidas, vegetais verdes e tomates (Pham-Huy et al.
2008).

Nos seres humanos, o ascorbato atua como um cofactor essencial para varias
enzimas que catalisam as reacdes de hidroxilacdo. Na maioria dos casos, ele
fornece elétrons para enzimas que requerem ions metalicos numa forma reduzida
para alcancar atividade enzimatica completa. Seu papel mais conhecido € como
cofator para a prolil e lisil oxidase na sintese de colageno. Entretanto, além destas
acOes bem definidas, varias outras vias bioquimicas dependem da presenca de
ascorbato (Young & Woodside, 2001).
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O ascorbato é capaz de eliminar O,", H,O,, OH’, acido hipocloroso, radicais
ROQ aquosos e oxigénio singlet. Durante a sua agdo antioxidante, o ascorbato sofre
uma reducéo de dois elétrons, inicialmente para o radical semidesidroascorbato e,
posteriormente, para desidroascorbato. O radical semidesidroascorbato é
relativamente estavel, devido a dispersdo da carga associada com a presenca de
um dnico elétron ao longo dos trés atomos de oxigénio, e que pode ser prontamente
detectado por ressonancia eletrbnica de spin em fluidos corporais, na presenca de
um aumento da producdo de radicais livres (Young & Woodside, 2001). Ja o
desidroascorbato é relativamente instavel e hidrolisa prontamente para formacao
subsequente de acido oxdlico. Dois mecanismos tém sido descritos de como o
desidroascorbato pode ser reduzido para ascorbato; um deles seria mediado pela
enzima seleno tioredoxina redutase e o outro por uma reacdo nao enzimatica que
utiliza glutationa reduzida. Desidroascorbato no plasma provavelmente ¢é
rapidamente absorvido pelos eritrocitos antes da reciclagem, de modo que muito
pouco, se algum, desidroascorbato esta presente no plasma (Young & Woodside,

2001).

GLUTATIONA

A glutationa possui papel central na biotransformacédo e eliminacdo de
xenobiodticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo. A GSH € o0 mais
abundante tiol celular de baixa massa molecular; a sua concentragdo é ~ 2mM e
mais de 10mM em eritr6citos humanos e hepatdcitos, respectivamente. Muitas das
reacdes da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizavel, tornando-o
um bom nucledfilo para reacbes com compostos quimicos eletrofilicos. Esta
habilidade de doar elétrons a outros compostos também faz da glutationa um bom
redutor. A combinacdo de sua abundéncia nos organismos aerdbicos e das
propriedades quimicas do grupo sulfidrila suporta a proposta de que a GSH surgiu
na evolugdo bioquimica como uma protecdo contra espécies reativas de oxigénio e
compostos eletrofilicos gerados por processos oxidativos, tanto no organismo
guanto no ambiente em que este vive (Rover Juanior, Hoehr, Vellasco, & Kubota,
2001).

37



Glutationa, um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no organismo
em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou indiretamente
em muitos processos biolégicos importantes, incluindo a sintese de proteinas,
metabolismo e protecédo celular. Em particular, problemas na sintese e metabolismo
da glutationa estdo associados a algumas doencas, nas quais os niveis de glutationa
e das enzimas que atuam no seu metabolismo podem ser bastante significativos no
diagnéstico de alguns tipos de cancer, bem como em outras doencas relacionadas

ao estresse oxidativo (Rover Junior et al. 2001).

3.6 Acetilcolinesterase

A acetilcolina (Ach) é conhecida como o principal neurotransmissor em
neurdnios colinérgicos no cérebro, nos nervos parassimpaticos pos-ganglionares e
simpaticos colinérgicos, e na periferia em ambas as fibras pré-ganglionares do
simpatico e do parassimpatico. Além disso, varias células periféricas, tais como as
células alfa pancreaticas, células endoteliais e células da placenta expressam ACh
ndo neuronal. Moléculas colinérgicas vém sendo detectadas na circulagdo, em
trombdcitos e em linfécitos. De forma correspondente, a sinalizagdo colinérgica esta
envolvida em processos cognitivos centrais, no controle da homeostase, através da
ativacao periférica do sistema parassimpatico e no blogueio da resposta inflamatoria
(Shenhar-Tsarfaty, Berliner, Bornstein, & Soreq, 2014).

A sinalizacdo colinérgica equilibrada depende da expressdo concertada de
varios receptores, enzimas e transportadores, e resposta desequilibrada pode levar
a doencas. Consequentemente, durante o ultimo século, muito esforco tem sido
dedicado ao desenvolvimento de métodos confiaveis para a manipulacdo da
sinalizacdo colinérgica e medida do seu efeito e, ainda mais especificamente, para
desenvolver biomarcadores para distinguir entre a saude e as diversas doencas em
que a sinalizacdo colinérgica esta prejudicada (Shenhar-Tsarfaty et al. 2014).

Colinesterases é uma familia de enzimas que catalizam a hidrélise da
acetilcolina (Ach) em colina e acido acético, um processo essencial para permitir o
restabelecimento do neurdnio colinérgico. As colinesterases séo divididas em dois
tipos: a acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7.) e a butirilcolinesterase (BuChE; EC

3.1.1.8). A AChE participa na neurotransmissao colinérgica pela hidrélise da
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acetilcolina. Ela € expressa em células nervosas e sanguineas. Em comparacéo
com a AChE, a importancia da BuChE ndo € bem compreendida. A BuChE é
conhecida como colinesterase ou pseudocolinesterase plasmatica. Da mesma
forma, a AChE é conhecida como colinesterase eritrocitaria, uma vez que sua
atividade permanece na massa celular ap6s a centrifugacdo do sangue (Pohanka,
2011).

A AChE desempenha um papel importante na manutencédo da integridade e
permeabilidade da membrana durante a transmissdo e conducéo sinaptica.Tem sido
sugerido que o efeito de pequenos compostos anfipaticos sobre a atividade de
algumas enzimas ligadas a membrana plasmatica pode alterar a fluidez da
membrana, provocando alteracbes funcionais nas propriedades alostéricas de
enzimas integrais (Marinou et al. 2005).

Estudos tém mostrado que a AChE em terminagdes nervosas € alvo molecular
de muitas substancias. Quando a enzima € bloqueada ndo ocorre a hidrolise da
ACh. Assim, a acdo da ACh é reforcada e, devido a ampla difusdo da funcéo
colinérgica, ocasiona efeitos toxicos envolvendo o sistema simpatico e
parassimpatico e o sistema nervoso central (Marinou et al. 2005).

Estudos recentes relataram que a galactosemia in vitro resultou em uma
inibicdo da atividade da AChE, tanto na enzima pura como em homogeneizados de
cérebro. Visto que a AChE desempenha um papel importante no desenvolvimento
do cérebro neonatal, sendo essencial na maturacdo neuronal e diferenciacao celular,
uma reducdo da atividade enzimética pode contribuir para uma menor taxa de
desenvolvimento do cérebro, QI baixo, combinada com distlrbios comportamentais
observados em pacientes galactosémicos (Marinou et al. 2005).

De acordo com Marinou e colaboradores (2005), a exposi¢do a longo prazo
(crébnica) a niveis elevados de galactitol e galactose-1-fosfato comumente
encontrados em pacientes galactosémicos “sem tratamento”, podem ser
responsaveis pelas anormalidades patolégicas provocadas pela inibicdo significativa
da AChE. Os autores também relataram que o declinio da atividade de AChE
presente no cortex frontal pelas misturas de concentracbes de Galtol e Gal-1P
podem levar a um aumento da concentracdo de ACh na fenda sinaptica, o qual pode
estar envolvido no mecanismo de dispraxia verbal e tremor, como observado em

pacientes galactosémicos nao tratados (Marinou et al. 2005).
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A atividade da AChE pode ser também influenciada pela acdo de outras
enzimas, como por exemplo, a Na',K'-ATPase. A partir deste ponto de vista,
também se pode sugerir que a presenca de radicais livres produzidos por derivados
da galactose podem estar envolvidos na inibicdo da enzima estudada e estes
achados podem fornecer uma nova compreensdo dos mecanismos dos distarbios

neuroldgicos observados na galactosemia (Marinou et al. 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar de 30 dias de idade (tamanho
aproximado da amostra: 35) provenientes da Universidade do Vale do Itajai —
UNIVALI. Os animais foram desmamados aos 21 dias de idade e mantidos em seis
por gaiola, em um ciclo de 12h claro/escuro a temperatura constante de 22°C com
livre acesso a comida e 4gua. Os cuidados com os animais seguiram as diretrizes
governamentais oficiais conforme a Federacdo das Sociedades Brasileiras para
Biologia Experimental, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
da Regido do Vale do Itajai — UNIVALI, protocolo CEUA 01/14 — 14/03/2014. As
condicbes de ambiente, iluminagcdo, acomodagdo e nutricAo seguiram as
recomendacdes exigidas pelo “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
1996”.

4.2 Protocolo Experimental

4.2.1 Estudos in vitro:

Foram utilizadas as estruturas cerebrais de ratos machos Wistar ndo tratados.
A galactose foi adicionada ao ensaio a fim de se obter as seguintes concentracoes
finais: 0,1, 3,0, 5,0 e 10,0mM. O grupo controle foi realizado sem a adicdo da

galactose.

4.2.2 Prevencéao com trolox (alfa-tocoferol), acido ascérbico e glutationa:

Para os experimentos in vitro, os ratos foram divididos nos seguintes grupos:
grupo 1 (controle-salina), grupo 2 (galactose), grupo 3 (controle-trolox 1,0mM), grupo
4 (controle-acido ascérbico 1,0mM), grupo 5 (controle-glutationa 1,0mM), grupo 6
(galactose + trolox 1,0mM), grupo 7 (galactose + acido ascoérbico 1,0mM) e grupo 8
(galactose + glutationa 1,0mM). Apés a adicdo dos compostos descritos acima, 0s

tubos de ensaio foram incubados por 1 hora a temperatura de 37°C.
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As doses de trolox, acido ascorbico e glutationa seguiram o0s protocolos
descritos por Wyse et al. (2001), Silva et al. (2004) e Avrova et al. (1999),

respectivamente.

4.3 Estudos bioquimicos

4.3.1 Preparacéao do tecido:

Os ratos foram sacrificados por decapitacdo, sem anestesia, o cérebro foi
rapidamente removido e o hipocampo, cortex cerebral e cerebelo foram dissecados
e mantidos em gelo com tampao fosfato de sédio. O homogeneizado foi preparado
em tampdo adequado usando homogeneizador Potter-Elvehejem (5 pulsos). O
homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm, a 4°C por 15 minutos para remocéao de
residuos celulares e o sobrenadante foi estocado em aliquotas e armazenado a
80°C para posterior determinacéo da atividade das enzimas antioxidantes, proteinas
carboniladas, conteudo total de sulfidrilas, TBA-RS e atividade da acetilcolinesterase
(Ferreira et al. 2012).

4.3.2 Substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBA-RS):

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

em nmol de malondialdeido por mg de proteina.
4.3.3 Catalase (CAT):

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Aebi (1984). A
decomposicdo do H,O, foi monitorada em espectrofotometro a 240 nm por 90

segundos. Uma unidade de enzima é definida como 1umol de H,O, consumido por

minuto e a atividade especifica foi expressa em unidade por mg de proteina.
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4.3.4 Glutationa peroxidase (GSH-Px):

A atividade da GSH-Px foi determinada pelo método de Wendel (1981) com
algumas modificacbes. O tert-butil-hidroperdxido foi utilizado como substrato da
reacdo. A decomposi¢cdo da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) foi
monitorada em espectrofotdmetro a 340 nm por 4 minutos. Uma unidade de enzima
é definida como 1umol de NADPH consumido por minuto e a atividade especifica foi

expressa em unidade por mg de proteina.

4.3.5 Superdxido dismutase (SOD):

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

especifica foi expressa em unidade por mg de proteina.

4.3.6 Carbonilas:

A carbonilagéo das proteinas foi determinada de acordo com o método descrito
por Reznicke Packer (1994).

4.3.7 Conteldo Total de sulfidrilas:

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado pelo método de Aksenov e
Markesbery (2001), o qual se baseia na reducdo do acido ditionitrobenzdico (DTNB)
por tidis, gerando um derivado amarelo (TNB) que € mensurado
espectrofotometricamente em 412 nm. Resumidamente, 50uL de homogeneizado
foram adicionados a 1ml de tampé&o PBS pH 7,4 contendo EDTA 1mM. A reacao foi
iniciada pela adicdo de 30ul de DTNB 10,0mM e incubada durante 30 minutos a
temperatura ambiente em local escuro. Os resultados foram expressos em nmol

TNB/mg de proteina.
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4.3.8 Ensaio da atividade da acetilcolinesterase (AChE):

As estruturas cerebrais foram homogeneizadas em tampédo fosfato de
potéssio, pH 7,5. O homogeneizado foi centrifugado a 1.000 x g por 10 min, o pellet
foi descartado e o sobrenadante utilizado para a determinacgédo da atividade da AChE
e concentracdo proteica. A atividade da enzima AChE foi determinada de acordo
com o método colorimétrico de Ellman e colaboradores, (1961) com algumas

modificacdes.

4.3.9 Dosagem de proteinas:

A determinacdo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry et al.
(1951), utilizando-se albumina sérica bovina como padréo.

4.4. Andlise estatistica:

Os dados foram analisados pela Analise de Variancia (ANOVA) de uma via
seguido do Teste multiplo de Duncan, quando o F-teste foi significativo. Todas as
analises foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS). Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Salvo
disposicdo em contrario, os resultados sdo expressos pela média + desvio-padréo
(Dp) para sete experimentos independentes (animais) realizados em duplicata.
***P<0,001, *P<0,01 e *P<0,05, foram comparados com o grupo-controle (Teste

multiplo de Duncan).
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ABSTRACT

In the present study, we evaluated the in vitro effects of galactose at 0.1, 3.0, 5.0 and
10.0mM on thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS), total sulfhydryl content,
protein carbonyl content, on the activity of the antioxidant enzymes catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) and on
acetylcholinesterase (AChE) activity in the cerebral cortex, cerebellum and
hippocampus of rats. We also investigated the influence of the antioxidants (each at
1mM) a-tocopherol, ascorbic acid and glutathione on the effects elicited by galactose
on the parameters tested. Results showed that galactose at a concentration of
3.0mM enhanced TBA-RS levels in the hippocampus, cerebral cortex, and
cerebellum of rats. In the cerebral cortex, galactose at concentrations of 5.0 and
10.0mM increased TBA-RS and protein carbonyl content, and at 10.0mM increased
CAT activity and decreased AChE activity. In the cerebellum, galactose at
concentrations of 5.0 and 10.0mM increasing TBA-RS, SOD and GSH-Px activities.
In the hippocampus, galactose at concentrations of 5.0 and 10.0mM increased TBA-
RS and CAT activity and at 10.0mM decreased GSH-Px. Antioxidants prevented
most alterations caused by galactose on the oxidative stress parameters evaluated
and on AChE activity. Data showed that at the pathologically high concentration of
galactose (greater than 5.0mM), as it may occur in plasma of galactosemics patients,
galactose induces lipid peroxidation, protein carbonylation, alters antioxidant
defenses in the cerebrum, as well altering cholinesterase activity. Trolox, ascorbic
acid and gluthatione addition prevented the majority of alterations in oxidative stress
parameters and the decrease of AChE activity that were caused by galactose. Our
findings lend support to a potential therapeutic strategy for this condition, which may
include the use of appropriate antioxidants for ameliorating the damage caused by

galactose.

Keywords: Galactose, antioxidant, acetylcholinesterase, oxidative stress, cerebrum.
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INTRODUCTION

Classic galactosemia is a rare genetic disease caused by the deficiency of
galactose-1-phosphate uridyl-transferase (GALT) enzyme (EC 2.7.7.12), involved in
galactose metabolism [1]. This enzyme transfers UDP from UDP-glucose to
galactose-1-phosphate, thereby releasing glucose 1-phosphate and producing UDP-
galactose [2]. Two other variants of the disease are recognized. Deficiency of
galactokinase (GALK; EC 2.7.1.6) which results in type Il galactosemia (OMIM
#230200), the mildest form of the disease, and the third variant, that is caused by
mutations in the gene encoding UDP-galactose 4’-epimerase (GALE; EC 5.1.3.2)
which results in type Il galactosemia (OMIM #230350) [3]. The most common and
clinically severe form of galactosemia is classic galactosemia (OMIM 230400), which
affects about 1/30,000 to 60,000 live-births [2] with a prevalence of 1 in 47,000 in the
white population [4].

Although typically asymptomatic at birth, patients with classic galactosemia
develop escalating symptoms following exposure to a milk-based diet. In the absence
of intervention, these symptoms, which include vomiting, diarrhea, cataracts,
hepatomegaly, and E. coli sepsis, can lead to neonatal death. Life-long dietary
restriction of galactose, the current standard of care, relieves or prevents these acute
and potentially lethal symptoms; however, many patients with classic galactosemia
will develop serious long-term complications. The most common problems include
speech and/or cognitive disabilities in 30-50% of all patients, and primary or
premature ovarian failure in almost 85% of females. Other complications include
ataxic neurologic disease, delayed growth and decreased bone density [2].

Oxidative stress occurs as a result of oxidation-reduction control (redox)
abnormal, when there is overproduction of reactive oxygen species (ROS) and/or
failure of the antioxidant defense mechanisms [5]. In order to protect biological
systems from free radical toxicity, several cellular antioxidant defense mechanisms
keep the production of ROS in check [5]. These mechanisms can be either enzymatic
(including catalases, dismutases and peroxidases) or non-enzymatic (such as vitamin
A, C or E) and are critical to protect cells against ROS-induced damage, both at

steady state and upon oxidative stress [6]. These enzymes work together and
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alterations in the activity of an enzyme without compensatory changes in other
enzyme activity may lead to lipid peroxidation [5].

As such, we investigated the in vitro effects of different concentrations of
galactose on lipid peroxidation, including the thiobarbituric acid reactive substances
(TBA-RS), on protein damage, analyzing total sulfhydryl content and protein carbonyl
content, and on the activity of the main antioxidant enzymes catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase (SOD). In addition we
investigated the in vitro effect of galactose on the activity of acethylcholinesterase
(AChE) in the hippocampus, cerebellum and cerebral cortex of 30-day-old Wistar
rats. Furthermore, we also verified the influence of the antioxidants a-tocopherol

(trolox), ascorbic acid and gluthatione on the effects elicited by galactose.

MATERIALS AND METHODS

Animals and reagents

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

In vitro studies
For in vitro experiments, cerebral cortex, cerebellum and hippocampus
supernatants were pre-incubated for 1 h at 37°C in the presence of galactose at final

concentrations of 0.1, 3.0, 5.0 and 10.0mM. Control experiments were performed

without galactose addition. After incubation, aliquots were taken to measure TBA-RS,
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total sulfhydryl content, protein carbonyl content, the activity of antioxidant enzymes
and AChE activity.

Trolox (a-tocopherol), ascorbic acid and glutathione administration

The assays were divided into eight groups: Group 1 (control-saline), group 2
(galactose), group 3 (control - 1.0mM trolox), group 4 (galactose + 1.0mM trolox),
group 5 (control - 1.0mM ascorbic acid), group 6 (galactose + 1.0mM ascorbic
acid), group 7 (control — 1.0mM glutathione), and group 8 (galactose + 1.0mM
glutathione). The concentrations of trolox, ascorbic acid and glutathione utilized in

the present study were chosen according to previous studies [7, 8, 9].

Tissue preparation

After decapitation, the cerebrum was removed, cerebral cortex, cerebellum
and hippocampus were dissected and kept in ice-cold buffered sodium phosphate
(20mM, pH 7.4, 140mM KCI). The cerebral structures were homogenized in ten
volumes (1:10w/v) of appropriate buffer according to the technique to be performed.
Homogenates were prepared using a Potter-Elvehejem homogenizer (Remi motors,
Mumbai, India); by passing 5 pulses and centrifuged at 800 x g for 10min at 4°C, to
discard nuclei and cell debris. The pellet was discarded and the supernatant was
saved in aliquots and stored at —80°C for assaying the activity of antioxidant
enzymes, damage to proteins, estimation of lipid peroxidation and cholinesterase
activity [10].

Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS were determined according to the method described by Esterbauer and
Cheeseman [11]. TBA-RS methodology measures malondialdehyde (MDA), a
product of lipoperoxidation caused mainly by hydroxyl free radicals. For the in vitro
measurements, tissues was mixed with 10% trichloroacetic acid and 0.67%
thiobarbituric acid and heated in a boiling water bath for 25 min. TBA-RS was

determined by the absorbance at 535 nm. A calibration curve was obtained using
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1,1,3,3-tetramethoxypropane as the MDA precursor and each curve point was
subjected to the same treatment as that of the supernatants. TBA-RS content was

calculated as nanomoles of MDA formed per milligram of protein.

Total Sulfhydryl Content

The total thiol group concentration was determined by the method of Aksenov
and Markesbery [12]. Briefly, 50ul of homogenate was added to 1ml of phosphate-
buffered saline (PBS), pH 7.4 containing 1mM ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA). The reaction was started by the addition of 30uL of 10mM 5,5 -dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) and incubated for 30 min at room temperature in a dark
room. Total sulfhydryl content was determined by measuring the absorbance at 412
nm. Analyses of blank (DTNB absorbance) was also performed. Results are reported
as nmol 3-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB)/mg protein.

Protein carbonyl Content

Carbonyl content was assayed by a method of Reznick and Packer [13] based
on the reaction of protein carbonyls with dinitrophenylhydrazine forming
dinitrophenylhydrazone, a yellow compound, measured spectrophotometrically at
370 nm. Briefly, 200 puL of homogenate were added to plastic tubes containing 400uL
of 10mM dinitrophenylhydrazine (prepared in 2M HCI). This was kept in the dark for 1
h and vortexed each 15 min. After that, 500uL of 20% trichloroacetic acid were added
to each tube. The mixture was vortexed and centrifuged at 14,000 x g rpm for 3 min.
The supernatant obtained was discarded. The pellet was washed with 1mL
ethanol/ethyl acetate (1:1 v/v), vortexed and centrifuged at 14,000 x g rpm for 3 min.
The supernatant was discarded and the pellet re-suspended in 600uL of 6M
guanidine (prepared in a 20mM potassium phosphate solution pH 2.3). The sample
was vortexed and incubated at 60°C for 15 min. After that, it was centrifuged at
14,000 rpm x g for 3 min and the supernatant was used to measure absorbance at
370 nm (UV) in a quartz cuvette. Results were reported as carbonyl content
(nmol/mg protein).
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Catalase Assay (CAT)

CAT activity was assayed by the method of Aebi [14] using a UV-visible
Shimadzu spectrophotometer. The method used is based on the disappearance of
H,O, at 240 nm in a reaction medium containing 20mM H,0,, 0.1 % Triton X-100,
10mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, and 0.1-0.3mg protein/mL. One CAT unit
is defined as 1pmol of H,O, consumed per minute and the specific activity is

calculated as CAT units/mg protein.

Glutathione Peroxidase (GSH-Px)

GSH-Px activity was measured by the method of Wendel [15] using tert-butyl-
hydroperoxide as substrate 12 NADPH disappearance was monitored at 340nm
using a UV-visible Shimadzu spectrophotometer. The medium contained 2mM GSH,
0.15U/mL GSH reductase, 0.4mM azide, 0.5mM tertbutyl- hydroperoxide and 0.1mM
NADPH. One GSH-Px unit is defined as 1umol of NADPH consumed per minute and

the specific activity is presented as GSH-Px units/mg protein.

Superoxide Dismutase (SOD) assay

The method used to assay SOD activity is based on the capacity of pyrogallol to
autoxidize, a process highly dependent on superoxide (O,") which is a substrate for
SOD [16]. Briefly, to 15ul of each sample, 215ul of a mixture containing 50uM Tris
buffer, pH 8.2, 1uM EDTA and 30uM CAT were added. Then, 20ul of pyrogallol was
added and the absorbance was immediately recorded each 30 seconds for 3 minutes
at 420 nm using a UV-visible Shimadzu spectrophotometer. The inhibition of
autoxidation of pyrogallol occurs in the presence of SOD, of which activity can be
then indirectly assayed spectrophotometrically. A calibration curve was performed
with purified SOD as reference, to calculate the activity of SOD present in the
samples. One SOD unit is defined as the amount of SOD necessary to inhibit 50% of

pyrogallol autoxidation and the specific activity is reported as SOD units/mg protein.

Acetylcholinesterase activity assay
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After dissection, the cerebrum was quickly removed. The cerebral structures were
homogenized in potassium phosphate buffer, pH 7.5. The homogenate was
centrifuged at 1000 x g for 10 min, the pellet was discarded and the supernatant
used for the determination of the acetylcholinesterase activity and protein
concentration. The acetylcholinesterase activity was determined according to the

colorimetric method of Ellman et al. [17] with some modifications.

Protein determination

Protein was measured by the Lowry et al. [18] method, using serum bovine

albumin as standard.

Statistical analysis

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

control group (Duncan’s multiple range test).

RESULTS

In vitro effects of galactose on TBA-RS, total sulfhydryl content and protein carbonyl
content in the cerebrum of rats

We initially verified the in vitro effects of different concentrations of galactose
(0.1, 3.0, 5.0 and 10.0mM) on TBA-RS, total sulfhydryl content and protein carbonyl
content in cerebrum (cerebral cortex, cerebellum and hippocampus) of rats. Figure 1
shows that galactose at a concentration of 3.0, 5.0 and 10.0mM significantly
enhanced TBA-RS (A) [F(4,30)=12.653; P<0.001], [F(4,30)=33.637; P<0.001],
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[F(4,30)=113.066; P<0.001] in the cerebral cortex, cerebellum and hippocampus of
rats, respectively; but did not alter total sulthydryl content (B) [F(4,30)=0.933;
P>0.05], [F(4,30)=1.645; P>0.05] and [F(4,30)=2.365; P>0.05] in these structures,
respectively. Also, galactose (5.0mM and 10.0mM) significantly increased protein
carbonyl content (C) [F(4,30)=16.286; P<0.001] in the cerebral cortex, but did not
alter these parameter in the cerebellum [F(4,30)=0.462; P>0.05] and hippocampus
[F(4,30)=0.440; P>0.05] of rats.

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

The in vitro effects of different concentrations of galactose (0.1, 3.0, 5.0 and
10.0mM) on the activities of antioxidant enzymes (CAT, SOD and GSH-Px) in the
cerebrum of rats were also verified. As can be seen in Figure 2, galactose (10.0mM)
enhanced the activity of CAT (A) [F(4,30)=3.328; P<0.05] in the cerebral cortex and
at 5.0mM and 10.0mM [F(4,30)=5.332; P<0.01] in the hippocampus, but did not alter
this enzyme activity in the cerebellum of rats [F(4,30)=0.051; P>0.05], as compared
to the control group. With regard to GSH-Px activity (B), galactose (5.0mM and
10.0mM) increased this enzyme activity [F(4,30)=5.631; P<0.01] in the cerebellum,
and at 10.0mM decreased GSH-Px activity [F(4,30)=7.770; P<0.001] in the
hippocampus, but did not alter in the cerebral cortex [F(4,30)=0.044; P>0.05] of rats.
Regarding the activity of SOD (C), galactose at 5.0mM and 10.0mM increased this
enzyme activity [F(4,30)=27.902; P<0.001] in the cerebellum, but did not alter in the
cerebral cortex [F(4,30)= 0.301; P>0.05] and hippocampus [F(4,30)=0.927; P>0.05]

of rats.

In vitro effects of galactose on the activity of acethylcholinesterase in the cerebrum of
rats

Subsequently, the in vitro effects of galactose on the AChE activity were also
analyzed. In the cerebral cortex, galactose at 10.0mM decreased AChE activity in
Figure 3 [F(4,30)=3.905; P<0.05], in opposition, did not alter this enzyme activity in
the cerebellum [F(4,30)=0.978; P>0.05] and in the hippocampus [F(4,30)=0.451;
P>0.05] of rats.
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Influence of trolox, ascorbic acid and glutathione on the effects elicited by galactose
in the cerebrum of rats

Finally, this study evaluated whether the alterations in TBA-RS, protein
carbonyl content, the activities of antioxidant enzymes and AChE activity caused by
galactose (in vitro) in the cerebrum of rats were mediated by the generation of free
radicals. Considering this hypothesis, we examined the possible action of the
antioxidants trolox, ascorbic acid and glutathione on the effects produced by
galactose on these parameters. As can be seen in Figure 4, trolox and glutathione
were able to prevent the increase in TBA-RS in the cerebral cortex (A)
[F(15.96)=178.533; P<0.001], but not ascorbic acid that partially prevented. In
cerebellum (B) [F(15,96)=123.172; P<0.001], trolox and gluthatione prevented the
increase in TBA-RS levels caused by galactose 3.0mM, prevented partially the
increase caused by galactose 5.0mM and did not prevent the increase caused by
galactose 10.0mM, and ascorbic acid prevented the increase caused by galactose
3.0mM and did not prevent the increase caused by 5.0 and 10.0mM of galactose.
About hippocampus (C) [F(15,96)=130.633; P<0.001], trolox prevented the increase
caused by galactose 3.0 and 5.0mM, and prevented partially the increase caused by
10.0mM; glutathione and ascorbic acid prevented the increase caused by galactose
3.0mM, and prevented partially the increase caused by 5.0mM and 10.0mM of
galactose in TBA-RS levels. Furthermore, trolox, ascorbic acid and glutathione were
able to prevent the increase caused by galactose in protein carbonyl content in the
cerebral cortex of rats (D) [F(11,73)=8.779; P<0.001]. With regard to the antioxidant
enzymes, shows that the antioxidants prevented the increase in CAT activity in the
cerebral cortex (E) [F(7,48)= 5.228; P<0.001], and hippocampus (F)
[F(11,72)=16.611;P<0.001], except at 10.0mM in wich trolox did not prevent the
alteration in CAT activity caused by galactose. Trolox, ascorbic acid and gluthatione
also prevented the increase in SOD activity in the cerebellum (G) [F(11,72)= 43.051;
P<0.001] and the decrease in GSH-Px activity in the hippocampus (H) [F(7,48)=
14.805; P<0.001], but ascorbic acid not prevented the increase in GSH-Px activity in
cerebellum caused by galactose at 5.0mM and 10.0mM (I) [F(11,72)=10.872;
P<0.001]. W.ith regard to the AChE activity, trolox and glutathione were able to

prevent the decrease caused by galactose in the cerebral cortex, but not ascorbic
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acid that did not prevent the action of galactose at 10.0mM (J) [F(7,48)=9.498;
P<0.001].

DISCUSSION

The aim of the present study was to investigate the in vitro effects of galactose
on the status of oxidative stress and on the activity of AChE in the cerebral cortex,
cerebellum and hippocampus of rats. To our knowledge, these issues have not been
investigated thus far. The added galactose concentrations tested were 0.1, 3.0, 5.0
and 10.0mM. This range covers physiological and pathological concentrations
including those occurring in galactosemia [19]. We measured different biomarkers
of oxidative stress, TBA-RS, total sulfhydryl content, protein carbonyl content and the
activity of the antioxidant enzymes CAT, SOD and GSH-Px, as well as a marker of
cognitive dysfunction, AChE activity. We also investigated the effects of the
antioxidants a-tocopherol (vitamin E) and ascorbic acid (vitamin C), as well as of
gluthatione, essential factor for glutathione peroxidase on the effects elicited by
galactose in the cerebrum of rats [5]. Our study revealed different effects of galactose
on the parameters of oxidative stress in the biological samples investigated, as well
as alteration on AChE activity. It seems that appreciable effects of galactose on the
parameters of oxidative stress and cognitive dysfunction usually require high
concentration of 5.0 and 10.0mM.

This study revealed that galactose, at a concentration of 3.0mM, 5.0mM and
10.0mM significantly enhanced TBA-RS in the cerebral cortex, cerebellum and
hippocampus of rats, but did not alter total sulfhydryl content in these cerebral
structures. Also, galactose (5.0mM and 10.0mM) significantly increased protein
carbonyl content in the cerebral cortex, but did not alter these parameters in the
cerebellum and hippocampus of rats. TBA-RS reflect the content of
malondialdehyde, the most abundant individual aldehyde resulting from lipid
breakdown due to lipid peroxidation process. On the other hand, the level of carbonyl
groups of proteins is widely used as a marker of oxidative protein damage. Thus, our
data indicate that galactose in vitro elicits oxidative damage to lipids and proteins in

the cerebrum of rats.
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In respect to antioxidant enzymes, galactose (10.0mM) enhanced the activity of
CAT in the cerebral cortex and at 5.0mM and 10.0mM in the hippocampus, but did
not alter this enzyme activity in the cerebellum of rats. With regard to GSH-Px
activity, galactose (5.0mM and 10.0mM) increased this enzyme activity in the
cerebellum, and at 10.0mM decreased GSH-Px activity in the hippocampus, but did
not alter this enzyme in the cerebral cortex of rats. Regarding the activity of SOD,
galactose (5.0mM and 10.0mM) increased this enzyme activity in the cerebellum, but
did not alter in the cerebral cortex and hippocampus of rats. CAT is a ferric heme
protein that directly catalyzes the decomposition of hydrogen peroxide. SOD
removes the anion superoxide by accelerating the rate of its dismutation to hydrogen
peroxide [20]. Glutathione peroxidase catalyzes the decomposition of H,O, or
organic peroxides and reduces glutathione (GSH) which forms oxidized glutathione
(GSSG). GSSG is again reduced to GSH by glutathione reductase, thus forming the
redox cycle [21]. Since oxidative stress results from an imbalance between the total
antioxidant defense of the tissue and the reactive species generated, our present
data strongly indicate that galactose provokes oxidative stress in vitro in the
cerebrum, which induces oxidation of lipids and proteins and changes in the CAT,
GSH-Px and SOD activity.

Next, we verified the in vitro effects of galactose on the AChE activity in the
cerebrum of rats. AChE participating in cholinergic neurotransmission by hydrolysis
of acetylcholine to choline and acetic acid, an essential process to allow the
restoration of the cholinergic neuron [22]. Studies have shown that AChE is
molecular target of many substances. When the enzyme is blocked not occur the
hydrolysis of acethylcholine (ACh). Thus, the action of ACh is enhanced and because
of the wide diffusion of cholinergic function, causes toxic effects involving the
sympathetic and parasympathetic system and the central nervous system [23]. In this
study, galactose at 10.0mM decreased AChE activity in the cerebral cortex, however,
did not alter this enzyme activity in the cerebellum and hippocampus of rats. This
result are in agreement with previous findings reporting by Marinou and colleagues
[23] showing that galactosemia in vitro reduced AChE activity both as pure enzyme
as in cerebrum homogenates. Since AChE plays an important role in neonatal brain
development and is essential in neuronal cell maturation and differentiation,

reduction of the enzymatic activity can contribute to a lower rate of development of
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the brain, low QI, combined with behavioral disturbances observed in galactosemic
patients [23].

Finally, we evaluated whether the alterations in TBA-RS, protein carbonyl
content, activities of antioxidant enzymes and AChE caused by galactose in vitro in
the cerebrum were mediated by the generation of free radicals. Considering this
hypothesis, we examined the possible action of the antioxidants trolox, ascorbic acid
and glutathione on the effects produced by galactose on these parameters. In fact,
vitamins E and C are important antioxidants responsible for scavenging the free
radicals and suppression of peroxidation in the aqueous and lipid region of the cell
[21]. Glutathione has a central role in biotransformation and elimination of xenobiotics
and protection of cells against oxidative stress [24]. Results revealed that the
antioxidants trolox and glutathione were able to prevent the increase in TBA-RS in
the cerebral cortex, but not ascorbic acid that partially prevented. In cerebellum,
trolox and gluthatione prevented the increase in TBA-RS levels caused by galactose
3.0mM, prevented partially the increase caused by galactose 5.0mM and did not
prevent the increase caused by galactose 10.0mM, and ascorbic acid prevented the
increase caused by galactose 3.0mM and did not prevent the increase caused by
5.0mM and 10.0mM of galactose. About hippocampus, trolox prevented the increase
caused by galactose 3.0mM and 5.0mM and prevented partially the increase caused
by 10.0mM; glutathione and ascorbic acid prevented the increase caused by
galactose 3.0mM and prevented partially the increase caused by 5.0mM and 10.0mM
of galactose in the TBA-RS levels. Furthermore, trolox, ascorbic acid and glutathione
were able to prevent the increase caused by galactose in protein carbonyl content in
the cerebral cortex of rats.

With regard to the antioxidant enzymes, the antioxidants prevented the
increase in CAT activity in the cerebral cortex, but not in the hippocampus, in which
trolox did not prevent the alteration in CAT activity caused by galactose 10.0mM.
Trolox, ascorbic acid and gluthatione also prevented the increase in SOD activity in
the cerebellum and the increase in GSH-Px activity in the hippocampus, but ascorbic
acid not prevented the increase in GSH-Px activity in cerebellum caused by
galactose at 5.0mM and 10.0mM. About the AChE activity, trolox and glutathione
were able to prevent the decrease caused by galactose in the cerebral cortex, but not

ascorbic acid that did not prevent the action of galactose at 10.0mM.
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In conclusion, the present study reinforces the hypothesis that oxidative stress
Is induced in galactose-1-phosphate-uridylyltransferase-deficiency. Furthermore, our
results indicate that galactose alters enzymatic antioxidant defenses, cause lipid
oxidation, damage to protein and decreased AChE activity, probably by enhancing
reactive species in the cerebrum of rats. In addition, we demonstrated that the
alterations in these parameters of oxidative stress and AChE activity are probably
mediated by the generation of free radicals which are scavenged by trolox, ascorbic
acid and gluthatione, since these antioxidants prevented almost of these effects
caused by galactose in the cerebrum of rats. These data point antioxidants as a
possible adjuvant therapeutic to limit oxidative damage caused by galactose in

galactosemia.

ABBREVIATIONS
ACh — Acethylcholine

AChE — Acethylcholinesterase

CAT - Catalase

DTNB - 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)

EDTA — Ethylenediamine tetraacetic acid

EIM — Innate error of the metabolism

GALK - Galactokinase

GALE - UDP-galactose 4’-epimerase

GALT - Galactose-1-phosphate uridyl-transferase
GSH - Reduced glutathione

GSH-Px - Glutathione peroxidase

GSSG - Oxidized glutathione

MDA - Malondialdehyde

PBS - Phosphate-buffered saline

ROS — Reactive oxigen species

SOD - Superoxide dismutase

TBA-RS - Thiobarbituric acid reactive substances

TNB - 3-thio-2-nitrobenzoic acid
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Legends to Figures

Fig. 1. In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1mM - 10.0mM) on
thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS) (A), total sulfhydryl content (B) and
protein carbonyl content (C) in the cerebral cortex, cerebellum and hippocampus of
30-day-old rats. Results are expressed as mean = SD for 7 independent experiments
(animals) performed in duplicate. ***P<0.001, compared to control group (Duncan’s

multiple range test).

Fig. 2. In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1mM - 10.0mM) on
the activities of CAT (A), GSH-Px (B) and SOD (C) in the cerebral cortex, cerebellum
and hippocampus of 30-day-old rats. Results are expressed as mean + SD for 7
independent experiments (animals) performed in duplicate. ***P<0.001, **P<0.01 and

*P<0.05, compared to control group (Duncan’s multiple range test).

Fig. 3. In vitro effect of increasing concentrations of galactose (0.1mM - 10.0mM) on
Acethylcholinesterase (AChE) activity in in the cerebral cortex, cerebellum and
hippocampus of 30-day-old rats. Results are expressed as mean * SD for 7
independent experiments (animals) performed in duplicate. *P<0.05, compared to

control group (Duncan’s multiple range test).

Fig. 4. In vitro effects of trolox, ascorbic acid and glutathione on TBA-RS in the
cerebral cortex (A), cerebellum (B) and hippocampus (C) of 30-day-old rats, on
protein carbonyl content in the cerebral cortex of 30-day-old rats (D), on CAT activity
in the cerebral cortex (E) and hippocampus (F) of 30-day-old rats, on SOD activity in
the cerebellum (G), on GSH-Px activity in the hippocampus (H) and cerebellum (I)
and on AChE activity in the cerebral cortex (J) of 30-day-old rats. Results are
expressed as mean + SD for 7 independent experiments (animals) performed in
duplicate. ***P<0.001, compared to control group (Duncan’s multiple range test).Tro:

trolox; Vit C: ascorbic acid; GSH: gluthathione. * partial prevent.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4

Cerebral cortex

I+ INW 0'0T+JLIA

I+ WW 0"S+JLIA

H W 0" E+ILIA

H JLIA

H WW 0'0T+HSD

H NW 0'S+HSD

H NW 0'E+HSD

H HSS

INW Q°'QT+X0J0J |

[ nwossopi

 — T

S E—

*%k%

AW 00T

*k%

AW 0°S

*kk

ANW o€

|0J3U0D

1 (A

NIN<NNmunAND—ALWNO
< ® o « o
(104d Bw wiw/sy-vdl [owu)

Sy-vdl

Cerebellum

r T T T T T T T T T T
NN S I AN N O
< o o~ — o

W 0'0T+JLIA

AW 0'S+ILIA

W O E+DLIA

JLIA

INW O0'0T+HSD

W 0'S+HSD

W 0*E+HSD

HSS

INW Q°'QT+X0J0J |

AW Q'G+X0|0J |

INW QO g+X0j0J]

X0[0J]

WW 00T

WW Q'S

NW Qo€

[043U0)

(104d Bw wiw/Sy-v4L [owu)

Sd-vdl

67



Hippocampus
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Hippocampus
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que os pacientes galactosémicos apresentam além de niveis
elevados de gal-1-P e galactose nos tecidos (Chiappori et al. 2013); possibilidade da
inibicdo de atividade de acetilcolinesterase e estresse oxidativo estarem envolvidos
na fisiopatologia de doenca (Marinou et al. 2005), neste estudo investigamos 0s
efeitos in vitro da galactose e a influéncia dos antioxidantes trolox (a-tocoferol), &cido
ascorbico e glutationa sobre alguns parametros de estresse oxidativo em cortex
cerebral, cerebelo e hipocampo de ratos de 30 dias de idade.

Nossos resultados mostraram que:

A galactose na concentracéo de 3,0mM

e Aumentou TBA-RS em cOrtex cerebral,cerebelo e hipocampo de ratos.

A galactose na concentracédo de 5,0mM
e Aumentou TBA-RS em cOrtex cerebral,cerebelo e hipocampo;
e Aumentou proteinas carboniladas em cortex cerebral;
e Aumentou a atividade da CAT em hipocampo;

e Aumentou a atividade da SOD e da GSH-Px em cerebelo;

A galactose na concentracédo de 10,0mM
e Aumentou TBA-RS em cortex cerebral, cerebelo e hipocampo;
e Aumentou proteinas carboniladas em cortex cerebral;
e Aumentou a atividade da CAT em cortex cerebral;
e Aumentou a atividade da CAT em hipocampo;
e Aumentou a atividade da SOD e da GSH-Px em cerebelo;
e Diminuiu a atividade da GSH-Px em hipocampo;

¢ Diminuiu a atividade da acetilcolinesterase em cortex cerebral;
Prevencdo com trolox, &cido ascorbico e glutationa sobre os efeitos causados
pela galactose na concentracao de 3,0mM

e Todos preveniram
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Prevencdo com trolox, &cido ascorbico e glutationa sobre os efeitos causados
pela galactose na concentracao de 5,0mM
e O &cido ascorbico preveniu parcialmente o aumento do TBA-RS em cortex
cerebral;
e O acido ascoérbico nao preveniu e o trolox e a GSH preveniram parcialmente o
aumento do TBA-RS em cerebelo;
e O acido ascorbico e a GSH preveniram parcialmente o aumento do TBA-RS

em hipocampo;

Prevencdo com trolox, &cido ascorbico e glutationa sobre os efeitos causados
pela galactose na concentracao de 10,0mM
e O acido ascorbico preveniu parciamente o aumento de TBA-RS em cortex
cerebral;
¢ Nenhum antioxidante preveniu o aumento de TBA-RS em cerebelo;
e Todos os antioxidantes preveniram parcialmente o aumento de TBA-RS em
hipocampo;
e O trolox ndo preveniu o aumento da atividade da CAT em hipocampo;
e O &cido ascorbico ndo preveniu a diminuicdo da atividade da AChE em cortex
cerebral.

Os resultados indicam que a galactose induz o estresse oxidativo em cortex
cerebral, cerebelo e hipocampo de ratos, pois altera as defesas antioxidantes
enzimaticas, causa peroxidacéo lipidica e dano a proteinas.

Os resultados também mostram que a galactose reduz a atividade da AChE
em cortex cerebral de ratos, interferindo nas ag6es do sistema colinérgico.

Além disso, a presenca de antioxidantes preveniu a maioria das alteragcdes
causadas in vitro pelo acréscimo de galactose.

Os resultados deste trabalho poderéo contribuir para um melhor entendimento
dos sintomas observados nos pacientes galactosémicos. Mesmo que seja dificil
extrapolar nossos achados para humanos, poderiamos sugerir que 0 uso de
antioxidantes deve ser considerado como uma estratégia terapéutica no tratamento

da galactosemia.
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